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Introduction générale

Les récentes crises sanitaires qui ont perturbé les filieres d’¢levage comme
I’Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB) et la grippe aviaire, ont eu pour conséquence
de rendre le consommateur plus soucieux et vigilant aux questions de la sécurité alimentaire
(Firmin, 2011). Un rapport de I’OMS sur la prévalence des pathogénes d’origine alimentaire a
révelé que 31 agents pathogenes ont causé 600 millions de cas de maladies d’origine
alimentaire avec 420.000 décés enregistrés en 2010. Les agents étiologiques les plus
couramment incriminés dans ces pathologies sont les Campylobacter, Salmonella enterica,

Salmonella Typhi ainsi les mycotoxines telles que les aflatoxines (WHO, 2015).

Les mycotoxines sont des toxines issues du métabolisme secondaire des moisissures,
qui lors de conditions de stress ou de compétition avec d’autres micro-organismes
contaminent naturellement une large variété de denrées alimentaires, notamment les céréales
(Vita et al., 2016). Selon une estimation de la FAO, 25% des cultures mondiales seraient
contaminées par les mycotoxines, ce qui menace directement la sécurité sanitaire des aliments
et causent des pertes économiques considérables (Kabak et al., 2006). Grace a I’amélioration
des performances des techniques d’analyses, plus de mille métabolites de moisissures
toxinogénes ont été identifiés (Cole et al., 2003) , mais seule une trentaine de ces métabolites
possedent expérimentalement une activité biologique et sont responsables d’une

contamination appréciable des denrées alimentaires (Boudra et al., 2009).

L’impact économique des mycotoxines est difficilement mesurable, en raison des
pertes directes et indirectes liées a ces contaminants naturelles. Ces pertes économiques sur
I’industrie alimentaire et 1’¢élevage sont estimées a environ 5 milliards de dollars aux Etats-
Unis et au Canada (Olsen et al., 2003).

Du fait de leur diffusion mondiale et de leur toxicité, les aflatoxines sont parmi les
groupes de mycotoxines les plus largement étudiées et les plus strictement réglementées. Ces
toxines sont les premiéres mycotoxines découvertes dans les années 1960 lors d'une
intoxication massive en Grande-Bretagne ayant conduit a la mort de plus de 100 000 dindons
(Richard, 2008). Les recherches scientifiques qui se sont poursuivies ont montré que les
aflatoxines sont des substances génotoxiques, cancérigenes et immunosuppressives, elles
provoquent également une toxicité aigué et chronique. Cependant, les intoxications dues aux
aflatoxines sont difficiles & diagnostiquer, en raison d’expositions difficilement mesurables, a

la fois aigués et chroniques (Battilani et al., 2016). La littérature scientifique a signalé

1
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I’apparition de cas d’aflatoxicose aigu€ remontant a I’année 2004 au Kenya ou 317 cas et 125
déces ont été attribués a 1’ingestion de mais contaminé a 1’aflatoxine By (Lewis et al., 2005 ;
Probst et al., 2007). De plus, de tres nombreuses enquétes épidémiologiques ont signalé des
associations fréquentes entre la consommation de certains aliments contaminés par

I’aflatoxine B et I’incidence de cancer du foie.

En raison de sa valeur nutritionnelle élevée, le lait est considéré comme un aliment
adapté a toutes les tranches d’age. Cet aliment contribue considérablement a la couverture des
besoins nutritionnels et apporte de nombreux nutriments tels que les glucides, les lipides, les
protéines, les sels minéraux, vitamines et oligo-éléments essentiels (Ellen et al., 2013). La
production mondiale de lait a augmenté considérablement ces derniéres années, ainsi I’année
2018 a enregistré une augmentation de 1.6% avec un niveau de production mondial d’environ
838 millions de tonnes, cette production devrait croitre de 1.7% par an au cours des dix
prochaines années, pour atteindre 981 millions de tonnes en 2028 (OCDE-FAO, 2018).

L’Etat algérien accorde une grande importance au développement de la filiére lait, en
2009 le Ministére de 1’ Agriculture et du Développement Rural (MADR) amorce un nouveau
programme politique du Renouveau Agricole et Rural (RAR) visant a renforcer le
développement des filieres stratégiques dont la filiére lait local, mais également a améliorer
I’apport protéique de la population (Mamine et al., 2021). Ces programmes étaient orientés
sur le développement de la production animale, 1’extension des superficies fourrageres, la
reconstitution du cheptel bovin et le développement de la production laitiére. Depuis, la
subvention de la filiére lait a alors été mise en place, avec des subventions a 1’investissement,
une augmentation des primes allouées a la production et a la collecte, et a la création de
primes aux transformateurs pour I’intégration industrielle du lait local. L’adoption de ces
politiques a eu des répercussions sur le niveau de consommation puisque ce dernier a connu
une augmentation considérable, au détriment de la production qui est restée toujours limitée
faute de compéetitivité (Bellil et Boukrif, 2021). Ainsi, la consommation du lait en 2013 a été
évaluée a 142 kg per capita et par an (FAO, 2020), ce qui place I’ Algérie comme le septiéme

pays importateur de produits laitiers dans le monde (Chatellier, 2019).

En raison d’un phénoméne de transfert, I'aflatoxine M; (AFM;), métabolite hydroxylé
de I'AFB;, peut se retrouver dans le lait des animaux en lactation nourris avec des aliments
contaminés. L'AFM; posséde seulement 2 a 10 % du pouvoir cancérigene de I'AFB;, mais
conserve toutefois 1’hépatocancérogénicité de 1'AFB; (Hsieh et al., 1985). Du fait de la
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stabilité élevée, de la toxicité et de la cancérogenicité des aflatoxines, le Centre International
de Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé I’AFB; dans le groupe 1 regroupant les molécules
cancérigénes pour ’homme et ’animal. Concernant la toxicité de I’AFM3, cette mycotoxine a
été initialement classée par le CIRC comme cancérogéne du groupe B2. Cependant en raison
de I’existence de suffisamment de preuves de son pouvoir cancérigéne chez I’homme, I’AFM;

a été récemment classée comme substance cancérigene du groupe 1 (IARC, 2002).

A T’heure actuelle, en Algérie, trés peu d’études sur la contamination des aliments de
bétail par I’AFB; ainsi que la présence de son métabolite hydroxylé I’AFM; dans le lait, sont
disponibles dans la littérature scientifique, en effet, I'un des points forts de notre travail de
these , est qu’elle s’inscrit parmi les premiers travaux a s’intéresser a la prévalence de ces
deux mycotoxines, a la fois dans 1’alimentation animale et humaine. Face a ces constats, il
semble donc impératif d’établir un bilan de connaissance concernant la présence de ces
mycotoxines dans 1’alimentation humaine et animale. Afin d’apporter des éléments de
réponse a cette problématique, les travaux de notre these vont porter dans un premier temps
sur la recherche de I’ AFB; dans les aliments concentrés des vaches laitiéres. Ensuite, dans une
seconde partie, nous nous sommes intéressés a rechercher I’AFM; dans le lait cru provenant

d’exploitations laitieres de différentes régions du nord Algérien.

Notre these s’articule de la maniere suivante, une revue bibliographique comportant
quatre chapitres. Les deux premiers portent sur quelques données de base concernant les
mycotoxines en général et les aflatoxines en particulier. Le troisiéme chapitre concerne la
contamination des aliments, les techniques de dosage des aflatoxines ainsi que des méthodes
de prévention de la contamination par les aflatoxines. Le quatriéme et dernier chapitre
s’attachera a exposer I’impact économique li¢ a la présence de ces toxines, ainsi qu’aux

différentes réglementations qui régissent ces contaminants dans le monde.

La partie expérimentale, comporte deux grandes parties, la premiere comprend
I’évaluation des niveaux de contamination par I’AFB; dans les aliments de bétail destinés aux
vaches laitiéres, ceci au niveau des différentes régions du nord Algérien, et 1’analyse des
facteurs de risques associés a cette contamination. Dans la seconde partie, une quantification
de ’AFM; dans le lait cru a été réalisée afin d’estimer les niveaux de contamination du lait

cru produit en Algérie.
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Chapitre 1. Généralités sur les mycotoxines
I.1. Deéfinition des mycotoxines

Les mycotoxines sont des composes chimiques toxiques, de faible poids moléculaire
(<1000 Daltons), issus du métabolisme secondaire des moisissures, contaminant
naturellement une grande variété de denrées alimentaires (Pittet, 1998 ; Binder et al., 2007 ;
Boudra et al.,, 2009 ; Marin et al., 2013). Elles sont produites par des champignons
filamenteux, plus particulierement ceux appartenant aux genres Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Alternaria et Claviceps. Ces métabolites sont non-essentiels au cycle de vie du
champignon, et sont considérés parmi les plus puissants contaminants chimiques auxquels les
humains et les animaux sont exposes. (Fox et Howlett, 2008 ; Shephard, 2008 ; Marin et al.,
2013).

Le terme mycotoxine vient du grec « mycos » qui signifie champignon et du latin «
toxicum » qui signifie poison (Steyn, 1995 ; Pitt et al., 2000). Le métabolisme secondaire est
tres diversifié, d'ou la multitude des métabolites secondaires secrétés, par ailleurs, sa
régulation est trés complexe et répond généralement a des stimuli environnementaux tels que

le pH, la température et le substrat (Fox et Howlett, 2008).

Les mycotoxines sont considérées comme faisant partie des contaminants alimentaires

les plus significatifs en termes d’impact sur la santé publique et 1’économie de nombreux

pays.

De nos jours plus de 400 mycotoxines ont été recensées, mais seule une trentaine de
molécules posseéde des propriétés toxiques inquiétantes pour I’homme et pour I’animal. Il
s’agit des Aflatoxines AF, de I’Ochratoxine A (OTA), des Fumonisines (FUM, surtout FB1),
de la Patuline (PAT), de la Zéaralenone (ZEN) ainsi que quelques Trichothecénes (HT-2,
Toxin-T2 et déoxynivalénol DON) (FAO, 2004 ; Paterson, 2006). De plus, il existe des effets
synergiques observés entre certaines mycotoxines. Ainsi, le déoxynivalénol (DON) et la
fumonisine B; (FB;) possédent un effet synergique négatif sur la croissance des animaux
d’¢levage (Harvey et al., 1996 ; Smith et al., 1997).

Il est important de noter qu’'une méme mycotoxine peut €tre sécrétée par plusieurs
espéces et genres de moisissures, a 1’inverse, une méme moisissure peut produire plusieurs
mycotoxines (Mansfield et al., 2008). Ce qui peut indiquer la coexistence dans un méme

aliment de plusieurs mycotoxines a la fois. Par ailleurs, la présence d’une moisissure
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toxinogene ne signifie pas la présence de mycotoxines, de plus la moisissure responsable de la
production de mycotoxines peut étre absente de la denrée alimentaire, alors que la/les
mycotoxines persistent (Diaz ,2005 ; AFSSA, 2009 ; Parent-Massin et al., 2013).

Selon leur lieu de production, les moisissures toxinogenes se répartissent en deux groupes :

-Des moisissures qui envahissent les plantes avant la récole, communément appelées

contaminants du champ.

-Celles qui surviennent aprés la récolte, au cours du sechage, du transport, du stockage

et de la distribution appelées contaminants du stockage (Jouany et al., 2009).

Parmi les contaminants du champ nous citerons Fusarium graminearum pathogéne des
plantes produisant le déoxynivalénol et nivalénol. Fusarium moniliforme poussant sur les
plantes sénescentes ou stressées et produisant les fumonisines. Aspergillus flavus produisant
les aflatoxines, ce champignon peut étre considérée comme un contaminant des champs,
néanmoins, ce dernier peut aussi produire des mycotoxines pendant le stockage (Ayalew,
2010 ; Alonso et al., 2013).

I.2.Historique

Plusieurs épidémies ont été décrites au Moyen-age suite a la consommation de seigle

contaminé par des alcaloides de 1’ergot produits par Claviceps purpurea (Beardall et Miller,

1994). L’ergotisme est I'une des plus anciennes mycotoxicoses connues, cité dans I’ancien

testament de la bible, appelé communément « Feu de Saint-Antoine », les signes cliniques se
manifestaient par des hallucinations et des gangrénes des extrémités (Schoental , 1984 ;
Chapeland-Leclerc et al. 2005). Les fusariotoxines comme la toxine T-2 ou la zéaralénone ont
été considérées comme responsables du déclin de la civilisation Etrusque (Schoental ,1991).
En 1900, au Japon, la consommation de riz jaune contaminé par une espece de Penicillium, a

entrainé des tres graves intoxications hépatiques (Pitt et Hocking, 1997).

Entre 1942 et 1947, une autre intoxication est décrite en Russie sous le nom d’Aleucie
Toxique Alimentaire (ATA), survenue suite a la consommation de farine contaminée par
Fusarium sp. et Trichoderma sp. Ce n’est que plus tard que les toxines élaborées par ces
especes seront isolées et étudiées sous le nom de trichothécénes (Chapeland-Leclerc et al.,
2005).
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En 1956 une épidémie nommée Néphropathie Endémique des Balkans s’est déclarée
dans certains pays du Sud-Est de I’Europe, cette pathologie était caractérisée par une
augmentation inhabituelle d’insuffisances rénales chroniques surtout dans les populations
rurales. 1l semblerait que son étiologie soit liée a la consommation répétée de céréales
contaminées par 1’ochratoxine A (OTA) (AFSSA, 2009).

Il a fallu attendre 1’année 1960 pour que la mise en cause de la toxicité des moisissures
ait été envisagée. En effet, en Angleterre la Turkey « X » Disease a I’origine de la mort de
plusieurs dizaines de milliers de dindonneaux a permis la découverte d’une famille de
molécules appelées aflatoxines (Richard ,2008). Par la suite, des recherches ultérieures
montrérent I’existence de quatre aflatoxines (B1l, B2, G1, G2) et aboutirent a la mise en
¢vidence d’un puissant pouvoir cancérogene de certaines de ces toxines (Chapeland-Leclerc et
al., 2005). Depuis, des travaux scientifiques d'envergure ont permis la découverte de
nombreuses mycotoxines, le dernier grand groupe étant celui des fumonisines (découvert en
1988) (Yiannikouris et Jouany, 2012).

I.3.Facteurs influencant la mycotoxinogénése
1.3.1.La mycotoxinogénése

La mycotoxinogénése correspond a I’ensemble des conditions nécessaires a la
synthése et a la sécrétion des toxines fongiques. Il semblerait qu’il s’agisse d’une réaction du
champignon face a des conditions environnementales stressantes. Ces toxines sont
synthétisées pendant la phase en plateau, (idiophase), c'est-a-dire aprés la phase active de
multiplication cellulaire (trophophase) (Chapeland-Leclerc et al., 2005).

La production de mycotoxines et la croissance fongique sont intimement liées. Il a été
démontré que les conditions favorables a la toxinogénése sont plus spécifiques que celles

nécessaires au développement fongique (Olsen et al., 2003 ; Blumenthal, 2004).

La mycotoxinogénese est un processus d’une grande complexité qui n’est pas
complétement €lucidé. Ainsi, les conditions optimales de toxinogénese dépendent d’une
association de différents parameétres conduisant a la libération des mycotoxines dans les

denrées alimentaires (D’Mello et al., 1997).

Deux types de facteurs sont responsables de la production et de la dissémination des
mycotoxines : des facteurs intrinseques liés a la souche fongique elle-méme et des facteurs

extrinseques, représentés par I’ensemble des conditions écologiques.
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1.3.2.Facteurs intrinséques

Les facteurs intrinséques représentent I’ensemble des éléments qui sont directement
liés a la souche elle-méme, comme la vitesse de croissance, la capacité de dissemination, la

dispersion des spores ou encore la longévité des spores (Moreau, 1994).

Un aliment moisi n’est pas forcément contaminé par les mycotoxines car certaines
moisissures sont toxinogénes mais d’autres ne le sont pas. De plus au sein d’une méme espece
toxinogene, certaines souches sont fortement productrices de mycotoxines alors que d’autres

le sont mais a des degrés moindres (Castegnaro & Pfohl-Leszkowicz, 2002 ; Zinedine, 2004).

De plus, une espece peut élaborer plusieurs mycotoxines comme par exemple
Aspergillus flavus qui peut produire entre autre les aflatoxines, 1’acide cyclopiazonique et
I’aspertoxine. De méme certaines mycotoxines peuvent étre produites par plusieurs espéces de
moisissures comme par exemple 1’aflatoxine qui est produite par A. flavus, A. parasiticus et A.

nomius (AFSSA, 2006).

1.3.3.Facteurs extrinseques

La production de mycotoxines par les moisissures est fortement dépendante des
conditions climatiques, notamment de la température et de ’humidité (Ay), mais aussi des
nutriments présents. Ces facteurs sont d’origine physique, physico-chimique ou biologique
(Mitchell et al., 2004).

1.3.3.1. Température

La température est un facteur prépondérant de la croissance des micromycetes ainsi
qu’a la production de toxines. Elle est aussi intimement liée a 1’activité de I’eau (Aw). La
température optimale de croissance d’un champignon ne correspond pas a celle de la
production de la toxine. De maniére générale, elle est supérieure a la température optimale de
la toxinogenese. Pour Penicillium viridicatum (producteur d’Ochratoxine A), sa croissance a
lieu a un intervalle de tempeérature compris entre 0 et 31°C et pour un A, de 0,95, alors que la
synthése d’Ochratoxine A n’est possible qu’a une température comprise entre 12 et 24°C
(Norholt et al.,1979 ). Une production optimale d’aflatoxines a été signalée a une gamme de
température allant de 20 a 35°C pour des isolats d’A. flavus et A. parasiticus (Schroeder et
Hein, 1967).
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L’impact des changements climatiques sur la présence des mycotoxines dans les
denrées alimentaires est tres préoccupant. En effet, de récentes études ont démontré que
I’ AFB; devrait constituer un danger potentiel pour la sécurité sanitaire du mais provenant des
pays de I’Europe du sud (Gréce, sud de I’Italie, Bulgarie, Albanie) (Battilani et al., 2016).
Selon différents scénarios prévus pour la région méditerranéenne, des températures
supérieures a 30°C devraient étre enregistrées dans les années a venir, en effet, il semblerait
qu’une température de 37°C soit favorable a la production d’AFB; par A. flavus et A.

parasiticus (Lahouar et al., 2016).
1.3.3.2. Activité de I’eau (Aw)

I1 a été établi que 1’activité hydrique requise a la toxinogénése est supérieure a celle
permettant la croissance des micromycetes (Pfohl-Leszkowicz, 2001) (4). L’activité de I’ecau

optimale pour la plupart des especes fongiques est comprise entre 0,85 et 0,99.

Le genre Aspergillus est considéré comme semi-thermophile et semi-xérophile
(Shinha and Bhatnagar, 1998). En effet, en raison de sa grande capacité¢ d’adaptation aux
conditions climatiques A. flavus peut se développer a la fois aux champs, durant la récole ainsi
qu’au moment du stockage (Klich, 2007). A titre d’exemple la formation d’aflatoxines par A.
flavus nécessite une valeur d’A,, comprise entre 0,83 et 0,87 mais la croissance fongique peut
avoir lieu a des valeurs d’A,, plus basses (Troller, 1980). Aussi, la production d’aflatoxines
diminue avec I’Ay et s’arréte complétement quand cette derniére atteint 0.70 (Battilani et al.,

2013).
1.3.3.3. Le pH

Les moisissures se développent sur de larges gammes de pH compris entre 3 et 8.
Comme pour les autres parameétres, il existe des pH pour lesquels la croissance fongique est

optimale, généralement ces valeurs de pH se situent entre 5 et 6 (Reboux, 2006).

A Dinstar du couple température/Ay, la gamme de pH permettant la toxinogénése est
plus restreinte que celle permettant la croissance fongique. En effet, la synthese d’aflatoxines
se fait a un pH proche de 6 (Molina et al., 2002), tandis que la croissance de sa moisissure

productrice A.flavus s’effectue a un pH de 5 (Holmquist et al., 1983).
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1.3.3.4. Présence d’oxygéne

Généralement, la synthese de toxines fongiques est plus influencée par la variation de
la composition de I’air que la croissance fongique. Il a été constaté qu’une diminution de la
pression partielle en oxygéne jusqu’a moins de 1% et I’augmentation des concentrations en
CO; inhibent la production des mycotoxines (Paster N et Bullerman ., 1988). Aussi, un taux
de 80% de CO, inhibe la formation des aflatoxines (Pfohl-Leszkowicz, 1999). De méme, la
diminution des niveaux de concentration en O, affecte la croissance de Fusarium proliferatum

et rend indécelable la synthése de Fumonisine By (Keller et al., 1997).
1.3.3.5 Composition du substrat

La composition qualitative et quantitative du substrat peut influencer 1’expression du
pouvoir toxinogéne de certaines moisissures (Reboux, 2006). La présence de certaines
molécules dans le substrat peut influencer la production des mycotoxines .En effet, un taux
élevé de sucres et / ou de lipides est favorable a la toxinogénese. Ainsi, du fait de leur richesse
en sucres et en lipides, les céréales et les oléagineux, sont généralement plus favorables a la
production de mycotoxines que les substrats a forte teneur en protéines. La production des
aflatoxines par A. flavus est favorisée par certains sucres comme le glucose, le mannose, le
fructose et le saccharose (Pfohl-Leszkowicz, 2001). Une plus faible croissance et peu ou pas
de toxinogenése ont lieu sur des substrats contenant du lactose ou sorbose comme source de
carbone (Luchese et al, 1993 ; Emara 1997).

La toxinogenese dépend fortement de la présence de certaines molécules dans le
substrat. Par exemple, 1’acide phytique (souvent présent dans les céréales) diminue la
synthése d’aflatoxines (AF) par A. parasiticus et A. flavus. A ’inverse, certains acides aminés

(comme la proline) stimulent cette production (Payne et al., 1983).
1.3.3.6 Interactions microbiennes

De maniére générale, la présence simultanée dans le méme milieu, de différentes
especes de micro-organismes influence négativement la synthese de mycotoxines. Cela
s’explique par la possible destruction de la toxine par une autre souche et par la compétition
pour le substrat. Une compétition entre Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus a été
rapportée, avec une diminution de la synthése d’aflatoxines B, ceci méme si la souche d’A.
parasiticus est une souche non toxinogene (Pfohl-Leszkowicz, 2001). De méme pour

Aspergillus ochraceus et Aspergillus flavus qui lorsqu’ils sont présents dans le méme substrat,
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induisent une augmentation de la production d’aflatoxines et une diminution voire une
absence de la sécrétion d’ochratoxines. Ce phénoméne s’explique par la monopolisation de la
source de phénylalanine par Aspergillus flavus. L’OTA étant un analogue structural de cet

acide aming, elle ne peut alors plus étre synthétisée (Bouraima et al., 1993).

La présence de Fusarium verticilloides sur les épis protége le mais d’une
contamination ultérieure avec 1’Aspergillus flavus et réduit la quantité d’aflatoxine produite

(Zummo et Scott, 1992).
1.3.3.7. Présence d’insectes et d’acariens

Les prédateurs tels que les insectes et les acariens sont des vecteurs de dissémination
des spores de moisissures. Ils contribuent a 1’infestation des denrées par les micromycetes
ainsi qu’a la production de toxines. En détruisant ’enveloppe extérieure des grains et des
graines, les insectes facilitent la pénétration des moisissures a l’intérieur des graines. Les
acariens, vivant sur les céréales atteintes transportent les spores de champignons sur leur
corps et dans leur tube digestif. Par conséquent, la contamination se produit lorsque des
acariens arrivent en contact avec les grains, ce qui constitue des foyers favorables pour la

production de mycotoxines (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

L’infestation de 1’arachide, du coton et du mais, par Aspergillus flavus (producteur de
I’AFB;) avant la récolte, est souvent liée a 1’agression du végétal par des insectes (Le Bars,
1988).

1.4.0rigine des mycotoxines

Comme détaillé précédemment, deux groupes de champignons toxinogenes peuvent
étre distingués. Le premier groupe est constitué de champignons envahissant leur substrat et
produisant des mycotoxines sur les plantes au niveau du champ, appelé « toxines de
champsy». L’autre groupe rassemble ceux qui produisent les toxines apres récolte ; on les
qualifiera de « toxines de stockage ». Les principales mycotoxines peuvent étre produites par
trois principaux types de champignons : Aspergillus, Penicillium, Fusarium (Yiannikouris et
Jouany, 2002).Le Tableau 1 présente les mycotoxines les plus importantes ainsi que les

moisissures toxinogenes qui leur sont associées.
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Tableau 1. .Mycotoxines et moisissures productrices associées retrouvées en alimentation
humaine et/ou animale (AFSSA, 2009).

Toxines d'endophytes
[ergovaline, loltréme B)

Phomopsines

Toxines trémorgénes

Mycotoxines Principales moisissures productrices
Aflatowines B1, B2, G1, G2 Aspengilus favus, A. parasiicus, A mamius
Ochratoxine A Paicilium vermicosum, Asparngius ochiraceus, Aspengiius
carboranus
Patuline Poemicilium expansum, Aspergillus clavalus
Byssochiamys mivea
Mycotoxines . . N .
reglementees ou Fumonisines B1, B2, B3 Fusarium vericiaides, F. prof&ratum
f" E:E“‘ngmn“ Trichothécénes (groupes A et B) Fusarium langsethiae F. sporatricicices, F. poae,
&g F. gramimgarum,  F. culmorumf.  cookwelense,  F
fricimctum, F. acumimagim
Zéaralénone Fusanum gramingaium, F. culmorwm
F. crookwelianse,
Alcaloides d'ergot (dit ergot du seigle) Claviceps purpuraa, C. paspal, C. afcana, C. fusiformis
Citrining Aspengilus terreus, A. carneus, A miveus
Paricillium vermicasum, P. ciunum, P. expansum
Toxines o’ Affarmana (altemariol, Altemana altemata Alermana solary
altemariol méthyl éther. )
Acide cyclopiazonigue Aspergilus favus, A. versicolor, A. tamari
Parcillium dont P. camembertf
Sténgmatocystine Aspangilus midiians, A. versicolor, A. favus
Autres
mycotoxines Sporidesmines Pithamyces chartamm
Stachybotryotoxines Strachybotrys charnanm

Neotyphodivm coengphialum, N. iofi

PROMOpSIS leptostromifomys

Penicilium roquefori, P. crustosum, P. pubarelum
Aspergilus clavatis, A fumigais

11




Revue bibliographique

1.4.1. Le genre Aspergillus

Ce genre appartient a la classe des Ascomycetes. Le genre Aspergillus regroupe
environ 250 espéces (Klich, 2007). Les Aspergilli ont une large répartition géographique,
mais sont le plus souvent présents dans les zones tropicales et subtropicales, donc adaptés aux
climats chauds et aux milieux pauvres en eau (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). La
température optimale de croissance de la plupart des espéces d’Aspergillus se situe entre 25 et
40°C. Les especes thermophiles, comme Aspergillus fumigatus, se développent au-dela de
35°C et parfois méme jusqu’a 57°C (Morin, 1994). lls se développent sur la matiére
organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires, les céréales. De
nombreuses espéces d’Aspergillus sont présentes dans 1’environnement humain, notamment
dans la poussic¢re et 1’air (Morin, 1994). Ils colonisent les végétaux déja abimés par des
blessures, des piqlires d’insectes ou infestés par d’autres champignons. Ils sont aussi présents
sur la surface des graines (Hocking, 2006). Certaines especes peuvent étre directement
pathogenes pour I’homme et ’animal a cause de leur capacité d’envahir les tissus vivants et
provoquer des aspergilloses telles que les mycoses pulmonaires (Morin, 1994). Les Aspergilli
sont aussi capables de produire des mycotoxines toxiques pour I’homme et 1’animal (Botton et
al., 1990).

Les deux espéces aflatoxinogénes majeures restent A. flavus et A. parasiticus, qui sont
le plus souvent responsables de la production de quantités importantes d’aflatoxines dans les
matrices alimentaires au niveau mondial (EI Khoury et al., 2011). Les souches d’Aspergillus
flavus présentent une grande variabilité génétique, leur pouvoir toxinogéne peut aussi varier
de souches non toxinogénes a hautement toxinogénes avec une production plus importante
d’AFB; que d’AFG; (Perrone et al., 2014). Selon plusieurs études, A. flavus est considéré
comme 1’espece fongique la plus préoccupante, ceci est di a sa capacité a se développer sur
différentes denrées agricoles et matrices alimentaires et a y produire de ’aflatoxine B; aux
niveaux des champs comme lors du stockage (Amaike & Keller, 2011 ; Baranyi, 2013 ; Varga
etal., 2015).

Les souches d’Aspergillus parasiticus sont plus uniformes dans leurs pouvoirs
toxinogenes et sont généralement fortement aflatoxinogeénes avec une production d’AFB; et

des quantités variables d’AFB,, AFG;, AFG, (Gourami et Bullerman, 1995).
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1.4.1 Le Genre Fusarium

C’est un genre qui comprend 40 espéces largement répandues (Nelson et al., 1983). Le
genre Fusarium tire son nom du latin « fusus » qui signifie fuseau, en référence a la forme des
conidies. Les moisissures de ce genre sont tres répandues et elles peuvent étre observées sur
presque I’ensemble de la surface du globe. Les Fusarium peuvent étre retrouvés aussi bien
dans des zones tempérées que dans des régions froides, tropicales ou subtropicales (Smith and
Moss, 1985).

Sur le plan économique le genre Fusarium exerce un impact important, car il renferme
des espéces phytopathogénes qui peuvent contaminer de nombreuses céréales, des légumes, et
des arbres fruitiers. 1l se développe préférentiellement sur les végétaux sénescents ou stressés.
La majorité des especes de Fusarium sont susceptibles de produire des mycotoxines et sont
ainsi impliquées dans des intoxications chez les animaux d’élevage. (Trenholm et Prelusky,
1988; Chabasse et al., 2002).

Le genre Fusarium comprend des especes capables de produire de nombreuses
mycotoxines : les trichothécenes, la zéaralénone et les fumonisines .Comme exemple, nous
citerons Fusarium poae, F. sporotrichioides, F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum

capables de produire des trichothécenes de types A et B (Pitt, 2000).
1.4.3 Le genre Penicillium

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des
Ascomycetes. Le genre Penicillium comprend entre 150 et 300 especes (Pitt, 1987). Les
Penicillium sont des champignons pour la plupart trés communs dans I’environnement, on les
retrouve aussi bien dans le sol et les matiéres organiques en decomposition que dans les
denrées alimentaires telles que les céréales, les arachides et les produits laitiers (Storey et al,
2014).

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 (Pitt, 1988). Leur croissance est optimale a des températures allant
de 20 a 27°C, pour une humidité importante. Il s’agit d’un contaminant fréquent des régions

tempérées (Storey et al, 2014).
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Les espéces du genre Penicillium peuvent étre a 1’origine de plusieurs pathologies,
causées par le champignon lui-méme ou par les toxines qu’il produit. En effet les Penicillia
peuvent causer des inflammations de la cornée (kératomycose) ainsi que des onychomycoses

(Hannequin et Lavarde, 1998).

Parmi les mycotoxines pouvant étre produites par les espéces toxinogenes du genre
Penicillium, nous citerons : 1’acide cyclopiazonique (Penicillium chrysogenum), 1’acide
pénicillique (Penicillium cyclopium) ; la patuline ou clavacine (Penicillium expansum,
Penicillium griseofulvum), la citrinine (Penicillium expansum), 1’ochratoxine A (Penicillium
verrucosum) (Pitt, 2000).

I.5.Principales voies de biosynthese des mycotoxines

Les mycotoxines sont considérées comme des métabolites secondaires, donc en
théorie non indispensables au développement des moisissures. Contrairement au métabolisme
primaire commun a toutes les moisissures, le métabolisme secondaire dépend de 1’espece et

de la souche considérée. 1l aboutit a une grande variété de molécules, dont les mycotoxines.

Les voies de biosynthése des mycotoxines sont longues et complexes et les réactions sont
catalysées par des enzymes spécifiques au métabolisme secondaire. Les mycotoxines ont trois
origines biosynthétiques principales :

-dérivées des acides aminés : alcaloides de I'ergot, acide aspergillique, gliotoxine,
roquefortine, sporidesmines ;

-issues de la voie des polyacétates : aflatoxines, acide penicillanique, citrinine,
fumonisines, ochratoxines, patulines, stérigmatocystine, zéaralénone ;

- dérivées des terpenes : diacétoxyscirpenol, déoxynivalénol, trichothécénes (Luchese
et Harrigan, 1993 ; Steyn, 1980).
Les principales voies de biosynthése des mycotoxines sont présentées dans la Figure 1.
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Figure 1 .Voies de biosynthese des mycotoxines (Tabuc, 2007).

Chapitre 11 : Les aflatoxines
I1. Généralités sur les aflatoxines

Le terme aflatoxine (AF) est un acronyme qui provient de la combinaison de la lettre
«A» pour Aspergillus et «<FLA» pour flavus. Ce nom fait référence a I’espére incriminée dans
la contamination de la farine d’arachides «Aspergillus flavus», habituellement consommée par
les volailles et responsable de la «Maladie X du dindonx, le mot toxine signifie poison (Rawal
etal., 2010).

I1.1.Caractérisiques biochimiques

Les aflatoxines (AFs) représentent un groupe de derives structurellement apparenté au
difurano-coumarine (Bennett et Klich, 2003). Ces toxines regroupent 18 composés
structurellement proches. Elles sont produites par des moisissures du genre Aspergillus spp. A.

flavus produit principalement 1’aflatoxine B; et 1’aflatoxine By, A. parasiticus, produit les 4
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aflatoxines (B1 ; B, ; G1; G2) et A. nomius, une souche rare, proche de A. flavus, est aussi
capable de produire des aflatoxines (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).

Les Aflatoxines sont des molécules de faibles poids moléculaires (312 a 330 g/mol).
Elles sont trés peu solubles dans I’eau (10 a 30 pg/ml), insolubles dans les solvants non
polaires et tres solubles dans les solvants polaires comme le chloroforme et le méthanol
(Pfohl-Leszkowicz , 1999).

A I’heure actuelle, 17 aflatoxines ont été identifiées, mais seules cing d'entre elles sont
largement étudiées d’un point de vue toxicologique. Il s'agit de I'aflatoxine B; (AFB;), B;, G,
G, et M;. Sous lumiére UV, les aflatoxines B émettent de maniére intense une fluorescence
bleue, tandis que les Aflatoxines G émettent une fluorescence verte, d’ou leurs dénominations
«B» pour Blue et «G» pour Green, les numéros designent les molécules majeures et mineures.
Le «M» provient quant & lui du nom de I’aliment a partir duquel les aflatoxines M ont été
extraites pour la premiere fois : «M» pour Milk (IARC, 2002).

Les aflatoxines sont classées par ordre décroissant de toxicité de la maniére suivante :
AFB;, AFM;, AFG;, AFB;, et AFG, (Cole et Cox, 1981).Cette différence de toxicité
s’expliquerait par la présence d’une double liaison sur le cycle dihydrofurane de 1’AFB;,
AFG;, AFM;, cette liaison est absente chez leur homologue AFB,, AFG,, AFM,. Aussi, les
aflatoxines du groupe B possedent un cycle cyclopentone accolé a leur structure, ce cycle est
substitué par un cycle lactone chez le groupe G (Lee et al., 1981) (Figure 2).

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). Les changements
climatiques peuvent modifier la température et 1’Ayy, des denrées alimentaires et des aliments
pour animaux, ceci va directement influencer I’expression des génes régulateurs (aflS and
afIR) responsables de la synthése des aflatoxines, provoquant ainsi la sécrétion des aflatoxines
par les Aspergilli (Schmidt-Heydt et al., 2010 ; Gallo et al., 2016)

L'AFB; est le composé le plus abondant dans les aliments contaminés, cette toxine est
¢galement considérée comme le cancérogeéne naturel le plus puissant. L’AFB; a été classée
dans le groupe 1 des composés cancérigenes chez I'homme par I’ Agence Internationale de la
Recherche sur le Cancer (IARC) (Gourama et Bullerman, 1995 ; IARC, 2002).

Une fois ingérée par les femelles laitiéres, I’aflatoxine B; présente dans 1’alimentation
est métabolisée au niveau hépatique et transformée en son dérivé 4-hydroxy, connu sous le

nom d’AFMy, elle est par la suite retrouvée dans le lait (Patterson et al., 1980). A I’instar des
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autres aflatoxines, ’AFM; a été classée comme cancérogéne pour I’homme du fait de
I’existence de suffisamment de preuves concernant son hépatocarcinogénicité (IARC, 2002).
Les aflatoxines sont des molécules stables et trés résistantes aux différents procédés de
transformation alimentaire tels la torréfaction, 1’extrusion et la cuisson (Marin et al., 2013).
Les AFs sont des toxines peu sensibles aux traitements thermiques (stérilisation,
pasteurisation, congélation, etc.) ou au séchage. Des températures trés élevées sont
nécessaires pour leur dénaturation, ce qui est difficilement compatible avec les procédés de
fabrication ou de transformation des aliments (El khoury, 2016). La température minimale de
décomposition s’¢léve a 237°C. Cette température peut atteindre 299°C pour les structures les

plus thermostables telles que les Aflatoxines M (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

Une instabilité de ces structures est constatée a des pH extrémes (pH < 3 ou pH > 10).
Par oxydation, le cycle lactone des aflatoxines devient sensible a une hydrolyse alcaline, mais
en cas de neutralisation, il peut se reformer. Les AFs sont aussi dégradées par I’ammoniaque
(NH4OH) et I’hypochlorite de sodium (NaOCI). Lors de cette derniére réaction, il se forme le
2,3-dichloro-aflatoxine B1 qui est directement génotoxique (El Khouri, 2007).

AFLATOXINE B1 AFLATOXINE B2 AFLATOXINE M1
Cycle
dllwdro-mrans ~ :IE Cycle furane Il: E
Cyclapentone Cyclopentone
O /}‘x_ - ‘\_\ I/’\\,"-n _/’ 3‘._\/
H o x/' ~OMe H N
AFLATOXINE G1 AFLATOXINE G2
o o
Cycl [
lflhl;;m-fumm ~J'I‘\ o
F_‘-"\ H T Lactone rcly lunn:._'__\ H T l Lactons
o PR & X ~ R
=X 1 X 1
H 07" ome H 07 " opMe

Figure 2. Structures chimiques des aflatoxines B1, B, G1, G, et M;. (AFSSA, 2009).
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I1.2. Toxicité des aflatoxines

La découverte des aflatoxines a suscité un grand intérét de la part des scientifiques a
I’égard de la toxicité de ces substances. La toxicité¢ des aflatoxines et en particulier de
I’aflatoxine B; dépend de la concentration et de la durée d’exposition mais aussi d’autres
parametres tels que 1’age, le sexe, 1’espéce animale concernée, 1’état physiologique de
I’animal et sa tolérance, le statut nutritionnel, le mode d’administration et la composition de

I’alimentation (EI khoury, 2017).
11.2.1.Effets des Aflatoxines sur la santé animale

Chez I’animal, I’intoxication aigué se traduit par un malaise, une perte d’appétit, un
ictere, de I’ascite puis par la mort rapide de 1’animal. Le foie présente un aspect décoloré, une
hépatomégalie, des lésions nécrotiques ainsi que des foyers d’infiltration graisseuse. Des
Iésions rénales et une congestion des poumons sont aussi observables (Brochard et Le Bacle,
2009).

L’exposition chronique aux aflatoxines (AFs) est responsable de cancers chez diverses
especes animales. En effet, il a été démontré que les AFs sont hépatotoxiques, mutagenes,
tératogenes ; immunosuppressives (Lereau et al., 2012), elles sont aussi responsables d’un
dysfonctionnement de la reproduction et d’un retard de croissance (El khoury et al., 2019).

La forme chronique de I’intoxication demeure plus fréquente. Elle fait suite a
I’ingestion d’aliments contaminés pendant plusieurs semaines. En effet, Il a été démontré que
I’AFB; provogue un carcinome hépatocellulaire chez de nombreuses espéeces animales, les
poissons et la volaille sont connus pour étre extrémement sensibles a cette toxine. En effet,
des doses de 15 a 30 pg/kg d’AFB; provoqueraient des hépatocarcinomes chez ces especes
(Wogan, 1992). Une étude portant sur I’effet de I’ AF chez la volaille a indiqué qu’une dose de
0.7 mg/kg d’AF provoquerait un retard de croissance chez les dindonneaux, par contre aucun
effet n’a été signalé chez les poulets et les cailles (Arafa et al., 1981). Cette étude vient
conforter I’hypothése selon laquelle les dindons seraient plus sensibles aux effets toxiques des
AFs que les poulets (Lozano et Diaz, 2006). La volaille est particulierement exposée aux
contaminations aux AFs du fait d’une consommation importante de céréales, mais aussi a son
incapacité a dégrader les mycotoxines avant leur absorption digestive (Smith et al., 1976 ;
AFSSA, 2009). Chez ces especes, I’intoxication chronique se manifeste par une diminution
des performances zootechniques (chute de ponte), des hémorragies, des défauts de

pigmentation des carcasses ainsi que des lésions hépatiques (AFSSA, 2009). Une excrétion
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d’AFB; dans les ceufs est également possible lors d’administration de doses trés ¢élevées
(AFSSA, 2009).

Concernant I'effet tératogéne, celui-ci est bien décrit chez les embryons de poulet pour
lesquels on note un retard de développement, une microcéphalie, une anophthalmie, une fente
palatine et une déformation des maxillaires (Vesely et al., 1983).

Chez les ruminants, les AFs sont responsables d’une diminution des quantités
d’aliments ingérés et d’une baisse significative de la production de lait, la digestion ruminale
et intestinale ainsi que le métabolisme sont également affectés. En conséquence la production
animale sera affectée (AFSSA, 2009).

Il est généralement admis que les ruminants sont plus résistants aux effets des
mycotoxines que les monogastriques. Ce phénomene peut étre expliqué par la présence dans
le rumen d’une population microbienne susceptible de dégrader ou de séquestrer certaines
mycotoxines (Morgavi et Jouany ,2008). En effet, une des conditions nécessaires a cette
détoxification est I’intégrité d’un écosystéme microbien actif dans le rumen. Or, les ruminants
a potentiel de production élevé recoivent des régimes riches en concentrés, ce qui aura comme
conséquence une acidification du contenu ruminal et une diminution du nombre de
protozoaires (Brossard et al., 2004) impliqués dans la dégradation de certaines mycotoxines
(Galtier et Alvinerie, 1976). L’ingestion d’aliments fermentescibles entraine une diminution
du temps de passage des aliments dans le rumen, il en résulte une diminution des capacités de

détoxification du rumen (Boudra, 2009).

Bien que les ruminants soient globalement plus résistants aux mycotoxines que les
monogastriques, il a été constaté qu’une consommation d’aliments contaminés par les AFs est
responsable de troubles cliniques, d’une diminution de la fertilité, une prédisposition aux
infections, des échecs de stratégies vaccinales et thérapeutiques (Fink-Gremmels et al., 2008b
; AFSSA, 2009).

11.2.2.Effets des aflatoxines sur la santé humaine

La propriété toxique majeure de I’AFB; est son pouvoir cancérigene. En effet, cette
molécule est responsable de I’apparition d’hépatocarcinomes chez les hommes et les animaux
(Autrup et al., 1991 ; Vainio et al., 1992).

Chez I’Homme, les cas d’aflatoxicoses aigués sont rares de nos jours. L’apparition de
cas de toxicité aigué remonte a 1’année 2004 au Kenya ou une flambée d’aflatoxicose aigué a

été enregistree. Au total 317 cas et 125 déces ont été attribués a 1’ingestion de mais contaminé
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(Lewis et al., 2005 ; Probst et al., 2007). Une enquéte menée au Kenya a révelé que 55% des
échantillons de mais présentaient des niveaux de contamination en AFs supérieurs aux LMR
établi par la FDA (20 pg/kg), 7% des échantillons présentaient des teneurs supérieures a 1000
ug/kg. A I’heure actuelle, cette épidémie demeure une des formes les plus graves recensées
dans le monde (Lewis et al., 2005 ; Probst et al., 2007). Les signes cliniques de cette
intoxication aigué se manifestent par des vomissements, douleurs abdominales, cedéme
pulmonaire, coma, convulsion et mort avec cedéme cérébral et dégénérescence graisseuse du
foie, une atteinte des reins, et du cceur (Strosnider et al., 2006) (Figure.6).

Il a été constaté que I’AF a un effet co-carcinogeéne avec le virus de 1’hépatite B, en
particulier dans les régions ou I’infection par ce virus est endémique (Fung et Clark, 2004).
Des individus qui sont séropositifs pour 1’hépatique B (Ag HBs+) et qui sont exposés a des
doses élevées d’AFB; sont 10 fois plus susceptibles de développer un carcinome

hépatocellulaire que ceux habitant des régions a faible exposition aux AFs (Yeh et al., 1989).

Les cytochromes P450 sont des oxydases a fonction mixtes qui catalysent la
biotransformation d’une grande variété¢ de xénobiotiques. Pour exercer sa toxicité 1’AFB;
nécessite une métabolisation en AFB;-8,9-époxyde par les cytochromes P450 (Rawal et al .,
2010) . L’AFB;-8,9-époxyde va se lier de maniére covalente a I’ADN, I’ARN et les protéines.
Ce métabolite a une durée de vie tres courte mais est particulierement réactif, il peut induire
des mutations via sa fixation a I’ADN. En effet, ce composé a une affinité particuliere pour
I’azote N7 de la guanine formant ainsi un adduit a I’ADN : le trans-8,9-dihydro-8 (7-guanyl)-
9-hydroxy-AFB;. Cet adduit est alors considéré comme un bio-indicateur d’exposition et son
dosage dans les urines constitue une méthode de détection d’une exposition récente a I’AFB;

(Linetal., 1977).
I1.3.Toxicocinétique

Apreés ingestion les AFs sont absorbées par le tractus gastro-intestinal ou elles vont
subir soit une métabolisation ou une déetoxification, grace a un arsenal enzymatique, par la
suite elles seront distribuées dans 1’organisme et excrétées selon les mécanismes généraux
communs a tous les xénobiotiques.

La distribution de I’AFB; s’effectue a partir du plasma sanguin vers les hépatocytes
grace a un processus de diffusion passive. Chez les ruminants, I’AFB; est détectée dans le
sang 30 mn apres son ingestion (Trucksess et al., 1983). Le passage de cette toxine s’effectue

par la suite du rumen jusqu’au niveau intestinal (Blank et al., 2003).

20



Revue bibliographique

Le métabolisme hépatique de I’AFB; se fait en deux étapes et donne lieu a huit
métabolites : I’epoxyde-AFB;, I’AFM3, I’AFB,, ’AFQ,, I’AFP;, I’aflatoxicol, 1’aflatoxicol
H; et I’aflatoxicol M;. La phase I correspond a 1’étape des réactions d’oxydo-réduction, sous
I’action du cytochrome P450 plus précisément le cytochrome P1A2. L’AFB; donne par
hydroxylation I’AFM; et par époxydation I’AFB; 8,9-époxyde considéré comme le métabolite
le plus toxique. La phase Il concerne le devenir de I’AFB; 8,9-époxyde. Elle comporte la
conjugaison de 1I’AFB; 8,9-époxyde par le biais de la glutathion-S-transférase aboutissant a la
formation de glucurono-conjugués. Cette phase comporte aussi 1’association de 1’AFB; 8,9-
époxyde aux acides nucléiques formant ainsi un métabolite le trans-8,9-dihydro-8 (7-guanyl)-
9-hydroxy-AFB; impliqué dans I’activité carcinogénes des AFs (AFSSA, 2009 ; voir Effets
des aflatoxines sur la santé animale).

Cette conjugaison est généralement considérée comme une importante voie de
détoxification a coté des autres mécanismes donnant naissance notamment a I’aflatoxicol et
aux autres dérives M1, P1, Q1 (Fink-Gremmels, 1998). Chez les ruminants ’AFB1 est trés
peu dégradée par le microbiote du rumen (<10% de la dose ingérée), 1’aflatoxicol un
métabolite obtenu par réduction de 1’AFB; peut étre produit dans le rumen, ce métabolite est
moins toxique que I’AFB; (Auerbach H. et al., 1998). La résistance des ruminants vis-a-vis de
la toxicité¢ de I’AFB; s’expliquerait par 1’efficacité de ce systeme de détoxification hépatique
(Guerre et al., 1996 ; Larsson et al., 1994) (Figure 3 ; Figure 4 ; Figure 5)

L’élimination des AFs de I’organisme se fait principalement par voie urinaire et fécale.
L’excrétion urinaire peut représenter de 15 a 25 % de la dose ingérée d’AFB; chez les
ruminants soit sous forme de dérivés conjugués ou sous forme inchangée (Pfohl-Leszkowicz,
1999). L’élimination fécale se fait par excrétion biliaire des formes conjuguées d’AFB;
(Guerre et al., 1996). La sécrétion biliaire représente 50 % de la dose excrétée chez la plupart
des espéces animales (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Ainsi les principaux métabolites retrouvés
dans les feces sont des aflatoxines conjuguées (Galtier, 1999).

Chez les ruminants laitiers I’AFB; absorbée par 1’organisme est essentiellement
excrétée dans le lait sous sa forme hydroxylée, ’AFM;. L’élimination de I’AFM; par la
glande mammaire des ruminants représente jusqu’a 0.1-2% de la dose ingérée chez la vache
laitiere (Fink-Gremmels, 2008). L'AFM; reste détectable dans le lait pendant 3 jours et la
clairance est trés rapide puisque les aflatoxines disparaissent du lait 4 jours apres le retrait des
aliments contaminés (Prandini et al, 2009).

Le passage de I’AFM; dans le lait constitue pour I’animal un moyen de se protéger

contre les toxines. Chez les ruminants le niveau de transfert dans le lait dépend de plusieurs
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facteurs physiologiques et métaboliques, comme la nature de la ration alimentaire, le niveau
de contamination, 1’état sanitaire et la capacité de détoxification de I’animal, ainsi que les
niveaux de production (Fink-Gremmels, 2008a ; Duarte et al., 2013; Picinin et al., 2013). Des
études de transfert conduites chez des vaches a haut rendement, consommant de grandes
quantités d’aliments concentrés, ont démontré un niveau de transfert plus éleve
comparativement aux animaux a faible production (proportionnellement 6.2 contre 0.5 %)
(AFSSA, 2009).
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11.6.Méthodes de dosage des mycotoxines dans les aliments

La recherche des mycotoxines dans les aliments est une procédure assez complexe, car
ces contaminants possédent des structures chimiques différentes, et sont souvent retrouves a
des concentrations minimes dans une large variété d’aliments. Dans le cadre du contrdle
réglementaire, le dosage des mycotoxines, exige 1’utilisation de techniques aux performances
analytiques reconnues. En effet, des méthodes suffisamment fiables, précises, sensibles et
sélectives sont disponibles pour l'analyse qualitative et quantitative de ces métabolites
secondaires. Cependant, aucune méthode analytique, aussi performante soit-elle, ne donne des
résultats représentatifs du lot analysé sans une qualité satisfaisante de 1’échantillonnage.
L’échantillonnage est une étape cruciale dans le processus de recherche des mycotoxines,
cette étape présente la plus grande source d’erreur puisque les toxines sont souvent répartis de
maniére inégale, et se trouvent a 1’état de traces. En plus du respect des critéres habituels de
linéarité et de sensibilité, ces méthodes doivent présenter un degré de fiabilité élevé qui peut
se mesurer par les parametres fidélité (répétabilité et reproductibilité), et d’exactitude
(mesurée par le taux de récupération). De méme, il est important de vérifier I’adéquation entre
le seuil de détection d’une méthode et les teneurs maximales tolérées qui sont définies par les

textes réglementaires ou les recommandations de comités d’experts (Dragacci et Fremy,

1999).

Pour analyser les mycotoxines, habituellement présentes a 1’état de traces dans les
aliments, il existe toute une panoplie de méthodes, fondées essentiellement sur le principe de
la séparation chromatographique des molécules puis de leur détection par spectrophotométrie
ou fluorimétrie. Les méthodes physico-chimiques comme la chromatographie sur couche
mince (CCM), la chromatographie gazeuse (GC), ou la chromatographie liquide a haute

performance (HPLC) permettent toujours la quantification des molécules.

D’autres méthodes, de développement récent, utilisent le principe de
I’immunoanalyse. Ainsi, les techniques immunochimiques de type ELISA autorisent, suivant
leur configuration, soit une détection qualitative, soit une détection semi-quantitative ou
quantitative de la mycotoxine (Dragacci et Fremy, 1999). Les méthodes immunochimiques,
telles que ’ELISA, sont définies comme étant un dépistage de routine qui pourrait étre
effectué avec des kits de tests disponibles dans le commerce. Les avantages de cette méthode
sont une préparation minimale des échantillons et une procédure de mesure simple.

Cependant, cette derniere présente des limites comme les réactions croisées avec des
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composés similaires et une faible sensibilité par rapport aux méethodes chromatographiques
(Murugesan et al., 2015 ; Streit et al., 2013b). Une étude comparative entre les techniques
TLC, HPLC, LC-MS/MS et ELISA pour la détection des aflatoxines, a conclu que toutes ces
méthodes analytiques fournissent des résultats précis, exacts et comparables aux seuils de

concentrations testés (Igbal et al., 2015).

Chapitre 111 : Contamination des aliments et moyens de prévention du risque

mycotoxicologique
I11.1. Contamination des céréales et des aliments de bétail

Les céréales représentent la source d’alimentation la plus importante dans le monde,
soit par consommation humaine directe, soit indirectement par leur utilisation dans
I’alimentation du bétail. Les mycotoxines sont présentes dans différentes denrées alimentaires
tels que les aliments pour animaux, les céréales, les légumineuses et les denrées d'origine
animale. La contamination des céréales par les mycotoxines est un probléme mondial, en effet
environ 25% de la production mondiale des céréales sont contaminés par des mycotoxines
(CAST, 1989).

Toutes les cultures céréaliéres peuvent étre contaminées par les aflatoxines. Plusieurs
auteurs ont rapporteé que I’intensification des pratiques agricoles ainsi que la diminution de la
diversité génétique des cultures céréaliéres contribuent probablement a I'augmentation des
infestations par les champignons aflatoxinogénes avant la récolte. Alors que la contamination
des cultures par les aflatoxines au niveau des champs se produit principalement dans les
régions a climat tempéré et tropical (Amérique du Sud, Afrique, Asie). Cette infestation par
les moisissures aflatoxinogenes est surtout rapportée sur les plantes soumises a un stress de
croissance. Les facteurs de stress les plus courants sont la sécheresse, les dommages causés
par les insectes et le moment de I’irrigation. La contamination post-récolte peut se produire
partout dans le monde lorsque les conditions de croissance des champignons aflatoxigenes

sont réunies au niveau des unités de stockage (Hendrickson et al ., 1999).

L’Algérie est un pays méditerranéen dont les conditions climatiques sont caractérisées
par une humidité et une température élevées, ainsi que des pratiques de stockage inadéquates.
Ceci contribue fortement a une exposition significative de la population algérienne aux

aflatoxines. En plus de la production nationale, I’ Algérie est un pays qui importe de grandes
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quantités de ceréales, leur éventuelle contamination par les mycotoxines est tres peu connue
(Riba et al., 2010).

Le Tableau 2 et le Tableau 3 récapitulent respectivement les résultats des
publications de ces derniéres années concernant 1’occurrence et les taux de contamination par
les mycotoxines dans des échantillons de céréales provenant des pays du Maghreb (Algérie,
Maroc, Tunisie), ainsi que les niveaux de contamination par les aflatoxines dans

I’alimentation animale et les matiéres en Europe, Asie et Afrique.

Les aflatoxines peuvent contaminer une grande variété de cultures agricoles,
principalement le mais, les arachides, les pistaches et les graines de coton. La contamination
du mais par les aflatoxines est un phénomeéne trés préoccupant car cette culture joue un role
majeur a la fois dans les filieres alimentaires humaines et animales (CAST, 2003). En Algérie,
le mais importé constitue le principal ingrédient utilisé dans 1’alimentation animale (USDA,
2018). Il semblerait que les longs itinéraires d'expédition nécessaires pour 1’acheminement
des céréales peuvent constituer un facteur de risque supplémentaire pour le développement
des moisissures toxinogenes, sachant que les contréles au débarquement ne sont pas toujours
effectués de maniére rigoureuse (Tantaoui-Elaraki et al., 2018). De ce fait la contamination de
I’alimentation animale par les aflatoxines semble étre un risque majeur qu’il ne faut pas
négliger, car cette toxine peut se retrouver dans 1’alimentation humaine via son transfert dans
le lait et les produits laitiers. Contrairement aux céréales destinées a I’alimentation animale, la
contamination des fourrages et des ensilages par les mycotoxines a été tres peu documentée.
Ceci peut s’expliquer par I’absence de valeur marchande des fourrages, en effet, ces derniers
sont produits et consommeés a la ferme ce qui implique une insuffisance de leur contrdle, les
fourrages peuvent également contenir plusieurs mycotoxines (Boudra, 2009). Il a été décrit
que les aliments concentrés pour bétail contiennent des concentrations plus élevées en
mycotoxines comparativement aux ensilages. Ainsi, une étude a rapporté un niveau de
contamination par l'aflatoxine B; de 7 pg/kg dans les fourrages grossiers. Alors, que dans les
aliments concentrés le niveau le plus elevé de contamination était d'environ 419 pg/kg
(Gizachew et al., 2016).

La Figure 7 schématise le cycle infecticux d’A. flavus, présent sous forme
saprophyte dans le sol, et transporté par des insectes ou par le vent, pour atteindre les cultures

de mais et commencer le processus d’infestation.
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En dépit des conditions climatiques et géographiques, I’affinité d’A. flavus aux
différents substrats est due a leur composition particuliére et au mode d’utilisation du carbone
par cette espece. Ainsi, dans les grains de mais et de coton, A. flavus utilise d’abord les sucres
libres, puis les lipides avant de commencer a dégrader I’amidon. Ainsi, une délipidation des
graines de coton a permis de diminuer de 800 fois la production de 1’aflatoxine B; dans ces
grains (Klich, 2007). D’autres substrats sont aussi sensibles a une contamination par A. flavus
et par les aflatoxines comme les cultures d’arachides. Les moisissures aflatoxinogénes
peuvent croitre dans les arachides stockées a une température supérieure a 25°C et une
humidité dépassant 8%. Le stress hydrique peut diminuer la résistance naturelle des arachides
aux infections causées par A. flavus (Wotton et Strange, 1987). Dans les arachides infestées
par A. flavus , la phytoalexine produite par ces cultures augmenterait, ce qui a comme effet
d’inhiber la croissance A. flavus tandis que les niveaux d’aflatoxines produits continuent

d’augmenter (Hesseltine, 1976).
I11.2.Contamination du lait et produits laitiers par les aflatoxines

Les aflatoxines peuvent étre transférées de la ration animale contaminée au lait de
mammiferes. Contrairement aux autres types de productions, la contamination du lait est sous
étroite surveillance et encadrée par une réglementation stricte vis-a-vis des aflatoxines. Des
enquétes sont réalisées régulierement et montrent que la fréquence de la contamination des
laits peut varier géographiquement (exploitations, pays) et temporellement (saison, année).
Les taux d’AFM; mesurés en Europe sont généralement conformes a la teneur réglementaire
maximale de 50 ng/L (Boudra et al., 2007 ; Prandini et al., 2009). Depuis quelques années,
une contamination fréquente et importante du lait produit en Serbie par I’AFM; semble aussi
montrer une contamination des céréales produites dans cette région (Kos et al., 2014 ;
Miocinovic et al., 2016). Des taux d’AFM; supérieurs aux taux réglementaires sont parfois
retrouves dans le lait brut provenant certains pays d’Europe du sud, comme 1’Italie (RASFF,
2003).

Le Tableau 4 présente une synthése bibliographique concernant les niveaux de

contamination de I’AFM; dans le lait en Afrique, Europe et en Asie.
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Figure 7. Cycle d’infestation d'A. flavus, saprophyte du sol, sur des cultures de mais

Schéma adapté et modifié d’ Abbas et al., 2009.
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Tableau 2. Occurrence des mycotoxines dans les céreales et les produits dérivés des céréales

en Algérie, Maroc et Tunisie (Tantaoui-Elaraki et al., 2018).

Pays Mycotoxin Denrée Nb Niveaux de  Moyenne Références
es d’échantillo  contaminati  (ng/kg)
ns total (%  on (ug/kg)
positifs)
Maroc  AFB; mais 50 (2%) 18-18 18 Tantaoui-
Elaraki et
al., 1994.
OTA blé 20 (40%) supal.73 0.42 Zinedine et
al., 2006.
blé 17 (12%) sup a 30.6 NR Hajjaji et
al., 2006.
orge 75 (4%) 1.13-2.83 NR Tantaoui-
Elaraki et
al., 1994,
orge 20 (55%) sup a 0.80 0.17 Zinedine et
al., 2006.
mais 20 (40%) sup a 7.22 1.08 Zinedine et
al., 2006.
riz 100 (26%) 0.08-47 3.5 Juan et al.,
2008.
pain 100 (48) 0.11-149 13 Zinedine et
al., 2007.
FB; mais 20 (50%) supab5960 1,930 Zinedine et
al., 2006.
mars, 6 (83.3%) 253.3-847.9  464.7 Zinedine et
couscous, al., 2017.
semoule
ZEA mais 20 (15%) sup a 17 14 Zinedine et
al.,2006.
pates 106 (51%) 0.5-3 NR Bouafifsa et
al., 2016.
blé, 84 (34.5%) 22.0-132.1 33.4 Zinedine et
couscous al.,2017.
orge, 8 (25%) 7.6-543.3 68.9 Zinedine et
couscous al., 2017.
DON pates 106 (40.5%) 16-900 NR Bouafifsa et
al. (2016)
blé 17 (41%) sup 128 NR Hajjaji et
al., 2006.
blé, 84 (16.6%) 20.6-106.6 14.9 Zinedine et
couscous al., 2017.
blé 25 (48%) sup a 163,000 Zinedine et
273,000 al., 2011.
Algérie  AFB; grain de 17(64.70%) 0.13-37.42 7.40+2.41  Ribaetal,
blé stocké 2010.
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Tunisie

OTA

AFB;
AFT

OTA

en silos
grain de
blé avant
la récolte
semoule

son

grain de
blé stocké
en silos
grain de
blé avant
récolte
farine

grain de
blé local
Semoule
et  sous-
produits
Farine et
sous-
produits
blé et
dérivés
blé et
dérivés
blé et
dérivés
blé et
dérivés
blé

27 (60.71%)

12 (12%)

12 (12%)

17 (41.17%)

5 (60%)

8 (12.5%)
39 (69.2%)

29 (75.9%)

13 (100%)

51 (7.8%)

51 (29.4%)
51 (60.7%)
46 (45.6%)

110 (38%)

0.21-13.96

1.18

3.37

0.21-3.91

0.45-1.65

41.55

0.21-27.31

0.16-34.75

0.36-18.18

1.1-34

4.0-12.9

0.7-24.3

0.11-17.7

11-250

3.86+1.12

1.18

3.37

1.44+0.54

0.88+0.35

41.55

7.09%4.22

6.95%5.73

6.77+£5.52

2.2+1.0

6.7+2.4

2.9+4.3

1.2+0

55

Riba et
al.,2010.

Riba et al.,
2010.
Ribaetal.,
2010.
Riba et al.,
2008.

Riba et al.,
2008.

Ribaetal.,
2008.
Ribaetal.,
2016.
Ribaetal.,
2016.

Riba et al.,
2016.

Ghali et al.,
2008.
Ghali et al.,
2008.
Ghali et al.,
2008.
Ghali et al.,
2009.
Zaied et al.,
2009.
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Revue bibliographique

Pays Denree Nb d’échantillons % d’échantillons Moyenne Niveau de Reéférences
AFB+/ total > normes EU de contamination contamination
(Hg/kg) (g/kg)
Tanzanie tourteaux de 13/20 (65%) 61.53 NR 0.35-20.47 Mohammed et al.,
tournesol 2016.
Tunisie aliments concentrés  49/58 (84.48%) 53.44 18.7 NR Abbes et al., 2012,
Egypte aliments concentrés  8/17 (47%) NR 1.5 0.1-5.9 Abdallah et al.,
2019.
mais 15/61 (25%) NR 8.7 0.2-44.9 Abdallah et al.,
2019.
Pakistan aliments concentrés  NR NR 43 NR Akbar et al., 2019.
Pakistan tourteaux de coton 88/110 (80%) NR 41 NR Shar et al., 2019.
Iran aliments concentrés  40/40 (100%) NR 26.4 NR Eskandari et
Pakfetrat, 2014.
Chine mais 78.3% NR 44.5 NR Liu et al., 2016.
62.5% NR 65.7 NR
60.0% NR 28.4 NR
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Italie aliments concentrés 65.87% 0.76 NR NR Vita et al., 2016.
et matieres premieres
destinées a
I’alimentation
animale
Serbie mais 137/200 (68.5%) NR 36.3 NR Kos et al., 2013.
Serbie mais 34.67% 32.24 NR 1.0-111.2 Kos et al., 2018.
Croatie mais 305 (972) (31.4%) 21.7% NR 1-2072 Pleadin et al.,
2015.
mais 103/ 180 (57.2%) 32.2% NR 1.3-914 Jani¢ Hajnal et al.
(2017)

NR : Non Rapporté.
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Tableau 4. Occurrence d'AFM; dans le lait et les produits laitiers en Afrique, en Asie et Europe.

Pays Denrée Nb Echantillons Niveaux de Moyenne de Références
d’échantillons dépassant les contamination contamination
AFM;+/ total normes E.U>50 ng/L ng/L
ng/L
Maroc lait pasteurisé 48/54 (88.8%) NR 0.001-117 18 Zinedine et al.,
2007.
lait en poudre 14/40 (35%) 0 NR 14.76+10.21 Alahlah et al.,
2020.
lait pasteurisé 7/46(15.2%) 1 (2.17%) 10-77 5.18+15.4 Mannani et al.,
2021.
lait UHT 2121 (9.5%) 0 13-48 2.9+10.6 Mannani et al.,
2021.
Tunisie lait cru 60.7% 4.4% NR 3620 Abbes et al., 2012
Egypte lait cru 20/20 (70%) 14 (70%) 20-190 NR Abdallah et al.,
2019.
lait UTH 0/15 (0%) / / / Zakaria et al.,
2019.
lait cru 37175 (49%) NR 53-207 100,3 Zakaria et al.,
2019.
Algérie lait cru, lait 5/47 (11%) 1 (2.12%) 9-103 NR Redouane-Salah
pasteurisé et lait et al.,2015.
en poudre
Soudan lait de chamelle 5/32 (15.6%) 5(15.6%) 5-100 NR Yousof et al.,
2020.
lait de vache 28/34 (82.4%) 28 (82.4%) 5-150 NR Yousof et al.,
2020.
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Iran lait cru provenant  46/192 (23.9%) 1 (0.52%) 12-62 7+0.001 Fallah et al .,
d’¢levages 2016.
intensifs
lait cru provenant ~ 99/120 (82.5%) 47 (39.2%) 13-198 46+0.003 Fallah et al .,
d’¢levages 2016.
traditionnels
lait de brebis 45/208 (21.6%) 24 (11.5%) 11-109 11+0.002 Fallah et al .,
2016.
lait de chevre 33/164 (20.1%) 15 (9.15%) 11-126 9+0.001 Fallah et al .,
2016.
lait de chamelle 5/124 (4.03%) 0 13-19 0.7+0.0003 Fallah et al .,
2016.
Turquie lait de bufflonne 27% (n=126) 0 8-32 NR Karaetal., 2014.
Italie lait cru 51/416 (12.3%) 1 (0.24%) NR 37 De Romaet al.,
2017.
lait de bufflonne 28/388 (7.2%) 0 4-31 NR De Romaet al.,
2017.
Serbie lait cru 540/678 (79.7%) 56.3% NR 282 +0.358 Tomasevic et al.,
2015.
lait pasteurisé 264/438 (72.3%) 32.6% NR 90+ 0.145 Tomasevic et al.,
2015.
Croatie lait cru 2.7 (n=1618) 18 (0.7%) 0.93-89.4 65.2+2.94 Bilandzi¢ et al.,
2017.
lait chevre 0/227 (0%) 0 0 0 Bilandzi¢ et al.,
2017.
lait de brebis 0/120 0 0 0 Bilandzi¢ et al.,

2017.

NR : Non Rapporté.
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111.3.Méthodes de prévention du risque aflatoxique

Les aflatoxines étant essentiellement produites durant la conservation des céréales,
I’¢leveur peut mettre en place des mesures préventives pour abaisser les teneurs des

mycotoxines dans les denrées qu’il produit et stocke a la ferme.
111.3.1.Les bonnes pratiques agricoles
111.3.1.1. Mesures de prévention durant le stockage

La phase de toxicogenése étant toujours précédée par la phase de croissance de la
moisissure, la prévention consiste principalement a limiter 1’apport de I’inoculum
d’Aspergillus ainsi qu’éviter le développement des moisissures en appliquant des mesures

ciblées sur les stades sensibles de la récolte et de la conservation des productions végétales.

Les conditions de stockage constituent des facteurs primordiaux pour limiter
I’expansion du développement fongique et éviter la production de toxines pendant cette
période, qui peut étre prolongée. Ainsi les conditions physicochimiques telles que I’humidité,
la température régnant au cours du stockage affecte la croissance et ’activité fongiques.
L’accumulation des grains dans le silo immobilise de grands volumes d’air, ce qui représente
un bon isolant thermique. La température au centre du silo reste proche de celle de la récolte,
alors que les grains en contact avec les parois se refroidissent lorsque la température externe
diminue. Par conséquent, des taches d’humidité se produisent dans le silo favorisant la
prolifération des champignons. Des capteurs de températures distribués a différentes hauteurs
dans le silo détectent tout changement de température et par la suite toute activité
microbienne. Ainsi, des opérations de refroidissement couplées a des systémes de ventilation
doivent étre installées dans le silo pour éviter toute aggravation de I’activité fongique. En
outre, la rotation des grains de temps a l’autre peut diminuer la présence des taches

d’humidité a I’intérieur du silo (Jouany, 2007).

La durée de stockage dans les silos devrait étre la plus courte possible. Ainsi des
études ont signalé que les taux d’aflatoxines peuvent étre multipliés par10 sur une période de

3 jours dans des conditions d’humidité favorables pendant le stockage (Hell et al., 2008)
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111.3.1.2. L’usage des pesticides

L’efficacité évidente de certains pesticides pour controler le développement de
différents pathogenes agricoles et augmenter ainsi la productivité a entrainé un usage massif
de ces composés depuis les années 1950. Il apparait désormais que cette stratégie atteint ses
limites pour plusieurs raisons : contamination de 1’environnement et effets néfastes sur la
biodiversité animale et végétale ; perte d’efficacité par apparition de résistances chez les
organismes cibles et enfin, toxicité propre de ces composés chez les mammiferes lors

d’exposition prolongée.
111.3.1.2.1.Les fongicides

Les fongicides ont été considérés pendant des années comme essentiels pour maintenir
des cultures saines avec une bonne productivité (Brent et Hollomon, 2007). Il existe 6
catégories majeures de fongicides : (i) les dithiocarbamates, (ii) les organochlorés, (iii) les
dicarboximides, (iv) les benzonitriles, (v) les carbamates et (vi) les inhibiteurs de la synthése
de I’ergostérol. Ces composés différent par leurs structures chimiques et donc par leurs
modes, sites et spectres d’action sur le pathogene, définissant ainsi les modalités de leurs

usages.

Il a été également démontré que certains produits peuvent agir directement sur la voie
de biosynthése des aflatoxines et bloquer I’activité des enzymes intervenant dans la cascade
enzymatique de cette voie. Néanmoins, ces effets restent peu documentés et souvent
contradictoires. Ainsi, si certains pesticides sont capables de bloquer la production d’AFB; et
d’AFG; chez A. parasiticus, ils pourraient inversement entrainer 1’accumulation d’AFB; et
d’AFG;. Un dicarboximide, I’iprodione, agissant sur les oxydases et bloquant ainsi la
transformation de la versicolorine, un intermédiaire dans la voie de biosynthése d’aflatoxines,
a pu bloquer la totalité de la voie de biosynthése dans deux souches mutantes d’A. parasiticus
(Hasan, 1999). Toutefois, des études ont montré que I’efficacité des fongicides est
contradictoire et, dans plusieurs cas, les effets sont inattendus. Le Chlobenthiazone, un
benzonitrile, se montre efficace pour bloquer leur production in vitro chez A. flavus.
Cependant, I’effet opposé a été observé chez A. parasiticus ou la synthése d’aflatoxines a été
stimulée (Wheeler et al., 1991). Des essais en laboratoire ont également montré qu’A.
parasiticus produisait plus d’aflatoxines suite a des traitements par les fongicides miconazole
et fenpropimorphe (D’Mello et al., 1998).
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Cependant, une limite croissante a 1’usage des fongicides est leur toxicité propre,
surtout quand leur usage est inapproprié ou depasse les normes recommandées. Ainsi une
substance chimique modérément inoffensive a de faibles doses pourrait facilement devenir
toxique et oncogene a de plus fortes doses (Blair, 1989). La toxicité aigué des fongicides vis-
a-vis des étres humains est faible. Les effets les plus communs aux fongicides utilisés dans les
proceédés agricoles sont des dermatites allergiques et des irritations de la peau et des
muqueuses (Schneider et Dickert, 1994). Cependant, une exposition prolongée pourrait avoir
des conséquences nefastes plus graves et notamment des effets carcinogenes et/ou mutagenes.
De plus, de nombreux résidus de fongicides différents peuvent étre détectés dans le serum,
I’urine et le tissu adipeux des humains (Blair, 1989). Puisqu’il n’est pas possible de conduire
des recherches de toxicité sur les humains, le potentiel toxique des fongicides a été extrapolé

de tests effectués sur des modeéles animaux (Schneider et Dickert, 1994).

111.3.1.2.2.Les insecticides

L’infestation des grains par les insectes propageant les spores de champignons
toxinogénes appartenant aux espéces Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia et Aspergillus, est
fréquente (Khan et al., 2016 ; Lamboni et Hell, 2009). En empéchant les attaques d’insectes
sur les cultures et ensuite au stockage, les insecticides peuvent réduire 1’occurrence des spores

des especes aflatoxinogénes et par la suite la production des aflatoxines.

Plusieurs insecticides (Spinosad, Thiamethoxam, Imidacloprid, Indoxacarb) ont été
utilisés pour protéger les cultures des insectes et la corrélation avec les taux d’aflatoxines
produits a été évaluée. Dans les différentes combinaisons de traitements testées, la production
d’aflatoxines a été directement corrélée aux taux de survie des insectes. Les insecticides
Spinosad et Indoxacarb ont un effet indirect sur la contamination par 1’aflatoxine B; en
induisant la mortalité des insectes Rhyzopertha dominica (Khan et al., 2016 ; Vayias et al.,
2010). A I’exception de Thiamethoxam, ces insecticides sont inefficaces pour controler
Sitophilus oryzae, un vecteur fréquent des spores d’A. flavus (Sinha et Sinha, 1991). De plus,
I’étude de Vayias et al., 2010, a montré que ’efficacité de Spinosad est moins importante sur
le mais que sur les autres productions testées (blé et orge). Ces études montrent les limites du
spectre d’action de Spinosad. Son efficacité a long terme, est remise en question puisque ses
effets diminuent avec la durée de stockage. Il semble donc nécessaire de considérer des
combinaisons d’insecticides, surtout si plusieurs espeéces d’insectes peuvent coexister dans

une région, afin de pouvoir améliorer la protection des cultures. Cependant il se pose alors la
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question de la toxicité combinée des differents composes utilisés. Il est, de méme, essentiel de

noter que la persistance de I’effet insecticide.

La toxicite des insecticides, comme celle des pesticides en général, est une
problématique majeure a I’heure actuelle. Ces composés peuvent induire un stress oxydatif au
niveau cellulaire. Ce dernier se définit par un déséquilibre entre les radicaux libres et les
défenses anti-oxydantes de 1’organisme, ce qui entraine la peroxydation des lipides
membranaires. Ceci peut entrainer, chez I’homme ou les mammiferes, des Iésions dans de

nombreux tissus (nerveux, hépatique et rénal) (Abdollahi et al., 2004 ; Hasan, 1999).

La prise de conscience des possibles effets toxiques, du codt, et du risque
environnemental représenté par 1’usage intensif des pesticides, a justifié certaines mesures et
limitations a 1’usage de ces composés en Europe au profit des cultures plus biologiques et
durables (The Council of the European Communities, 1991). 1l semble donc important de
trouver des alternatives a 1’usage exclusif des pesticides pour contrdler la croissance fongique
et la contamination mycotoxinique et ainsi garantir la sécurité des aliments tout en

développant des pratiques agricoles durables et plus respectueuses de 1’environnement.
111.3.2. Traitements physico-chimiques

Contrairement aux moisissures, les mycotoxines sont des molécules trés résistantes a
différents traitements (chaleur, pression, traitements chimiques, etc.) et elles ne peuvent pas
étre éliminées par une simple cuisson. La dénaturation de I’AFB1, la plus résistante des
aflatoxines, est atteinte a partir de 267°C et des températures supérieures a 150°C sont
nécessaires pour atteindre une dénaturation partielle (Rustom, 1997). Toutefois, certains
procédés physico-chimiques ont été testés pour réduire les taux de mycotoxines dans les
aliments. Ces derniers incluent : le broyage, le brassage, la torréfaction, la nixtamalisation
(procédeé utilisé pour la fabrication des tortillas ou les grains de mais sont trempés et cuits
dans une solution alcaline), I’extrusion, I’irradiation (lumiére pulsée, UV, rayons v,
dégradation solaire), I’ozonation, etc. (Bullerman et Bianchini, 2007 ; Chen et al., 2014 ;
Riley et Norred, 1999 ; Wang et al., 2016).

Les traitements chimiques visant la détoxification de I’AFB; présente dans les denrées
alimentaires sont surtout appliqués pour les produits a destination de 1’alimentation animale.
Ces traitements consistent, par exemple, en 1’ajout d’ammonium, de bisulfite de sodium,

d’hydroxyde de calcium, de formaldéhyde ou d’hypochlorite de sodium, de permanganate de
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potassium, de peroxyde d’hydrogéne ou de borate de sodium. ),ils peuvent agir en se liant a
I’AFB1 et en altérant ainsi sa métabolisation et en limitant secondairement 1’apparition
d’adduits a I’ADN ou bien, au contraire, en favorisant la métabolisation de ’AFB; en des
produits supposés moins toxiques. Pourtant la stabilité des métabolites formés n’est pas
garantie, surtout aux pH acides rencontrés dans 1’estomac des animaux monogastriques (Piva
et al., 1995). Cependant ces méthodes sont en général corrosives et nécessitent des
installations particulieres et colteuses (Piva et al., 1995 ; Rustom, 1997).

Bien que ces procédés de transformation soient capables, dans certaines conditions, de
réduire les taux d’aflatoxines contaminant les aliments (Mendez-Albores et al., 2004), leur
efficacité reste insuffisante pour garantir une protection efficace des consommateurs et ne
peuvent étre utilisés comme moyen unique de protection. On peut donc conclure que
I’élimination «dénaturation» des aflatoxines dans la matrice alimentaire est trés difficile a
concilier avec la conservation de la qualité structurale et/ou organoleptique des aliments.
Cette stratégie se heurte aussi au probléme du codt lié a I’industrialisation de tels procédés, ce

qui en limite 1’utilisation.

II1.3.3. L’utilisation des adsorbants

Un agent adsorbant est une substance qui est capable de séquestrer les mycotoxines
dans le tube gastro de 1I’animal et de réduire leurs effets sur la santé de 1’animal en facilitant
leur élimination dans les féces. Les agents adsorbants forment une famille hétérogene de
composés d’origine minérale, microbienne, végétale, class€s selon leur composition chimique

en deux groupes : les adsorbants inorganiques et les adsorbants organiques (Firmin, 2011).

La Commission Européenne (EC), dans son reglement No 386/2009 du 12 mai 2009, a
défini ces adsorbants comme un nouveau groupe fonctionnel d’additifs pour 1’alimentation
animale (European Commission, 2009).1l s’agit de substances ayant une grande affinité pour
les aflatoxines et capables de diminuer leur disponibilité dans 1’organisme. Les adsorbants
sont en général des composés de poids moléculaire élevé et qui, dans I’intestin des animaux,
sont capables de se lier aux aflatoxines empéchant donc leur absorption et entrainant leur

excrétion fécale (Di Gregorio et al., 2014).

41



Revue bibliographique

111.3.3.1.Les adsorbants inorganiques

Les adsorbants non organiques regroupent principalement les charbons actifs, les
aluminosilicates (zéolites, bentonites, montmorillonites, aluminosilicates de sodium et de
calcium (HSCAS)).

L’efficacité du mécanisme d’adsorption dépend largement des propriétés physiques et
de la structure de I’agent adsorbant ainsi que de la molécule adsorbée (taille, solubilite,
polarité, taille des pores pour 1’adsorbant, surface accessible et le cas échéant, la distribution
des charges) (Huwig et al., 2001). Les études réalisées chez le ruminant sont focalisées sur
I’AFB;. Les argiles et charbons actifs sont pour la plupart efficaces pour séquestrer I’AFB1 in
vitro et réduisent in vivo I’excrétion d’AFM; dans le lait (Kabak et al., 2006).

Les zéolites sont moins efficaces avec une capacité de fixation de 80% de la quantité
initiale de toxine. Ce potentiel d’adsorption se traduit in vivo, chez des volailles, par une
réduction des taux d’aflatoxines dans le foie et des lésions hépatiques associées, une
amélioration du gain de poids et de la productivité générale pour des concentrations initiales
de toxines pouvant atteindre 500 pg/kg (Di Gregorio et al., 2014). Cependant a des
concentrations élevées proches de celles induisant des aflatoxicoses (2,5 mg/kg), les
dommages hépatiques restent perceptibles malgré la réduction de la quantité de toxine
absorbée dans I’organisme (Neeff et al., 2013). Les aluminosilicates (HSCAS) sont les
adsorbants les plus efficaces pour réduire la disponibilité des aflatoxines. lls ont aussi une
certaine efficacité vis-a-vis d’autres mycotoxines. Cependant, dans le cas des multi-
contaminations, il sera probablement nécessaire d’utiliser plusieurs d’adsorbants, chacun
pouvant étre plus ou moins efficace en fonction de la nature des toxines cibles (Di Gregorio et
al., 2014).

D’une maniére générale, les adsorbants inorganiques sont inadaptés a la détoxication
de I’alimentation animale car des différences sont souvent rapportées entre les résultats des
évaluations in vitro et in vivo. Ce sont des adsorbants de mycotoxines non spécifiques
capables d’adsorber également les nutriments dans le tube digestif (minéraux, vitamines,
acides aminés, antibiotiques). Une utilisation intensive de ces produits, notamment dans le
cadre d’un usage prophylactique, peut causer des carences (Huwig et al., 2001). Sans oublier
le codt financier généré par leur usage chez 1’éleveur, car certains de ces agents adsorbants
sont couteux et peuvent étre difficilement intégrés dans le cahier des charges des éleveurs
(Firmin, 2011).
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111.3.3.2.Les adsorbants organiques

L’utilisation d’adsorbants organiques capables de lier les mycotoxines présente un
avantage pratique, économique et écologique en comparaison aux adsorbants inorganiques.
Ce sont des agents biodégradables dans 1’environnement et qui fixent une gamme plus large

de mycotoxines a des taux d’inclusion relativement bas (Diaz et Smith, 2005).

Les bactéries fermentaires capables de séquestrer les mycotoxines sont représentees
par certaines souches de bifidobactéries et de bactéries lactiques. La séquestration de I’AFB;
par ces bactéries a été principalement étudiée in vitro en solution tampon. Plusieurs travaux
ont étudié ’efficacité d’adsorption de I’AFB; par ces bactéries. Ainsi, Lactobacillus crispatus
M247 et Lactobacillus rhamnosus GG fixent entre 5 et 86% d’AFB; (Haskard et al., 2000).
La polarité des toxines joue aussi un rdle important dans le mécanisme de séquestration. C’est
ainsi que le taux d’aflatoxines fixées diminue dans un ordre décroissant de polarité
AFB1>AFG1>AFB2>AFG2 (Haskard et al., 2000) et I’AFM; est éliminée avec moins
d’efficacité que 1I’AFB; (Pierides et al., 2000).

Le mécanisme de séquestration des extraits pariétaux de Saccharomyces cerevisiae a
précédemment été evalué, les auteurs ont montré notamment que les b-D-glucanes qui
constituent la fraction interne de la paroi des levures, assurent 1’essentiel de 1’adsorption des
mycotoxines (Yiannikouris et al., 2004). A la différence des agents inorganiques, les
préparations de parois de levures n’affectent pas la biodisponibilité des nutriments (minéraux,
vitamines et acides aminés) et sont classés « Generally Regarded As Safe » (GRAS) pour une

utilisation comme additif (Figure 8).

Concernant D’effet de la paroi de levure sur la réduction des niveaux d’excrétion
d’AFM; dans le lait de brebis, 1’étude de Firmin ,2011, a signalé que ’ajout de la paroi de
levure dans la ration alimentaire des brebis en lactation n’a eu aucun effet sur les niveaux de
contamination du lait par I’AFM;, ces résultats sont en accord avec des observations
antérieures faites chez la vache laitiére, confirmant 1’inefficacité de cette préparation a réduire

la contamination de la production laitiére chez le ruminant (Stroud , 2006).
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ADDITIFS ZOOTECHNIQUES ET ADDITIFS TECHNOLOGIQUE-
COMPLEMENTS ALIMENTAIRES AGENT DE DETOXICATION DES
MYCOTOXINES

Levure entiére Parois de levure
(Levucell SC, Lallemand) (chitine, mannoprotéine, glucanes)

Extraits de parois
modifiées de levure

{Avec B-D glucanes)

Mannanes-oligosaccharides

MOS so0, BioLogi .
( su0, BioLogics) Glucomannanes Glucanes purifies

(Mycosorb, Alltech) (BETA, Biospringer)

Figure 8. Exemples de préparations contenant des parois de levure et leur application

en alimentation animale (Firmin, 2011).
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111.3.3.4.Les stratégies de bio contréle

Un agent de bio-contrdle est un antagoniste microbien qui permet la maitrise de
I’agent pathogene en : i) réduisant sa population et par conséquent son impact économique, ii)
réduisant sa disponibilité vis-a-vis des organes/tissus cibles et iii) limitant I’incidence de la
pathologie (Waliyar et al., 2013). Plusieurs agents antagonistes microbiens et fongiques ont

été évalués pour leur effet antagoniste vis-a-vis d’A. flavus.
111.3.3.4.1.Bio-contréle par des souches fongiques non toxiques

Des stratégies de bio-controle basées sur 1’inoculation du sol par des souches non
toxinogenes d’A. flavus ou d’A. parasiticus ont été développées. Ces souches entrent en
compétition avec les souches toxinogeénes. Ainsi, en se développant, elles limitent I’infection
et le développement des souches toxinogénes (Torres et al., 2014). De plus, leur effet pourrait
étre maintenu durant le stockage (Dorner et Cole, 2002). Plusieurs souches atoxinogenes ont
été approuveées aux Etats-Unis par 1’Agence de Protection Environnementale (EPA) et sont
désormais commercialisées comme biopesticides appliqués aux cultures d’arachides, de mais

et de graines de coton (Dorner, 2009).

Ces souches atoxinogénes ont été isolées de sols aux Etats-Unis et possedent des
mutations qui les empéchent de produire 1’aflatoxine et parfois d’autres métabolites tel 1’acide
cyclopiazonique (ACP) (également toxique) (Chang et al., 2012). Leur capacité a synthétiser
de I’ACP et a produire des sclérotes permet de les classer dans des groupes de compatibilité
végétative (VCG) selon le type de mutation qu’elles présentent (Chang et al., 2005). Ainsi, la
souche ATCC 96045 ou AF36®, la premiére a avoir été approuvée par I’EPA, a été isolée a

partir de cultures de graines de coton en Arizona (Cotty, 1990).

Cependant AF36 produit toujours de I’ACP, composé produit dans les mémes
conditions environnementales que I’AFB1. Ainsi il en résulte une accumulation de cette
molécule lorsque des cultures de mais sont inoculées avec cette souche (Abbas et al., 2011).
La souche NRRL21882, composant actif du biopesticide Afla-Guard®, a, elle, été isolée
d’arachides dans I’état de Georgie aux Etats-Unis. Cette souche est dépourvue de la totalité
des clusters des aflatoxines et de I’ACP. Elle est utilisée comme agent de biocontrdle surtout
dans les cultures d’arachides (Chang et al., 2005). Son utilisation a pu réduire les populations
aflatoxinogenes de 71% dans le sol de ces cultures avant traitement a 4% apreés application.
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Cela s’est accompagné d’une réduction du taux d’aflatoxines dans les arachides de 85 a 98%

dans les produits égrenés destinés a la consommation (Dorner et Lamb, 2006 ; Dorner, 2009).

Cette approche d’exclusion par compétition a également démontré son efficacité pour
réduire la contamination par les aflatoxines au champ en Afrique (Atehnkeng et al., 2008).
Une formule regroupant 4 souches atoxinogenes originaires du Nigeria est commercialisée
sous le nom d’Aflasafe™. Des souches candidates ont été également sélectionnées au Kenya,
Sénégal, Zambie et Burkina Faso pour adapter Aflasafe™ a la microflore de ces pays (Hell et
Mutegi, 2011 ; Marechera, 2015 ; Odhiambo et al., 2014). Dans ces pays, les essais aux
champs ont démontré une grande efficacité de ces produits a réduire la contamination par les
aflatoxines dans les cultures de mais et d’arachides par 80-90% et méme jusqu’a 99%
(Bandyopadhyay et al., 2015). Cette stratégie est aussi appliquée en Australie et en Argentine
et des études sont en cours en Thailande (Pitt et al., 2015).

La méthode et le taux d’inoculation ainsi que la période d’application des souches
atoxinogenes d’A. flavus sont des facteurs influengant directement leur efficacité (Jane et al.,
2014). La capacité d’une souche fongique a concurrencer une autre dépend aussi de plusieurs
facteurs tels le pH, le type de sol et ’apport en azote, carbone, eau et minéraux. Les
changements climatiques globaux observés depuis plusieurs années constituent également un
vrai défi a I’utilisation de ces souches puisqu’ils peuvent altérer I’environnement du sol ainsi
gue son microbiome (Hell et Mutegi, 2011 ; Jane et al., 2014). Cependant cette stratégie de
lutte présente une limite majeure. Elle est liée au fait qu’A. flavus soit capable de se
reproduire de facon sexuée dans certaines conditions et donc d’échanger son matériel
génétique par recombinaison. Cela pourrait ainsi changer le matériel génétique des souches
d’intérét par recombinaisons et entrainer, & terme, une récupération du pouvoir toxinogéne des
souches atoxinogenes (Olarte et al., 2012). Par conséquent, 1’utilisation de ces souches et leur

efficacité a long terme méritent une évaluation plus approfondie.

111.3.3.5. Utilisation des huiles essentielles comme stratégie alternative de lutte contre les

aflatoxines

Au vu de leurs différentes propriétés biologiques, les Huiles Essentielles (HE) ont été
testées comme stratégie alternative pour lutter contre les mycotoxines, et surtout les
aflatoxines (Paranagama et al., 2003 ; Bluma et al., 2008 ; Rasooli et al., 2008 ; Abd EI- Aziz
etal., 2015 ; Tian et al., 2012 ; Kedia et al., 2014).
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La caracterisation de plusieurs HE a été effectuee par GC/MS et les composés actifs
responsables de leur activité anti-toxinogene ont éteé identifiés et caractérisés. Les principaux
composés communs a la plupart des HE anti-aflatoxinogenes incluent : I’eugénol, le thymol,

le carvacrol, le menthol, 1’eucalyptol, la carvone, le linalool, etc.

Les HE sont des molécules d'origine naturelle, biodégradables, et sont donc
considérées comme une alternative possible aux pesticides (Kedia et al., 2015). Leur
utilisation en tant qu’additifs ou ardmes alimentaires a d’ailleurs été récemment autorisée aux
Etats Unis (Food and Drug Administration, 2013). Comme leurs composants actifs sont
hautement volatils, elles sont principalement utilisées comme agents de fumigation des

produits agricoles apres la récolte.

Le mécanisme d’action des HE au niveau cellulaire n’est toujours pas clairement
élucide. Cependant, plusieurs cibles cellulaires potentielles ont été identifiées. (Figure 9)
Composees de plusieurs types de molécules bioactives, les huiles essentielles peuvent agir
simultanément sur plusieurs cibles cellulaires. Cette action pourrait se situer au niveau de la
membrane plasmique ou bien au niveau d’enzymes intracellulaires (Kedia et al., 2015 ; Kim

et al., 2006 ; Prakash et al., 2012 ; Tatsadjieu et al., 2009).

Bien que I’utilisation des huiles essentielles en fumigation sur des grains en stockage
puisse constituer une stratégie intéressante, elle se heurte a plusieurs contraintes comme i) la
phytotoxicité : il a été rapporté que des concentrations légérement plus élevées que celles
induisant un effet fongicide pourrait induire une phytotoxicité (Isman et Machial, 2006), ii) la
toxicité pour les mammiferes : une exposition a des huiles essentielles ou bien a leurs
composants peut-étre toxique pour les mammiféres. Hartnoll et al., 1993, ont reporté un cas
d’ingestion de 5 ml d’huile essentielle de clou de girofle chez un enfant qui a entrainé une
hépatoxicité sévere et un coma, iii) la volatilisation rapide : Les composés des HE sont
hautement volatiles et peuvent également se dégrader par oxydation suite a une exposition a la
lumiere ou une élévation de température. Cette perte d’activité limite 1’'usage des HE sur les
cultures (Kedia et al., 2015), iv) I’altération des qualités organoleptiques : Les HE sont riches
en substances aromatiques et sont souvent utilisées en industrie cosmétique pour leur odeur
agréable. Leur application sur des aliments pourrait en changer les qualités organoleptiques et

altérer le godt de ces derniers (Kumar et al., 2010).
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Figure 9. Diagramme représentant les modes d'action cellulaires hypothétiques des
huiles essentielles (EI Khoury, 2016).

Chapitre 1V : Impact économique et réglementation
IV.1. Impact économique

Une contamination par ’aflatoxine des denrées alimentaires et des aliments pour
animaux entraine des pertes économiques et affecte la santé humaine et animale, directement

ou indirectement.

Les AF ont également un impact significatif sur I'économie, en provoquant des pertes
de productivité des animaux d'élevage ou en rendant les produits de base inacceptables pour le

commerce ou la consommation.

Outre leur importance sanitaire, les aflatoxines ont également un impact économique
significatif. Ces pertes économiques sont difficiles a mesurer car ces toxines sont responsables
de baisse de la productivité chez les animaux d’élevage, ainsi que du déclassement des lots
destinés au commerce ou a la consommation (Yazdanpanah ,2010). En raison des
implications sanitaires et économiques des aflatoxines, plus de 100 pays ont adopté une
réglementation fixant des valeurs maximales tolérables de ces contaminants dans les aliments.

Ces réglementations destinées a protéger la santé des consommateurs, ont des conséquences
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négatives sur la valeur marchande des lots identifiés comme contaminés par ces toxines. Elles

en limitent en effet a la fois 1’'usage et la distribution.

Ces pertes sont ainsi estimées entre 52,1 millions et 1,68 milliard de dollars chaque
année aux Etats-Unis. Elles sont positivement corrélées a la température et atteignent leur
maximum les années considérées chaudes, telle I’année 2012 (Mitchell et al., 2016). Au
niveau mondial, la FAO estime qu’environ le quart de la production agricole mondiale est
contaminé par des mycotoxines. Selon I’Institut International d’Agriculture Tropicale (ITTA
2013), les pertes annuelles dues aux aflatoxines seules atteignent 1,2 milliards de dollars
américains, les pays africains subissant 38% de ces pertes, soit 450 millions de dollars
(Marechera, 2015). En outre, il existe aussi des pertes indirectes, plus difficiles a évaluer et
qui sont liées a la diminution de productivité des animaux recevant une alimentation
contenant des aflatoxines (CAST, 2003).

IV.2. Réglementation

Compte tenu de leur toxicite, le JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives), n’a pas fixé une dose maximale tolérable de consommation quotidienne
d’aflatoxines. Selon ce comité, pour protéger les consommateurs des effets déléteres des
aflatoxines, 1’objectif doit étre de réduire I’exposition aux aflatoxines au plus faible niveau
possible : c’est la régle ALARA « As Low As Reasonably Achievable ». Le principe ALARA
est appliqué quand une substance ne peut étre éliminée d’un aliment sans le rejet entier de ce
dernier ou sans compromettre séverement la disponibilité de ses réserves nutritives majeures.
Ce principe a été appliqué aux aflatoxines en 1998 (FAO/WHO, 1999).

Selon les directives de la FDA (« Food and Drug Administration ») aux Etats Unis, le
niveau total d’aflatoxines dans les aliments destinés a la consommation humaine ne devrait
pas dépasser 20 pg/kg. La dose maximale pour les aflatoxines dans les aliments destinés au
bétail et aux volailles est de 100 pg/kg (Food and Drug Administration, 2016), alors que la
limite maximale tolérée d’AFB1 dans I’alimentation de la vache laiti¢re est fixée a 20 ug/kg
par la FDA (Food and Drug Administration, 2019). L’AFML1 est réglementée dans le lait
utilisé ou les produits dérivés 0.05-0.5 pg/kg aux Etats Unis, en Europe et en Chine (Hymery
etal., 2014).

Les valeurs fixées par la Commission Européenne sont plus strictes en limitant les

valeurs maximales d’aflatoxines dans les céréales destinées directement ou indirectement a la
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consommation humaine et animale (Tableau 5). Ainsi, la Commission Européenne fixe une
valeur de 5 pg/kg concernant la contamination des aliments destinés aux vaches laitiéres

(Commission Européenne, 2006).

Contrairement a certains pays maghrébins voisins, comme le Maroc, qui possede une
des réglementations les plus complétes sur la contamination des denrées alimentaires par les
mycotoxines au Maghreb (Bulletin officiel, 2016), I’Algérie n’a malheurcusement établi
aucune réglementation définissant les limites maximales des mycotoxines dans 1’alimentation

humaine ou animale (Tableau 6).
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Tableau 5. Valeurs réglementaires en vigueur en UE pour les aflatoxines dans 1’alimentation

humaine et animale (ug d’AF par kg de matrice alimentaire) selon la Directive 2002/32/EC du
7 Mai 2002 et la Commission (EC) No 1881/2006 du 19 Décembre 2006.

Destination Toxine Matrice Concentration maximale (ppb)
Alimentation Aflatoxine B1 ~ Céréales 2 ou 5 selon le produit et les procédés de
Humaine transformation
Arachides 2, 5 ou 8 selon le produit et les procédés
Céréales de transformation
Fruits secs
Epices 5
Alimentsabase Q.1
de céréales
destinés aux
enfants
Aflatoxines Cereéales 4 ou 10 selon le produit et les procédés
B1+B2+G1+G2 de transformation
Arachides 4,10 ou 15 selon le produit et les
Céréales procédés de transformation
Fruits secs
Epices 10
Aflatoxine M1  Lait 0,05
Préparations 0,025
pour les enfants
Alimentation Aflatoxine B1 ~ Matiéres 20
Animale premiéres

Fourrage en
mélange

5 pour les animaux laitiers
10 pour les veaux et agneaux
20 pour le bétail et autres animaux

51



Revue bibliographique

Tableau 6. Teneurs maximales en mycotoxines dans divers aliments destinés a I’Homme
dans quelques pays de 1’ Afrique du Nord (Lahouar et al., 2016 ;FAO, 2004 ;Bulletin
Officiel,2016).

Mycotoxines Denrées alimentaires Maroc Tunisie Algérie Egypte
AFB1 Farine de ble 3
Céréales 10 2 10 5
Mais 10
arachides, pistaches, noix et 1
amandes
arachides et graines 5
oléagineuses
Aflatoxines B1, B2, G1 et Céréales sauf mais 10
G2
mais 20
arachides et graines 10
oléagineuses
Aflatoxine M1 Lait destiné aux adultes 0,05 0.5
Lait destiné aux enfants 0,03
Ochratoxine A Céréales 30
Cafe 5
Zéaralénone Céréales 200 1000
Déoxynivalenol BI¢ et farine de blé 700
Orge et farine d'orge 1000
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Obijectifs et problématiques

Objectifs et problématiques

La contamination de 1’alimentation animale par les aflatoxines est responsable de
pertes économiques considérables, d’une diminution des performances zootechniques
animales, ainsi que de graves conséquences sanitaires chez les ruminants. S’ajoute a cela une
problématique de santé publique liée a la possibilité de transfert de I’AFB; sous sa forme
hydroxylée AFM; dans le lait et les produits laitiers.

En Algérie, face au manque d’études sur la contamination des aliments de bétail par
I’AFB; et sur la présence de son métabolite hydroxylé I’AFM; dans le lait. Il nous semble
impératif d’établir un bilan des connaissances concernant la prévalence de ces deux

mycotoxines dans I’alimentation humaine et animale.

Du fait de la toxicité avérée de ces deux mycotoxines (AFB; et AFM;), et dans le but
d’évaluer I’incidence de ces contaminants dans 1’alimentation animale et humaine, les travaux
de notre thése se sont intéressés dans un premier temps a rechercher 1’AFB; dans les aliments
concentrés destinés a la vache laitiere. Ensuite, la deuxiéme partie de notre travail a porté sur
la quantification de I’AFM; dans le lait cru provenant d’exploitations laitieres, dans

différentes régions du nord algérien.

Pour cela, nous avons d’abord analysé¢ les échantillons d’aliments de bétail et de lait
cru a I’aide d’une technique immuno-enzymatique « ELISA », par la suite les échantillons qui

se sont révélés négatifs a ’ELISA ont été confirmés par la technique HPLC-FLD.

53



Materiels et
meéthodes



Matériels et méthodes

I. Matériels et méthodes
I.1. Prévalence de ’AFB; dans les aliments de bétail
I.1.1.Echantillonnage

Quatre-vingt-trois (n=83) échantillons d’aliments de bétail ont été prélevés dans
différentes régions du nord algerien, durant la période allant d’aott 2016 a juillet 2017 (n= 30

nord -est, n= 22 centre, n= 31 nord-ouest).

L’échantillonnage a été effectué dans différentes fermes laitieres et chez différents
fournisseurs d’aliments de bétail, le but étant de prélever des échantillons de différentes
origines et d’assurer 1’hétérogénéité des prélévements. Les échantillons d’aliments et de lait

ne provenaient pas toujours des mémes exploitations.

Les échantillons ont été prélevés au hasard, suivant les recommandations de 1’union
européenne portant sur les méthodes d'échantillonnage et d'analyse destinées au contréle

officiel des aliments pour animaux (Commission Européenne, 2009).

L’échantillonnage a été effectué en respectant les précautions suivantes (Commission

Européenne, 2009) :

- Les échantillons élémentaires ont été prélevés au hasard a I’aide d’une pelle dans

I'ensemble du lot.

- Ces échantillons relatifs a chaque partie du lot ont été mélangés pour constituer des

échantillons globaux contenant chacun 4 kg.

- Chaque échantillon global a été mélangé soigneusement et réduit pour obtenir au
moins 3 échantillons finals, le poids de chaque échantillon final destiné a I’analyse était
d’environ 500 g & 1000 g.

- Les échantillons finals ont été mis dans un récipient approprié scellés et étiquetés

(sac en papier ou en polyéthylene).

- Tous les échantillons ont été transportés au laboratoire Santé et Production Animale

de ’ENSV et stockés dans un local aéré jusqu’a leur analyse.

Des questionnaires adressés aux éleveurs de bovins laitiers ont permis de recueillir des
informations sur le nombre de bovins par ferme, le systeme d'alimentation, ainsi que les

pratiques de stockage des aliments.
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1.1.2. Recherche de I’AFB; par la méthode ELISA

Les échantillons d’aliments de bétail ont été analysés par la méthode ELISA, les kits
(AgraQuant® Aflatoxin B; Assay « 2 - 50ppb ») fourni par Romer Labs®, utilisés durant
notre étude sont validés par I’AOAC et par 'USDA-FGIS (Federal Grain Inspection Service)

ce qui témoigne de la qualité et de 1’exactitude analytique de ces Kkits.
1.1.2.1. Préparation des échantillons et extraction

Les échantillons représentatifs d’environ 500 a 1000 g ont été broyés a I’aide d’un
broyeur électrique, puis mélangés soigneusement. Par la suite, 20 g d'échantillons broyes ont
été peseés dans un bocal. 100 ml de solution d'extraction méthanol/eau 70/30 (v/v) ont été
ajoutés, ensuite les bocaux ont été scellés. Les bocaux ont été agités pendant 3 minutes, puis
filtrés a I’aide d’un filtre Whatman. Le filtrat a ensuite été récupéré et dilué a 1’aide de la
solution tampon fournie avec le kit en ajoutant 100 pL de filtrat & 100 pL de la solution

tampon.
1.1.2.2. Analyse des échantillons

Tous les standards et les échantillons ont été analysés en duplicata, pour chaque
standard (0, 2, 5, 20, 50 pg/l) ou échantillon, un micropuits contenant un anticorps spécifique
d’AFB; a été utilisé. A I’aide d’une pipette multicanaux, 200 pL de conjugué ont été versé
dans des puits de dilution. Ensuite, 100 pL de chaque solution standard ou échantillon ont été
placés dans le puits de dilution correspondant et ont été soigneusement melangés. 100 uL de
chaque micropuits ont été transférés dans un micropuits correspondant contenant des
anticorps, les microplaques ont par la suite été incubées a température ambiante (18-30°C)
pendant 15 minutes. Le contenu des micropuits a été vidé, les puits ont été lavés 5 fois avec
une solution tampon de lavage. Les micropuits ont été séchés en les tapotant sur du papier
absorbant. Par la suite 100 pL de substrat ont été pipetés dans chaque puits et incubés a
I’obscurité pendant 5 minutes. A la fin de I’incubation, 100 uL de la solution d’arrét ont été
ajoutés dans les puits contenant les antigénes. L'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la concentration d'aflatoxine dans I'échantillon ou I'étalon. La concentration
des échantillons en AFB; a été calculée a 1’aide du logiciel Romer fourni par le fabriquant.
L'absorbance des echantillons a été mesurée a 450 nm a l'aide d'un lecteur de plaque (Biotek
EIx800, Winooski, Vermont, USA).
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1.1.2.3. Validation de la méthode ELISA pour I’analyse de I’AFB;

Selon les spécifications des Kits ELISA utilisés durant notre étude, la limite de
détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ) étaient de 2 pg/kg. Les échantillons
¢taient considérés comme positifs pour la présence de 1’AFB1, si leur niveau de concentration
était supérieur a la LOD du test. La validation de la méthode ELISA utilisée durant notre
étude, était conforme a la décision 2002/657/CE de la Commission Européenne (Commission
Européenne, 2002)

Afin de verifier les performances analytiques de la méthode ELISA, des solutions
¢talons d’AFB; a différentes concentrations (2 ,10 ,50 pg/kg) ont été ajoutées a des
¢échantillons d’aliments. Ces échantillons surchargés (spiked) a I’AFB; ont par la suite étaient
analysés. Aussi, afin de valider la répétabilité et la reproductibilité de la méthode, toutes les
analyses ont été répétées 5 fois.

Le taux de Récupération (R) dans les échantillons d’aliments enrichis en AFB;
(spiked) était de 80% (Coéfficient de Variation : CV=8%), 101.25 %( CV= 14%), 99.22 %
(CV=3%), pour respectivement les échantillons supplémentés avec 2, 10 et 50 pg/kg d’étalon
d’AFB; (Tableau 7).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant les séries d’étalons d’AFB; fournies
avec le kit. La courbe a montré une excellente linéarité avec une valeur R? de 0.998 (Figure
10).
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Tableau 7. Parametres de validation de la methode ELISA utilisée pour la quantification de

I’AFB; dans les aliments de bétail.

Niveau de supplémentation

Coéfficient de Variation

Taux de Récupération

en AFB; (ug/kg) (CV%) (R%)
2 8 80
10 14 101.25
50 3 99.22
0,40
*
0,20 -
0,00 : :
0,0 0,2 0,4
~ -0,20 -
o
£ -040 -
=)
o
— -0,60
-0,80
-1,00 -
-1,20

Log(Conc.)

Figure .10 Courbe d’étalonnage de la technique ELISA des solutions étalons de 1’ AFB;.
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I.1.3. Recherche de ’AFB; par la méthode HPLC-FLD

L’analyse HPLC des échantillons d’aliments de bétail a été réalisée au niveau du
laboratoire de référence pour les mycotoxines et les phycotoxines, Département de sécurité
alimentaire, nutrition et santé publique vétérinaire a 1’Institut Supérieur de Santé, Rome,

Italie.

Pour des raisons pratiques et de colts, seulement 17 échantillons d’aliments négatifs a
I’ELISA ont été confirmés par ’HPLC-FLD. La LOD des Kit Elisa utilisés dans notre étude
est considérée comme élevée (2ug/kg), ainsi les échantillons qui se sont révéles négatifs a la
méthode ELISA, peuvent étre éventuellement contaminés a I’AFB;, a des teneurs inférieures
a la LOD des kits, pour cette raison il nous a sembl¢ important d’analyser ces échantillons a
I’aide d’une technique de confirmation (HPLC). Ces échantillons ont été choisis de maniére

aléatoire indépendamment de la région.

1.1.3.1. Réactifs utilisés

Tous les réactifs : Chlorure de potassium, Chlorure de sodium, Méthanol pour analyse,
Hydrogénophosphate disodique dihydraté, Acide chlorhydrique, Hydroxyde de sodium,
Solution tampon saline (PBS) sont de qualité pour analyse. Les solvants organiques: le
méthanol, I’acétonitrile sont de grade HPLC. Toutes les solutions aqueuses et la phase mobile
utilisée en HPLC sont préparées avec de I'eau désionisée (bidistillée). Les solutions standards
de I’ AFB; ont été fournies par Romer Labs ® diagnostic GmBh (Tulln, Autriche).

1.1.3.2. Equipements

La recherche de I’AFB; a été réalisee dans un laboratoire équipé en:
spectrophotomeétre, une hotte a flux laminaire, un agitateur magnétique, un vortex, un moulin
a grains, une balance de précision, un systéme d’évaporation sous jet d’azote, un appareillage

pour HPLC, des réfrigérateurs.

58



Matériels et méthodes

1.1.3.2.1. Verrerie :

Le laboratoire était équipé de toute la verrerie nécessaire a la recherche de I’AFB;
(Erlenmeyers, tubes a vis, fioles jaugées, micropipettes, béchers, éprouvette graduée,

ampoules de décantation, entonnoirs....).

1.1.3.3. Les conditions de ’HPLC

Les échantillons ont été analysés par un HPLC équipé d'un auto-injecteur (JASCO AS-
950-10) et d'un détecteur de fluorescence JASCO FP-920 (Jasco Corporation, Tokyo Japon).
La colonne analytique SIMMETRY, C18 (5um, 4.6 mm x 250 mm) (Waters Corporation,
Milford, USA) a été utilisée. La phase mobile contenait composée de 54% d’eau bidistillée,
de 29% de méthanol et de 17% d’acétonitrile. La dérivatisation post-colonne a été réalisée
avec une solution a 0,005% de perbromure de bromhydrate de pyridine (PBPB) en utilisant
une pompe post-colonne Waters 510 avec un débit réglé a 0.4 ml/minute. Le détecteur de
fluorescence a été manipulé a des longueurs d’excitation et d’émission respectivement de

I’ordre de 365 nm et 440 nm. Le temps de rétention de I’ AFB; était de 7,8 minutes.

1.1.3.4. Préparation des solutions d’étalonnage

La préparation des solutions standards est réalisee selon les procédures décrites par le
journal international de I’AOAC (AOAC, 2000). A cause de la toxicité des Aflatoxines, la
manipulation des standards s’est réalisée sous une hotte chimique en respectant toutes les
précautions nécessaires (gants, masque....).

Les solutions diluées des aflatoxines sont peu stables, se dégradent a la lumiere et
doivent étre renouvelées régulierement. Ainsi, afin d’éviter la dégradation des mycotoxines,
des solutions étalons diluées sont préparées immédiatement avant 1’analyse par HPLC.

Les solutions étalons ont été préparées en mélangeant les solutions standards avec la
solution d’injection composée de méthanol et d’eau bidistillée (40/60) (v/v). Par la suite une
série d’étalon de 0.06 ng/ml, 0.12 ng/ml, 0.30 ng/ml, 0.45 ng/ml, 0.60 ng/ml d’AFB; a été
préparée pour étalonner ’HPLC. En raison de la photosensibilité de 1’AFB3, les solutions
standards ont été recouvertes de papier aluminium. Toutes les gammes étalons de travail ont
été préparées immédiatement avant I'emploi. Les étalons ainsi protégés de la lumiére peuvent

étre stockés a 4°C et utilisés pour une période de six mois.
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1.1.3.5. Extraction de ’AFB;

Les echantillons ont été analysés selon la méthode de Yazdanpanah et al., 2001.
L’AFB; a été extraite des échantillons d’aliments de bétail par un mélange aqueux d’cau
bidistillée et de méthanol. 50 g d’échantillon (auxquels on ajoute 5g de chlorure de sodium)
ont été extrait par 250 ml du mélange méthanol : eau (80/20) (v/v). Le mélange a par la suite
été homogénéisé en utilisant un blinder pendant 3 minute, tout en évitant de surchauffer
I’échantillon. Apres filtration sur papier wattman N°4, 20 ml du filtrat ont été dilués par 20 ml
d’une solution de tampon phosphate (PBS). Le mélange a par la suite éte filtré une deuxiéme
fois a I’aide d’un filtre en microfibre de verre. 20 ml du filtrat ont été appliqués a une colonne
d’immuno-affinité (Easi-extract®, Aflatoxin, R-Biopharm, Rhéne LTD, Glasgow, Royaume-
Uni) reliée a un systéme de filtration sous vide, a un flux de 3 ml/minute. La colonne a été
lavée avec 10 ml d’eau bidistillée et I’air dans la colonne a été chassé a I’aide une seringue en
faisant passer au moins deux volumes d’air. L’AFB; a été éluée en suivant une procédure a
deux étapes, 1 ml de méthanol a été ajouté en premier. Aprés une minute, 1 ml de méthanol a
encore ¢été appliqué a la colonne. Le solvant d’¢lution a par la suite été recueilli en ajoutant
500 ul d’eau bidistillée. Apres élution, 1’éluat a été dilué dans une fiole jaugée de 5ml, en
complétant avec de 1’eau bidistillée jusqu’au trait de jauge. L’¢luat a par la suite été mélangé
au vortex avec 3250 ul d'eau bidistillée et mélangé au vortex. 100 pl de 1’¢luat dilué ont été

injectés & un HPLC en suivant les conditions HPLC décrites précedemment.

1.1.3.6. Méthode de validation de la techniqgue HPLC-FLD pour la recherche de I’AFB;

dans ’alimentation animale

La validation des performances analytiques de la méthode utilisée a été réalisée selon
les recommandations de Brera et Miraglia (1996). Ainsi pour chaque série d’analyse
(généralement 5 a 7), des échantillons enrichis (spiked) avec des concentrations bien
déterminees en AFB; ont été testés. Ces echantillons supplémentés ont été homogeénéisés, le
solvant est laissé s’évaporer pendant au moins 2 h sous une hotte. Le pourcentage de
recouvrement a été calculé. Ainsi 2 échantillons enrichis avec une solution d’AFB; ont été
préparés a 2 niveaux de concentration (spky a 0.06, spk, 1.53ug/l) (Tableau 8)

Le pourcentage de recouvrement (Rc) ou le taux de récupération permet de vérifier

I’efficacité de la méthode d’analyse par addition de quantités bien déterminées des
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mycotoxines étudiées a quelques échantillons afin d’obtenir une concentration connue de de
mycotoxines dans les échantillons d’aliment de bétail.

A D’échelle internationale, les résultats doivent répondre aux exigences de la décision
2002/657/CE de I’Union Européenne (European Commission, 2002) qui stipule que pour des
solutions de teneurs de toxines entre 1 et 10 ng/g, les récupérations de 70-110% sont
acceptables. L’écart-type relatif doit étre inférieur a 20%. Le taux de récupération de la
technique est déterminé par 1’évaluation du rapport entre la concentration finale de la
mycotoxine aprés quantification par HPLC et la concentration initiale connue (contamination
provoquée par I’enrichissement d’un aliment témoin par une quantit¢é connue de la

mycotoxine).

L’expression du taux de récupérations (Rc) est la suivante (Zinedine, 2004) :

_(Cm (éch fortifié)—Cm ( éch témoin))
B C (fortification)

Rc x 100

Cm (éch. enrichi) : concentration moyenne de 1’échantillon aprés enrichissement.
Cm (éch. témoin) : concentration initiale de 1’échantillon avant enrichissement.
C (enrichissement) : quantité de mycotoxine ajoutée pour I’enrichissement de 1’échantillon.
La linéarité est représentée par la courbe d’étalonnage déterminée avec des
concentrations standards d’Aflatoxine injectées en triple.
La déviation standard (SD) ou I’écart-type des 5 mesures effectuées pour chaque
échantillon enrichi permet d’évaluer la dispersion des mesures autour de la concentration

moyenne (Zinedine, 2004).

V2 (Ci—cm)2

n—1

SD =

Ci : concentration de la mycotoxine déterminée aprés I’analyse i.
Cm : concentration moyenne de la mycotoxine calculée suite aux cing essais effectués.

N : nombre d’essais réalisés.
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Le coéfficient de variation (CV) permet de vérifier la reproductibilité de la méthode

pour les échantillons enrichis. Ce coéfficient est calculé comme suit (Zinedine, 2004) :

CV = SD x 100
T Xm

Les parametres de performances de la méthode utilisée sont résumés dans le Tableau
8. Les pourcentages de recouvrement (Rc) pour I’AFB; obtenus durant le présent travail,
variaient entre 75.93 et 75.93%, et se situaient dans les limites acceptables a 1’échelle
européenne (70-110%) (Commission Européenne, 2002). Les coéfficients de variation pour la
reproductibilité des échantillons enrichis se situaient entre 4.90 et 10.77 %.

La courbe d'étalonnage pour I'AFB; était linéaire et fortement corrélée avec la quantité
d'analytes injectée, le coéfficient de détermination (R2) était supérieur & 0,9999 (Figure 11).
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Tableau 8.Validation des paramétres de la méthode HPLC-FLD pour la détermination de

I’AFB; dans les aliments de bétail.

Niveaux de fortification en | Taux de  récuperation | Coéfficient de variation
AFB; (ng/kQg) (Rc%o) (CV%)

0.06 72.96 10.77

1.53 75.93 4.90

g
i

o
=
=

0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,60

0,00 0,05 - Iy - 0,25
Concentration [ng]

Quantitative Calc. Method: External Standard Method
Calc. Mode: Area
Unit: ng
Approximate Formula: Y = A + BX
(A =-113072, B = 2,2695%e+007)
Weight: Equal
Correlation: 0,999817
Scale Type: None

Figure 11. Courbe d’étalonnage de la technique HPLC-FLD des solutions étalons de I’ AFB;.
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1.2. Prévalence de ’AFM; dans le lait cru

1.2.1. Echantillonnage

Quatre-vingt-quatre (84) échantillons de lait de vache cru ont été prélevés au hasard au
niveau des exploitations laitieres, pour la période allant d'ao(t 2016 a juillet 2017 (n = 23
nord-est ; n = 22 nord et n = 39 nord-ouest). Les échantillons lait cru ont été collectés a partir
du lait de mélange provenant des citernes de lait. La taille de chaque échantillon était
d'environ 0,5 L. Les échantillons ont par la suite étaient transportes au laboratoire SPA dans

des glaciéres et conservés a -18 °C jusqu'a leur analyse.

1.2.2. Recherche de ’AFM; par la méthode ELISA

Les kits AgraQuant® AFM; Plus Kit ELISA utilisés dans le présent travail, ont recu
une validation officielle par I’AOAC et ’'USDA, confirmant ainsi I’exactitude analytique et la
qualité des résultats obtenus.

1.2.2.1. Préparation des échantillons et techniques d’extraction

Les échantillons de lait cru ont été analysés par la technique immuno-enzymatique
(ELISA), en utilisant les kits AgraQuant® AFM; Plus Kit ELISA (100/2000 ng/L) fournis par
Romer Labs® Singapour.

La préparation des échantillons a été effectuée en suivant les instructions fournies par
le fabriquant, a cet effet, les échantillons de lait ont d’abord été décongelés a 4°C. Ensuite, 5
ml de chaque échantillon ont été centrifugés pendant 10 min a 3000/ tours a 4°C. Apres
centrifugation, la couche inférieure (sérum) a été collectée par aspiration a 1’aide d’une pipette
Pasteur. Enfin, 0,4 ml de sérum de lait ont été mélangés avec 0,1 ml de méthanol a 100 %
(4:1) (viv).

1.2.2.3. Analyse des échantillons

Tous les standards et les échantillons ont été analysés en duplicata, pour chaque
standard (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 Ww/l) ou échantillon, un micropuits contenant un anticorps
spécifique d’AFM; a été utilisé. A 1’aide d’une pipette multicanaux, 200 uL de conjugué ont

été versés dans des micropuits. 100 pL de chaque étalon ou échantillon ont été rajoutés dans

64



Matériels et méthodes

les micropuits correspondants et mélangés délicatement. Par la suite, 100uL de cette solution
ont été placés sur une microplaque revétue d’anticorps et incubés a température ambiante (18-
30°C) pendant 20 minutes. Le contenu des micropuits a été vidé, les puits ont éte lavés 5 fois
avec une solution tampon de lavage. Par la suite, les microplaques ont été séchées en les
tapotant sur du papier absorbant. 100 uL de substrat ont ensuite été pipetés dans chaque
micropuits et incubés a 1’obscurité pendant 10 minutes. A la fin de I’incubation, 100 pL de la
solution d’arrét ont été ajoutés dans les micropuits contenant des anticorps. La concentration
des échantillons en AFM; a été calculée a I’aide du logiciel Romer fourni par le fabriquant.
L'absorbance des échantillons a été mesurée a 450 nm a l'aide d'un lecteur de plaque (Biotek
EIx800, Winooski, Vermont, USA).

1.2.2.4. Validation de la méthode ELISA pour I’analyse de I’AFM;

Selon les spécifications techniques des Kits ELISA utilisés durant notre étude, la
limite de détection (LOD) dans les échantillons de lait cru était de 0.089 pg/kg. Les
échantillons étaient considérés comme positifs pour la présence de I’AFMy, si leur niveau de
concentration était supérieur a la LOD du test. La méthode a été validée selon les criteres
fixés par les directives de la Commission Européenne 401/2006 (Commission Européenne,
2006).

Afin de valider mes performances analytiques du Kit utilisé, différentes solutions
étalons d’AFM; (0.1, 0.250 et 0.500 p/L) ont été ajoutées a des échantillons de lait, ces
échantillons supplémentés a I’AFM3, ont par la suite étaient analysés. Aussi, afin de verifier la
répétabilité et la reproductibilité de la méthode, toutes les analyses ont été répétées 5 fois.

Le taux de Récupération (R) et le Coéfficient de Variation (CV) dans les échantillons
de lait supplémentés en AFM; étaient de 95.6% (CV : 1,23 %), 94% (CV=1,11%) et 99
%(CV=1,06%), pour respectivement les échantillons enrichis avec les étalons d’AFM;
suivants (0.1, 0.250 et 0.500 /L) (Tableau 9).

La courbe d’étalonnage a été tracée en utilisant les séries d’étalons d’AFM; et le
logiciel Log/Logit fournis par Romer®. La courbe obtenue a montré une excellente linéarité

avec une valeur R? de 0.999 (Figure 12).
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Tableau 9 .Parametres de validation de la méthode ELISA utilisée pour la quantification de
1I’AFM; dans le lait cru.

Niveau de supplémentation Coéfficient de Variation Taux de Récupération
en AFM; (pg/kg) (CV%) (R%)
0.1 1.23 95.6
0.250 1.11 94
500 1.06 99
1,00
0,80 -
0,60 -
0,40 -
é& 0,20 -
£ o000 : : : : :
é-v _0,20175 1,7 1,9 2,1 2,3 2,5
-0,40 -
-0,60 -
-0,80
-1,00

Log(Conc.)

Figure .12 Courbe d’étalonnage de la technique ELISA des solutions étalons de I’AFMj.
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1.2.3. Recherche de ’AFM; par la méthode HPLC-FLD

L’analyse HPLC des échantillons de lait cru a été réalisée au niveau du laboratoire de
référence pour les mycotoxines et les phycotoxines, Département de sécurité alimentaire,

nutrition et santé publique vétérinaire a 1’Institut Supérieur de Santé, Rome, Italie.

Pour des raisons pratiques et de colts, seuls 12 échantillons de lait testés négatifs a
I’ELISA ont été confirmés par I’THPLC-FLD. Aussi, la LOD des Kit Elisa utilisés dans notre
étude est considéré comme élevée (0.089 pg/kg), car d’une part, cette valeur répond aux
limites maximales de résidus établies par la FDA et le Codex Alimentarius (0.5ug/kg), et
d’autre part, cette valeur n’est pas conforme aux LMR établies par la commission européenne
(0.05 pg/kg). Par ailleurs, toutes ces raisons nous ont poussées a vouloir analyser, a 1’aide
d’une méthode de confirmation, la présence ou non de I’AFM; dans les échantillons testés
négatifs a DI’ELISA. Le choix de ces échantillons s’est fait de manicre aléatoire

indépendamment de la région.

1.2.3.1. Réactifs utilisés

Tous les solvants organiques utilisés durant notre expérimentation comme
I’acétonitrile sont de grade HPLC. Toutes les solutions aqueuses et la phase mobile utilisées
en HPLC sont préparées avec de l'eau désionisée (bidistillée). Les solutions standards de
I’AFM; (solution stock ou solution mere) ont été fournies par Romer Labs ® diagnostic
GmBh (Tulln, Autriche).

1.2.3.2. Equipements

L’analyse de I’AFM; a été réalisée dans un laboratoire équipé en : spectrophotometre,
une hotte a flux laminaire, un agitateur magnétique, un vortex, une centrifugeuse, une balance
de précision, un systéme d’évaporation sous jet d’azote, un appareillage pour HPLC, un
détecteur de fluorescence, un systeme de filtration sous vide, papier filtre Whatman N.4, des
réfrigérateurs et toute la verrerie nécessaire (Erlenmeyers, tubes a vis, fioles jaugees,

micropipettes, béchers, ampoules de décantation, entonnoirs....).
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1.2.3.2.1. Verrerie :

Le laboratoire était équipé de toute la verrerie nécessaire a la recherche de I’AFB;
(Erlenmeyers, tubes a vis, fioles jaugées, micropipettes, béchers, éprouvette graduée,

ampoules de décantation, entonnoirs....).

1.2.3.3. Les conditions HPLC

Les échantillons de lait cru ont été analysés par un HPLC équipé d'un auto-injecteur
(JASCO AS-950-10) et d'un détecteur de fluorescence JASCO FP-920 (Jasco Corporation,
Tokyo Japon). La séparation a été effectuée sur une colonne analytique SIMMETRY, C18 a
phase inverse (5um, 4.6 mm x 250 mm) (Waters Corporation, Milford, USA). La phase
mobile utilisée été constituée d’un mélange d’eau/ acétonitrile (30 : 10, v/v), le débit a été
réglé a 1 ml/ minute. La détection a été faite a des longueurs d’excitation de 365 nm et 435

nm d’émission. Le temps de rétention de I’AFM; est de 6 mn et 57 secondes.

1.2.3.4. Préparation des solutions d’étalonnage

La préparation de la solution standard d’AFM; a été effectuée selon les procédures
décrites dans la méthode officielle 1ISO 14501 : 2007 (ISO 14501, 2007). A partir d’une
solution stock (solution mere) d’AFM; d’une concentration de 0.500 pg/ml (Biopure
Aflatoxin M1, Romer Labs, Tulln, Autriche), une solution de travail d’AFM; (standard
working solutions : SWS) d’une concentration de 0.005 pg/ kg a été préparée la veille de
chaque analyse, en mélangeant 200 pl de la solution mere a 800 pl d’acétonitrile. En raison de
la photosensibilit¢é de I’AFM;, cette solution a été recouverte de papier aluminium, et
conservée au réfrigérateur a 4°C. Une gamme de solution étalon a été réalisée a partir de la
SWS, en mélangeant 50 pl de la SWS a 450 pl de solvant d’injection (acétonitrile/eau : 1/9,
v/v). Les étalons contenaient les concentrations suivantes d’AFM; : 0.05 ng/ml, 0.12 ng/ml,
0.24 ng/ml et 0.60 ng/ml et 1.2 ng/ml. Une courbe d’étalonnage a été réalisee en utilisant la

série d’étalons précédemment préparée.

La concentration d’AFM; a été calculée a l'aide de la formule suivante

Mxvd
VxVi

Concentrationng/L =

Ou:
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M est la masse d’aflatoxine M; (ng) injectée dans le systeme HPLC ;
V est le volume de lait (ml) utilisé pour l'analyse ;
Vd est le volume (ml) utilisé pour dissoudre I'extrait sec ;

Vi est le volume (ml) injecté dans le systéme HPLC.

1.2.3.5. Extraction de ’AFM;

L’ AFM; a été analysee par la méthode officielle ISO 14501 : 2007 (1SO14501 : 2007),
les échantillons de lait ont été décongelés la veille de I’analyse puis chauffés au bain-marie a
une température comprise entre 30°C et 37°C. Les échantillons par la suite ont été centrifugés
a froid (2000 tours pendant 15 minutes) et la couche de gras a été enlevée. 50 ml de lait ont
été prélevés et chargés dans une colonne d’immuno-affinité (Easi-Extract® Aflatoxin)
contenant un anticorps monoclonal spécifique d’AFM;. Les colonnes d’immuno-affinité ont
¢été fixées a un systéme de filtration sous vide, et lavées avec 10 ml d’eau bidistillée afin
d’¢liminer toute impureté, la colonne a été¢ séchée en soufflant au moins 2 volumes d’air.
L’AFM; a été ensuite lentement éluée avec 4 ml d’acétonitrile. L’éluat a été évaporé a sec
sous un léger courant d’azote a 30°C, et reconstitué avec 1 ml de la solution d’injection

(acétonitrile/eau, 10/90, v/v).A la fin, 150 pl de 1’éluat ont été injectés dans le systéme HPLC.

1.2.3.6. Méthode de validation de la technique HPLC pour la recherche de PAFM;

Les performances analytiques de la méthode ont été validées selon les
recommandations décrites par Brera et Miraglia (1996).Ainsi, pour chaque série d’analyse,
des échantillons de lait cru enrichis (spiked) ont été préparés avec les concentrations suivantes
d’AFM; (0.35, 0.80, 1.60 ng/ml). La validation de la méthode a été réalisée selon les criteres
de performance énoncés dans le reglement européen UE/519/2014 fixant les méthodes
d'échantillonnage et d'analyse pour le contréle officiel des niveaux de mycotoxines dans les
denrées alimentaires (Commission Européenne, 2014). Durant notre étude des taux de
Récupération (R%) allant de 83.3 a 110.7% ont été obtenus, ce qui est conforme aux
exigences de la commission européenne, considérant qu’un pourcentage de Récupération (R
%)allant de 60 a 120 % comme acceptable (Tableau 10). Le coéfficient de détermination
(R2) de la courbe d'etalonnage était supérieur a 0,999, montrant une bonne relation entre l'aire

du pic et la concentration d'AFM; (Figure 13).
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Tableau 10. Validation de la méthode HPLC-FLD pour la détermination des concentrations

d’AFM; dans le lait cru.

Niveaux de Taux de réecupération (R%) Coéfficient de variation
supplémentation en AFM; (CV%)
(Hg/l)
0.35 110.7 2.57
0.80 83.3 2.49
1.60 93.3 11.2

0,6
Concentration [ng]

0,8

Calc. Mode: Area
Unit: ng
Approximate Formula: Y = A + BX

Weight: Equal
Correlation: 0,999582
Scale Type: None

Quantitative Calc. Method: External Standard Method

(A =-37524,0, B = 6,54882e+006)

m

Figure .13Courbe d’étalonnage de la technique HPLC-FLD des solutions étalons de I’AFM.
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1.2.4 Procédure de décontamination des Aflatoxines

La décontamination de la verrerie ayant été en contact avec les Aflatoxines a été faite
selon les procédures internationales de I'!ARC décrite par Castegnaro et al., 1991. A la fin des
analyses, tout le matériel utilisé pour I’extraction des Aflatoxines doit étre décontaminé par
une solution d’hypochlorite de sodium (cau de javel dilué au 1/2) pendant toute la nuit sous
une hotte de sécurité chimique. Un lavage normal par un détergent suivi par un rincage avec

de I’eau distillée ont été effectues aprés décontamination.
1.2.5.Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel SPSS 20.0 (IBM Corp., NY,
USA), a un intervalle de confiance de 95 %. Les taux de positivité des échantillons ont été
comparés a l'aide du test exact de Fisher ou du test du Khi carré. Les niveaux moyens d'’AFM;
ont été comparés a l'aide du test « t » de Student ou de 'ANOVA.

Pour l'analyse des facteurs de risque, une analyse de variance pour les variables
sélectionnées a d'abord éte réalisée a p<0,2, en utilisant le test Khi carré « x2 » ou le test exact
de Fisher. Les variables dépassant ce seuil ont ensuite été analysées par régression logistique
(Hosmer et Lemeshow, 2013). Ces variables ont été considérées comme des facteurs de risque

lorsque le ratio était >1 et p<0,05.
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I1. Résultats
I1.1. Présence de I’Aflatoxine B; (AFB;) dans I’alimentation animale

Le Tableau 11 présente la répartition des niveaux de contamination des aliments de
bétail par I’AFB; en fonction des régions. Sur un total de 83 (100%) échantillons d’aliments
de beétail analysés, 42 (50.60%) ont présenté une valeur inférieure a la limite de détection du
kit (< 2 pg/kg). Un niveau de contamination en AFB; de 2-5 pg/kg a été retrouvé chez 23
(27.70%) echantillons, celui de 5-20 pg/kg a été retrouveé dans 4 échantillons (4.80%) et celui
de 20-50 pg/kg a été retrouve dans 3 échantillons (3.65%). Onze échantillons (13.25%) ont eu
des teneurs qui dépassaient 50 pg/kg.

La répartition géographique des échantillons a montré que la moyenne de
contamination des aliments de bétail par I’AFB; (ug/kg) est de 18.84+16.57, 14.19+13.95,
11.82+10.27, pour la région centre, nord-est, nord-ouest, respectivement (Tableau 14). Les
analyses statistiques ont démontré une différence significative entre les régions (p =0.033)
avec le niveau de contamination le plus éleve 18.84+16.57 (ug/kg), enregistré dans la région

centre du pays.

Cette étude a révélé un taux de contamination en AFB; élevée (une moyenne de
17.59+17.11ug/kg) dans les aliments pour animaux (Tableau 14).

L'analyse statistique de la répartition des moyennes de contamination par I’AFB; en
fonction des saisons a indiqué une différence significative dans la concentration moyenne
d'’AFB; (p = 0,021). Les niveaux moyens d'AFB; dans les échantillons prélevés en hiver
(30.78+21.44 ug/kg) étaient significativement plus élevés que ceux prélevés en automne
(15.28+14.87 pg/kg), au printemps (12.98+12.38 ug/kg) ou en été (2.36+27.38 ug/kg)
(Tableau 13 - 14).

L’analyse statistique de la taille des exploitations a montré que le niveau moyen de la
contamination en AFB; dans les petites exploitations (17.32+14.57 ug/kg) était plus élevé que
les grandes exploitations (12.89+11.26 pg/kg) (p=0.037) (Tableau 12 - 14).

Le Tableau 15 et 16 présentent les niveaux de concentration d’AFB; enregistrés apres
confirmation par la méthode HLPC/FLD, sur 21 (100%) échantillons analysés, 17 (80.85%)
étaient contamines par 1’AFBy, a des niveaux allant de 0.08 a 0.305 (ug/kg), une moyenne de

0.137+0.02 pg/kg a également été obtenue.
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Tableau 11. Répartition des niveaux de contamination des aliments de bétail par I’AFB; par

la méthode ELISA, en fonction des différentes régions en Algérie.

Répartition des niveaux d’AFB; (1g/kg) (moyenne +/-
Région ,Nomb_re écart type)
d’echantillons <LOD 2-5 5-20 20-50 >50
Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
Nord- 15 o 1 2 3
Est 30 échantillons (25.333;/' (14.62) (3%22; I- +$122£;%%)
12 6 0 0 4
Centre 22 schantillons (2.31 +/- i i (102.49
0.89) +/-12.79)
Nord - 15 8 3 1 4
Ouest 31 échantillons (2(')?771;/ - (9f572’)” | (318a) (611'%55)+’ -
Total 83 42 23 4 3 11
% 100% 50.60% 27.70% 4.80% 3.65% 13.25 %

Tableau 12. Répartition des niveaux de contamination des aliments de bétail par I’AFB; par

la méthode ELISA en fonction de la taille des exploitations en Algérie.

Nombre

. Répartition des niveaux d’AFB; (pg/kg) (moyenne +/- écart type)
Tall_le d_es d’échantillon
exploitations s <LOD 2-5 pg/kg 5-20 pg/kg 20-50 pg/kg >50 pa/kg
. 13 1 1 5
Petite 46 26| (2.4741-054) (8.18) (2854)  |(89.24 +/- 7.65)
Grande 37 16 10 3 2 6
(2.41+/-1.11) | (12.58 +/- 4.31) | (24.58 +/- 3.47) |(95.36 +/- 9.24)
Total 83 42 23 4 3 11
% 100% 50.60% 27.70% 4.80% 3.65% 13.25

73




Résultats et discussion

Tableau 13. Répartition des niveaux de contamination des aliments de bétail par I’AFB; par

la méthode ELISA en fonction des saisons en Algérie.

Saison Nombres Répartition des niveaux d’AFB; (ug/kg) (moyenne +/- écart type)
d’échantillons | <LOD 2-5 pg/kg 5-20 pg/kg 20-50 pa/kg > 50 pg/kg
Hiver 18 6 4 3 1 4
(2.29 +/- (9.89 +/- 32.57 (94.65 +/- 5.68)
1.12) 2.28)
Printemps 38 18 13 1 2 4
(2.18 +/- 8.24 (25.89 +/- (91.57 +/- 2.23)
1.05) 3.23)
Eté 7 6 1 0 0 0
(2.36) - - -
Automne 20 12 5 0 0 3
(2.99 +/- - - (106.47 +/-
1.13) 14.68)
Total 83 42 23 4 3 11
% 100% 50.60 27.70% 4.80% 3.65% 13.25
Tableau 14. Analyse des variances des facteurs de risque associes aux taux de positivité en
AFB; en Algérie.
Variable Catégorie Nombre Nb. P Total des P
d’échantillons | d’échantillons (x2 test) | échantillons (VK-W
positifs (%0) (ug/kg)  (moyenne | test)
+/- écart type)
Nord —Est 30 15 (50) 14.19+13.95
Régions Centre 22 10 (45.45) 0.271 | 18.84+16.57 0.033"
Nord-Ouest | 31 16 (51.61) 11.82+10.27
Petite 46 20 (43.47) 0.068 17.32+£14.57 0.037*
Taille  des | Grande 37 21 (56.57) 12.89+11.26
exploitations
Hiver 18 12 (66.66) 30.78+21.44
Saison Printemps 38 20 (52.65) 0.038* 12.98+12.38 0.021"
Eté 7 1 (14.29) 2.36+27.38
Automne 20 8 (40) 15.28+14.87
Total (%) | 83 (100) 41 (49.40) Moyenne | 17.59+17.11
totale
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Tableau 15. Concentration de I’AFB; dans les échantillons d’aliments de bétails déterminés
par la méthode HPLC-FLD.

Echantillon d’aliments de bétail négatifs a | Taux d’AFB1 (ug/kg)
la méthode PELISA

El 0.08
E2 0,080
E3 <LOD
E4 <LOD
ES5 0,127
E6 0,252
E7 0,303
E8 0,113
E9 <LOD
E10 0,305
E11l 0,106
E12 <LOD
E13 0,234
El4 0,166
E15 0,121
E16 0,135
E17 0,132
E18 0,250
E19 0,118
E20 0,170
E21 0,179
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Tableau 16 : Niveaux de contamination des aliments de bétail par I’AFB; déterminés par la
méthode HPLC-FLD.

Nombre Pourcentage Moyenne Ecart-type Niveaux de
d’échantillons | d’échantillon (na/kg) concentration
s positifs (%) (Hg/kg)
21 80.85 0,137+0,020 0,094 0.08-0.305
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11.2. Présence de I’Aflatoxine M1 (AFM;) dans le lait cru collecté en Algérie.

L'enquéte a révélé des niveaux élevés d'AFM; dans le lait cru collecté dans les

différentes exploitations laitiéres en Algérie (moyenne globale de 71,92 + 28,48 ng/L).

Le taux de positivité de I'AFM; dans les échantillons analysés était de 46,42%. De
plus, sur 84 échantillons de lait cru (100%) testés, 45 échantillons (53,6%) ont présenté une
concentration en AFM; inférieurs a la LOD (89 ng/L), 35 échantillons (41,7%) contenaient
des niveaux d’AFM; entre 89 et 300 ng/L ; 3 échantillons (3,6%) ont présenté un taux de
contamination par I’AFM; entre 301 et 500 ng/L , un seul échantillon (1,19%) a présenté un
niveau d’AFM; supérieur a 500 ng/L (Tableaux 17-20).

Concernant la répartition géographique, les niveaux moyens d'AFM; dans les
échantillons de lait cru (ng/L) étaient respectivement de 32,94 + 11,87, 152,46 + 44,14 et
57,05 £ 21,67, dans la région nord-est, centre et nord-ouest (Tableau 17). L'analyse
statistique des résultats a révélé une différence significative dans les niveaux de
contamination du lait entre les différentes régions étudiées (p = 0,013) (Tableau 20). La
concentration moyenne d'AFM; était significativement plus élevée dans le centre (152,46 *

44,14 ng/L) que dans les autres régions.

L'analyse statistique de la répartition des résultats en fonction des saisons a indiqué
une différence significative dans la concentration moyenne d'AFM; (p = 0,025). Les niveaux
moyens d'’AFM; dans les échantillons prélevés au printemps (106,92 + 41,92 ng/L) étaient
significativement plus élevés que ceux prélevés en automne (88,79 + 25,34 ng/L), en été
(59,77 £ 19,65 ng/L) ou en hiver (60,28 = 27,38 ng/L) (Tableau 19-20).

Les résultats de notre étude ont révélé que les niveaux d'AFM; étaient
significativement plus élevés dans les petites exploitations (90,16 + 43,02 ng/L) que dans les
grandes (58,59 + 27,44 ng/L) (p = 0,032) (Tableau 18-20).

Les données concernant les niveaux de concentration d’AFM; obtenues apres
confirmation par la méthode HLPC/FLD sont présentées dans le Tableau 21 et 22, sur 12
(100%) échantillons de lait cru analysés, 11 (92.30%) étaient contaminés par I’AFMy, a des

niveaux allant de 3.56 - 60 .4 (ng/L), une moyenne de 2,67 (ng/L) a également été obtenue.
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Tableau 17. Répartition des niveaux de contamination par I’AFM; en fonction des différentes

régions en Algérie.

Régions | Wilayas Nombre Répartition des niveaux d’AFM; (ng/L)
d’échantillon Moyennez écart type (intervalle)
s <LOD" 89-300 301-500 >500
Nord- 16 7 0 0
Est Constantine 23 — 112.42+19 - -
, Mila - (96.87-147.83) - -
Médéa, 22 5 15 2 0
Centre Tipaza, — 154.94+45.15 453.49+6.66 —
Djelfa - (95.59-231.17) | (448.78-458.20) -
Nord- Chlef, 39 24 13 1 1
ouest Tlemcen, — 125.35+21.28 344.99 557.22
Mascara - (100.58-178.48) - -
Total 84 45 35 3 1
% 100 53.57 41.66 3.57 1.19
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Tableau 18: Répartition des niveaux d’AFM; selon la taille des exploitations en Algérie.

Répartition des niveaux d’AFM; (ng/L)

Taille des Nombre
Moyenne + écart type (intervalle)
exploitations | d’échantillons

<LOD" 89-300 301-500 >500

19 2 1
Petite 47 25 147.03+43.39 453.49+6.66 557.22

(95.59-231.17) | (448.78-458.20) -

16 1 0

Grande 37 20 118.09+£23.16 344.99 -

(96.87-183.91) - -

Total 84 45 35 3 1

% 100 53.57 41.66 3.57 1.19
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Tableau 19. Répartition des niveaux d’AFM; dans le lait cru en fonction de la saison.

Saison No. Répartition des niveaux d’AFM; (ng/L)
d’échantillons Moyenne +écart type (intervalle)
<LOD’ 89-300 301-500 >500
Hiver 18 10 7 1 0
112.4049.65 344.69 —
(103.91- - -
178.48)
Printemps 7 3 2 2 0
119.08+5.31 453.49+6.66 —
(112.25- (448.78— -
125.67) 458.20)
Eté 39 22 17 0 0
139.15+23.87 — —
(96.87— - -
231.17)
Automne 20 10 9 0 1
128.17+18.57 — 557.22
(95.59— - -
229.20)
Total 84 45 35 3 1
% 100 53.57 41.66 3.57 1.19
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Tableau 20. Analyse des variances des facteurs de risque associes aux taux de positivité de

I’AFM; dans les élevages de bovins laitiers en Algérie.

Variable | Catégorie Nb Nb P Echantillons P
d’échantillo | d’échantillo (32 test) totaux (VK-W
ns ns  positifs (ng/L) test)

(%) (Moyenne
+écart type)
Nord -Est 23 7 (30.43) 32.94+11.87
Région Centre 22 17 (77.27) 0.017 152.46+44.14 | 0.013"
Nord-ouest 39 15 (38.64) 57.05+21.67
Petite 47 22 (46.80) 0.473 90.16%43.02 0.032"

Taille des | Grande 37 17 (45.94) 58.59+27.44

exploitatio

ns

Hiver 18 8 (44.44) 60.28+27.38
Saison Printemps 7 4 (57.14) 0.381 106.92+41.92 | 0.025°
Eté 39 17 (43.59) 59.77+19.65
Automne 20 10 (50) 88.79+25.34
Total (%) | 84 (100) 39 (46.42) Moyenne 71.92+28.48
Totale (ng/L)

Moyenne des
échantillons
positifs

(ng/L)

156.71+43.15
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Tableau 21. Concentration de I’AFM; dans les échantillons de laits cru déterminés par la
méthode HPLC-FLD.

Echantillon de lait négatifs a la méthode | Taux d’AFM; (ng/L)
PELISA

El 7.32
E2 <LOD
E3 19.2
E4 5.6
E5 3.56
E6 6.4
E7 4
E8 60 .4
E9 4.4
E10 4
Ell 14 .72
E12 15.6
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Tableau 22. Niveaux de contamination du lait cru par I’AFM; déterminés par la méthode

HPLC-FLD.
Nombre Pourcentage | Moyenne (ng/L) Ecart-type Niveaux de
d’échantillons d’échantillon concentration
s positifs (%) (ng/L)
12 91.66 2,67 2,31 3.56-60 .4
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I11. Discussion
111.1. Présence de I’Aflatoxine B; (AFB;) dans I’alimentation animale en Algérie

L'une des problématiques les plus préoccupantes affectant la sécurité sanitaire et la
qualité des céréales et des produits ceréaliers est leur contamination par les mycotoxines telles
que les aflatoxines (AF: AFB;, AFB,, AFG;, AFG;) (Bennet et Klich, 2003). Cette
préoccupation mondiale est directement liée a la présence d’AFM;, métabolite hydroxylé de
I’AFB3, retrouvée dans le lait et les produits laitiers provenant d’animaux ayant consommé
des aliments contaminés par 1’AFB; (Hussain et al., 2010; Igbal et al., 2015; Yunus et al.,
2019). Du fait de leur toxicité, I’AFB; et I’AFM; sont classées comme cancérigenes du

groupe | par le Centre International de Recherche contre le Cancer (IARC, 2002).

Par consequent I’impact sanitaire de ces composés a justifié le choix de notre étude
dont I’objectif de cette premiere partie était d’évaluer les niveaux de contamination par
I’AFB; dans les aliments de bétail destinés aux vaches laitieres, ceci au niveau des différentes

régions du nord algérien, et d’analyser les facteurs de risques associés a cette contamination.

L’Algérie est un pays mediterranéen dont le climat est caractérisé par une humidité et
des températures élevées, ces conditions semblent contribuer & la croissance des champignons
toxinogenes et a la production de mycotoxines. De plus, chague année, de grandes quantités
de céréales sont importées et aucun contrdle sur le niveau de contamination par ces toxines
n’est effectué. Ainsi, afin d’évaluer les niveaux d’exposition a ces contaminants naturels, en
Algérie, quelques études se sont intéressées a la recherche des mycotoxines et plus
précisément, les aflatoxines, dans les céréales destinées a la consommation humaine. Dans
I’étude de Riba et al., 2010, sur les 53 échantillons de blé analysés, 56 .6% étaient contaminés
a ’AFBy, avec des concentrations allant de 0.13 a 37.42ug/kg. Ces résultats ont par ailleurs
révélé des niveaux de contaminations élevés en aflatoxines et soulignent 1I’importance de
mener davantage d’enquétes sur la présence ce ces toxines dans différentes denrées
alimentaires, ceci afin de fournir des données sur 1’exposition de la population algérienne aux

mycotoxines (Riba et al. , 2010).

Concernant I’alimentation animale, la synthese de la littérature scientifique a réveélé
qu’aucune donnée sur la contamination de I’alimentation animale par les mycotoxines n’est
disponible en Algérie a I’heure actuelle. Une seule étude sur la contamination de

I’alimentation animale par Aspergillus section flavi a été menée par Bouti et al., 2019. Dans
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cette étude 172 isolats (souches) appartenant a la section Aspergillus flavi ont été isolés a
partir de 57 échantillons d’aliments pour animaux et identifiés sur la base des caracteres
macro et micro-morphologiques, de production de mycotoxines et de parenté (ressemblance,
lien) génétique. Cette étude a demontré que plus de la moitié des isolats (66,3%)
appartenaient au chémotype | caractérisé par une production d’AFB; et d’acide
cyclopiazonique. Ce travail a révélé une fréquence élevée de moisissures toxinogenes
productrices d'aflatoxines dans les matieres premiéres et dans les aliments pour animaux
commercialisés en Algérie. Ceci semble étre en concordance avec nos résultats et pourrait
expliquer le niveau de contamination élevé par 1’AFB; retrouvé dans notre travail, imposant
ainsi la nécessité d’instaurer un programme national de surveillance de la contamination de

I’alimentation animale par I’AFB; par les autorités compétentes.

Nos résultats ont montré que quarante et un échantillons d’aliments de bétail (49.4%,
N =83) étaient contaminés par I’AFBy, et que sur les 41 échantillons positifs, 18 (43.90%) ont
présenté une concentration en AFB; supérieure aux LMR européennes (5ug/kg) (European
Commission, 2010) et 14 échantillons (34.14%) ont révélé un niveau de contamination
supérieur aux LMR de la FDA (20 pg/kg) (Food and Drug Administration, 2019).

La raison probable de ce niveau de contamination éleve par I’AFB; retrouvé dans la
présente étude (moyenne totale : 17.59+17.11ug/kg) peut étre liée a l'utilisation d'ingrédients
alimentaires contaminés. En effet, en Algérie, le mais est le principal intrant utilisé dans
I’alimentation animale suivi du soja, du son de blé et de I'orge (USDA, 2018). Il a ainsi été
rapporté que le mais et les produits a base de mais sont parmi les céréales les plus favorables a
la prolifération des champignons toxinogenes et & leur contamination ultérieure par les
mycotoxines (Bryden, 2012). Par conséquent, la présence de mycotoxines dans les aliments
pour animaux est généralement associée au niveau initial de contamination du mais par ces
toxines (Oliveira et al., 2006).

Contrairement a 1’Algérie ou les tourteaux de cotons ne sont pas intégrés a la ration
alimentaire, d’autres pays, comme le Pakistan, ou la culture de coton occupe une place
importante dans I’économie du pays, représentant pres de 60% de ses exportations (Malik et
Ahsan, 2016), ces derniers constituent un ingrédient essentiel utilis¢é dans I’alimentation
animale. En effet, les tourteaux de coton représentent une bonne source de protéines, leur
consommation par les bovins laitiers augmenterait leur poids vif ainsi que leur production de

lait. Malgré I’importance considérable des tourteaux de coton dans I'amelioration du
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rendement des vaches laitieres, leur utilisation demeure limitée en raison de leur forte
contamination par les aflatoxines. En effet, les tourteaux de coton peuvent contenir des taux
¢levés d’aflatoxines. Chauhan et al., 2016 ont signalé un niveau de contamination élevé (68%)
d'aflatoxine dans les tourteaux de coton. Plus recemment, Shar et al., 2019 ont rapporté que
sur les 110 échantillons de tourteaux de coton analyses, 88 (80%) étaient contaminés a I’AFB;
avec une moyenne de 41 (ug/kg). D’autres auteurs ont expliqué que les tourteaux de coton
sont les plus sensibles aux attaques fongiques, en raison de leur richesse en protéines et en
lipides, ce qui en fait des ingrédients fortement contaminés aux aflatoxines (Akbar et al.,
2019)

D’autres auteurs se sont intéressés a la présence de I’AFB; dans les tourteaux de
tournesol. En Tanzanie, Mohammed et al., 2016 ont recherché 1’AFB; sur des échantillons
d’aliments de bétails constitués de tourteaux de tournesol. Sur les 20 échantillons analysés,
65% étaient contaminés a 1’AFB;, avec 61,53% des échantillons contaminés dépassant les
LMR établies par 1’Union Européenne (5 pg/kg). Cette étude a révélé que les niveaux de
contamination par 1I’AFB;, différaient d’une région a une autre. En effet, la moyenne de
contamination la plus basse (2,34 + 0,47 ug/kg) a été signalée dans une région ou les bonnes
pratiques de stockage étaient respectées. Alors que des niveaux de contamination plus élevés
(8.48; 8.80; 11.19; 11.96 ug/kg) ont été rapportés dans les autres régions, les auteurs ont
expliqué ces résultats par I’absence d’installations adéquates pour le stockage des aliments, en
effet, les éleveurs s’approvisionnaient au niveau des marchés de gros, pendant la saison ou le
codt des aliments est bas, et les stockaient pendant de longues périodes. D’autres pratiques ont
également été signalées par les auteurs, ou les agriculteurs mélangeaient le son de mais aux
tourteaux d’arachides, sans se soucier de la qualité des aliments. Les auteurs ont également
rapporté que la plupart des agriculteurs n’étaient pas sensibilisés au risque mycotoxicologique

et de son impact sur la santé animale et humaine.

Cette moyenne de contamination élevée enregistrée durant la présente enquéte pourrait
avoir une influence directe sur la santé des animaux. En effet, plusieurs études ont signalé que
I’ingestion d’aliments contaminés par 1I’AFB; entrainerait une diminution de la résistance aux
maladies infectieuses chez les animaux, une baisse de la production de lait, une détérioration
de la qualité du lait ainsi que des avortements (Whitlow et Heagler, 2004 ; Akande et al.,
2006).
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Les résultats de notre étude sont similaires a ceux obtenus en Tunisie, ou une moyenne
de contamination par I’AFB; de 18.98 +/- 16.30 (ug/kg) a été retrouvée, avec 85.7% (N=21)
des échantillons de mais analysés contaminés par les AFT (Aflatoxines Totales) et seulement
27.8% contenaient I’AFB; (Jedidi et al ., 2016). De méme, Une autre étude menée également
en Tunisie, a enregistré un niveau moyen de contamination des aliments de bétail par I’AFB;
de 18.66+/- 1.4 (ng/kg) .Aussi, 31 échantillons (53.44%) dépassaient les LMR établies par
I’Union Européenne (5 pg/kg) (Abbes et al., 2012). Ces résultats similaires pourraient
s’expliquer par le fait que la Tunisie et I’ Algérie sont des pays méditerranéens dont le climat
est caractérisé par des températures chaudes, une humidité élevée et une pluviométrie faible,

ces conditions pourraient ainsi favoriser la croissance des moisissures toxinogénes.

La concentration moyenne en AFB; dans les échantillons d’aliments pour animaux
analysés dans la présente étude se rapproche de celle obtenue en Iran ou une moyenne de 26.4
po/kg et un niveau de contamination de 100% (N=40) des échantillons étudiés ont été
rapportés. La raison probable de cette incidence élevée en aflatoxines est probablement due a
I’utilisation du mais contaminé dans 1’alimentation animale, en effet, 80% du mais produit en
Iran est destiné & la consommation animale (Eskandari et Pakfetrat, 2014). Par ailleurs,
plusieurs études menées dans les principales provinces d’Iran ont signalé une concentration
élevée en AF dans des échantillons de mais destinés a la consommation animale et humaine
(Karami-Osboo et al ., 2011 ; Ghiasian et al., 2011) .

Nos résultats peuvent également s’expliquer par les observations faites sur le terrain,
en effet, le manque d’installations appropriées pour le stockage des aliments, 1’entreposage
des sacs d’aliments ouverts a méme le sol, I’insuffisance du contréle par les autorités

sanitaires, ont été constatés durant notre étude.

Malgré une moyenne élevée de contamination par I’AFB; enregistrée dans la présente
étude, nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus au Brésil par Franco et al., 2019, ou, une
moyenne de 100 pg/kg a été rapportee, avec 13% d’échantillons d’aliments pour animaux
contaminés par I’AFB; (N= 45) a des niveaux de concentration allant de 8.7 — 390 pg/kg. Par
ailleurs, 4 échantillons d’aliments de volailles, et 2 échantillons d’aliments de vaches laitiéres
avaient dépassé les LMR établies par la directive 2002/32 / CE. De méme, plusieurs études
réalisées dans d’autres pays d’Amérique latine, ont signalé une prévalence ¢élevée
d’aflatoxines dans le mais fraichement récolté et stocké (Garrido et al., 2003). Plus
recemment Costamagna et al., 2019 ont rapporté que 81,3% des échantillons d’aliments de
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bétail analysés étaient contaminés par I’AFB; , avec 19% des échantillons dépassant les LMR
établie par I'UE (5 pg/Kg). 1l nous semble important de souligner que I’ Argentine et le Brésil
se sont places parmi les deux premiers exportateurs de mais vers 1’Algérie pour les années
2015-2016-2017-2018-2019. En effet, 1’Argentine et le Brésil représentent, respectivement,
88.4% et 7.1% de la quantité totale de mais importé destiné a 1’alimentation animale pour
I’année 2019 (Direction Générale des Douanes, 2019). Ainsi, les concentrations élevées en
AFB; retrouvées dans notre étude pourraient s’expliquer en partie, par les pays de provenance
du mais, ici I’ Argentine et le Brésil, ou plusieurs rapports, ont révélé que les mycotoxines les
plus fréquemment retrouvées dans cette céréale sont les aflatoxines (Jager et al., 2013; Souza
et al., 2013). Il convient également de noter, que les longs itinéraires d’expédition peuvent
constituer un risque de développement de champignons aflatoxinogenes, surtout dans les

situations ou les contréles au débarquement sont insuffisants (Tantaoui-Elaraki et al., 2018).

En Chine les moyennes de contamination par I’AFB; dans le mais destiné a
I’alimentation animale étaient de 44.5-65.7-28.4 (ug/kg) respectivement pour les années 2012,
2013, 2014. Ces résultats sont nettement supérieurs aux nétres, sauf pour I’année 2014 (28.4
Mg/kg) et pourraient s’expliquer par le fait que la région centre de Chine est caractérisée par
un climat chaud et humide avec de fortes précipitations propices a la croissance des

moisissures toxinogenes et a la formation de mycotoxines (Liu et al., 2016).

Des résultats nettement inférieurs aux notres ont été obtenus en Iran avec un niveau
moyen de contamination par I’AFB; de 0.48 pg/kg et de 0.88 pg/kg respectivement dans
I’orge et le son de blé destinés a 1’alimentation animale (Beheshti et Asadi, 2014). Une telle
différence pourrait étre liée aux conditions de stockage des aliments plus appropriées que ce
qui a été observé dans notre étude. Cependant, il convient de noter que, la contamination par
I’AFB; dans le blé et ’orge semble se produire occasionnellement, toutefois cette constatation
n’empéche pas d’instaurer un contréle et une surveillance de I’AFB; dans ce type de céréale
(Mateo et al., 2011 ; Jedidi et al., 2016).

A Taiwan, pays asiatique caractérisé a la fois par un climat tropical et subtropical, une
récente enquéte a été réalisée sur les niveaux de contamination de I’alimentation animale par
les myctoxines. Sur 820 échantillons d’aliments de bétail analysés, 58% ¢étaient contaminés
par ’AFB;, une moyenne de 1.2 pg/kg a été enregistrée. Bien que ces résultats soient
inférieurs a ceux de notre travail, les auteurs soulignent que 91,3% des échantillons étaient

contaminés  par plusieurs mycotoxines (aflatoxines, zéaralénone, fumonisines,
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désoxynivalenol, ochratoxine A). Cette multi-contamination par les mycotoxines dans
I’alimentation animale engendre des effets graves sur la santé des animaux en raison de
I’action synergétique entre les mycotoxines (Pierron et al., 2016 ). Par ailleurs, les conditions
météorologiques extrémes telles que la sécheresse et les pluies excessives semble augmenter
considérablement la prévalence de la contamination multiple par les mycotoxines en Asie
(Yang et al., 2019).

Afin de mieux élucider les phénoménes de multi-contamination par les mycotoxines
du mais cultivé au nord de I’Italie, et de comprendre les phénomeénes de croissance fongique
en cas de la coprésence de plusieurs especes de moisissures et leur impact sur la multi-
contamination par les mycotoxines, une équipe de recherche a contaminé artificiellement des
champs de mais avec plusieurs souches toxinogénes d’Aspergillus flavus, Fusarium
verticillioides et Fusarium graminearum. Ce travail a révélé que I’incidence d’Aspergillus
flavus et la production d’AFB; étaient plus élevées au cours de I'année 2017. En effet, en
2017 les températures enregistrées durant cette enquéte étaient plus élevées qu'en 2016, aussi,
I’année 2017 était considéréee comme étant une annee seche (Giorni et al., 2019). Ceci a
largement influencé l'apparition d’Aspergillus flavus en effet, la littérature rapporte que cette
moisissure préférait les conditions climatiques chaudes et seches (Obradovic et al., 2018).
Cette étude a démontré que dans les cultures de mais inoculées avec les souches de
moisissures précédemment citées, I’incidence d’A. flavus a diminué de 10% lorsque ce dernier
était inoculé avec F. verticillioides, alors que son incidence lors de I’inoculation avec F.
graminearum n’a pas été affectée. Ces observations ont également étaient confirmées par un
plus faible niveau de contamination par I’AFB; lors de la co-inoculation avec F.
verticillioides. Dans les conditions météorologiques de cette étude, il est intéressant de noter
qu’une augmentation des niveaux d’aflatoxines au niveau des champs de mais a été
enregistrée lors d’une Ay < 0,95, ce phénoméne a été signalé dans les cultures co-inoculées
avec A. flavus et F. graminearum. Les auteurs ont interprété ce phénomene par une bio-
compétition entre les deux moisissures, ou F. graminearum aurait engendré des conditions de

stress augmentant considérablement la syntheése d’AFB; par A. flavus (Giorni et al., 2019).

Durant notre enquéte, I’analyse des échantillons d’aliments dont la LOD était
inférieure a celle de la méthode ELISA, a éte confirmée par la méthode HPLC-FLD (LOD de
la méthode HPLC est de 0.06 ng/ml), ou des niveaux de contaminations trés faibles allant de
0.08 a 0.30 (ug/kg) ont été obtenus, ainsi qu’une moyenne de (0,137+0,020 pg/kg) (Tableau

15 et 16). Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que la taille des échantillons finals

89



Résultats et discussion

destinés a étre confirmés par HPLC, a été réduite a 200 g, ceci pour des raisons de transport
aerien. Ce qui a probablement impacté négativement la qualité de nos prélevement, en effet,
les mycotoxines se répartissent de maniere inégale dans un échantillon et ont tendance a étre
concentrées dans certains endroits, que 1’on appelle les «foyers sensibles» alors que le reste de
I’échantillon est exempt de toxines. Ceci est probablement di au fait que les moisissures
toxinogénes ne poussent pas uniformément au champ ou dans les silos de grains. Toutes ces
constatations pourraient expliquer le fait que des niveaux de contaminations si bas ont été

retrouvés dans les échantillons confirmes par la méthode HPLC-FLD (Richard, 2005).

Dans la présente étude, la répartition géographique des niveaux de contamination des
aliments de bétail par I’AFB; (Tableau 11) a montré que la moyenne de contamination était
de 18.84+16.57, 14.19+13.95, 11.82+10.27, (pg/kg), respectivement pour la région centre,
nord- est et nord-ouest, ceci pourrait s’expliquer par les conditions climatiques des différentes
régions étudiées. En effet, I’ Algérie est un pays méditerranéen dont le climat est caractérisé
par des températures chaudes et une humidité élevée. Selon I’Office National de la
Météorologie, les années 2016-2017 étaient caractérisées par un été trés chaud, une sécheresse
sévére, un automne chaud et un manque de pluies durant la saison hivernale dans la plupart
des régions d’Algérie. Benbrook ,2005 a rapporté que les champignons produisent trés
souvent des mycotoxines en réponse au stress cause par des conditions environnementales
extrémes .De plus, il a été rapporté que la sécheresse sévére peut augmenter le risque de
contamination par 1’aflatoxine (Cotty et Jaime-Garcia, 2007). Ces informations doivent étre
considérées avec une attention particuliere, car il semblerait que les conditions climatiques
enregistrées en Algérie soient favorables a la croissance des moisissures toxinogenes
contaminant les graines de céréales et produisant leurs mycotoxines a la fois au champ et

pendant le stockage.

Le changement climatique a été reconnu comme étant un événement accentuant les
problémes émergents liés a la sécurité sanitaire des denrées alimentaires et des aliments pour
animaux a travers le monde (Lake et al., 2012 ; Wheeler et Von Braun, 2013). L’impact de ce
changement climatique sur la présence des mycotoxines dans les denrées alimentaires et les
aliments pour animaux est trés préoccupant. Selon une étude, 1I’AFB; devrait constituer un
danger pour la sécurité sanitaire du mais européen, en particulier dans le scénario qui prévoit
une augmentation de la température de +2°C au niveau du continent européen. Ce scénario de
changement climatique semble étre le plus probable et le plus attendu pour les prochaines

années. De plus, cette étude a mis I’accent sur la possibilité d’augmentation des expositions
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chroniques aux aflatoxines par les populations humaines et animales .De plus, différents
auteurs ont signalé que le changement climatique est responsable de ’apparition d’aflatoxines
dans des régions ou ces derniéres n’avaient pas été détectées auparavant (Kos et al., 2013 ;

Pleadin et al., 2015 ; Vita et al., 2016)

D’aprés des scénarios prévus pour la région méditerranéenne, des temperatures
supérieures a 30°C devraient étre enregistrées, ce qui pourrait étre favorable a la production
d’AFB; par Aspergillus flavus. Par ailleurs, plusieurs auteurs ont rapporté que les niveaux de
contamination par I’AFB; dans les pays méditerranéens étaient souvent plus élevés par
rapport a ceux des pays d'Europe centrale et septentrionale (Binder et al., 2007).Une étude
menée en Tunisie a indiqué que 37°C était la température optimale pour la production d’AFB;
par Aspergillus flavus (Lahouar et al., 2016). En effet, la situation en Algérie semble étre
compatible avec ces scénarios météorologiques. Il est ainsi intéressant de signaler que le
risque de contamination des céréales par les mycotoxines pourrait s’accroitre dans les années

a venir en région mediterranéenne.

En Serbie, 1’un des plus grands producteurs et exportateur de mais en Europe, dont le
climat est décrit comme continental modére, des changements importants des conditions
climatiques ont été enregistrés ces derniéres annees. Les années 2012 et 2013, ont été
caractérisées par une prévalence élevée des aflatoxines dans le mais, ceci a entrainé «une crise
des aflatoxines» qui sévit toujours dans ce pays. Kos et al.; 2018, ont recherché les aflatoxines
dans 3000 échantillons de mais sur une période de cing ans (2012-2016), les résultats de cette
enquéte ont montré un prévalence de contamination de 72.3%, 24.7%, 36.7%, 5%,
respectivement pour les années 2012, 2013, 2015 et 2016. Alors que durant ’année 2014,
aucun échantillon de mais n’était contaminé aux aflatoxines. Des moyennes de
contaminations par les aflatoxines de (37.4+26.2 ; 13.4+16.4 ; 9.9£14.3 ; 3.1+1.4 pg/kg) ont
été obtenues, respectivement pout les années 2012, 2013, 2015, 2016. Ces moyennes élevées
de contamination par les aflatoxines, pourraient s’expliquer par les conditions
météorologiques enregistrées durant les années 2012-2016, en effet, des températures élevées
(30-35°C) ainsi qu’un taux de pluviométrie faible, ont été signalés durant la période d’avril a
septembre 2012, période de croissance du mais. Des conditions particulierement chaudes et
seches ont également été enregistrees durant la période de juin a aoGt 2012, ce qui a
endommagé plus de la moitié des cultures de mais. De plus, la rareté des précipitations a
engendré un stress hydrique aux cultures de mais qui habituellement consomment de grandes

quantités d’eau. Il est & noter que ces conditions méteorologiques extrémes, ont entrainé
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I’apparition de divers ravageurs. En raison de la rareté de 1’eau et de ’apparition d’insectes
ravageurs, le mais était particulierement sensible a I’infection par différents champignons,
augmentant ainsi la probabilité de contamination par les mycotoxines. Contrairement aux
conditions météorologiques chaudes et séches durant les années 2012 et 2013, ’année 2014
était marquée par un taux de précipitation élevé ainsi que des tempeératures plus douces, ces
parametres ont été associés a une augmentation de la quantité d’humidité dans le grain. Ceci a
entrainé des conditions défavorables pour la croissance des espéces d'Aspergillus et la
synthese des aflatoxines, ces observations expliqueraient que durant I’année 2014 aucun
échantillon de mais n’était contaminé aux aflatoxines (Kos et al., 2018). Selon d’autres
auteurs, cette prévalence élevée des aflatoxines dans le mais a été responsable du transfert de
ces toxines dans la chaine alimentaire humaine et animale. Ainsi, la présence d’aflatoxines a
été signalée dans 38,7% des échantillons d'ensilage de mais et 37,0% des échantillons
d'aliments concentrés (Levi¢ et al., 2013). Par ailleurs, ce niveau de contamination élevé en
aflatoxines a eu un impact direct sur l'occurrence de I’AFM; dans le lait et les produits
laitiers, ou Miocinovi¢ et al., 2017 ont rapporté que 58,3% des échantillons de lait cru et
76,3% des échantillons de produits laitiers, analysés ont été contaminés par I'AFM;. Cette
«crise d’aflatoxines» a eu des conséquences directes sur I’économie du pays, ou une baisse de
la consommation du lait et des produits laitiers a été constatée, ainsi qu’une perte comprise
entre 100 et 125 millions d’euros (Radovi¢ et Kekovi¢ , 2014). Toute cette situation, a révelé
les défaillances du systéme de contrdle alimentaire, ainsi que la faiblesse de la réglementation

de ce pays (Brankov et al., 2013).

Tous les travaux précédemment cités s’accordent sur le fait que la synthese des
mycotoxines soit étroitement liée aux conditions climatiques. Une enquéte récente conduite
en ltalie a étudié la corrélation entre les niveaux d'AFB; dans I’alimentation animale et les
facteurs climatiques. Pour se faire, 919 échantillons d'aliments pour animaux ont été examinés
pour la recherche de I’AFB; sur une période de 5 ans (2010 a 2014). Les résultats de cette
étude ont démontré que seulement 0.76% des échantillons n'étaient pas conformes aux teneurs
maximales fixées par la réglementation de I'Union européenne. Les auteurs ont également
rapporté que ces niveaux de contamination bas pourraient étre expliqués par le respect des
bonnes conditions de stockage, surtout au niveau des exploitations animales ou les aliments
sont produits au sein méme de ces fermes. Les moyennes annuelles de contamination par
I’AFB; ont été classées selon 1’ordre décroissant suivant : 2012 > 2010 > 2011 > 2013 >

2014. En effet, durant cette étude, une faible humidité combinée a une température élevée a
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été observée pour les années 2011-2012, ce phénomeéne pourrait avoir exercé un stress pour
les moisissures, ce stress a contribué potentiellement a l'augmentation de la production
d'AFB; par rapport & 2014. Une variabilité saisonniére a également été observée pour la
contamination en AFB; ou une moyenne de contamination prédominante durant I'hiver 2013 a

été observée par rapport aux autres saisons (Vita et al., 2016).

Dans notre étude, nous avons constaté que dans les petites exploitations (nombre de
vaches laitiéres <40) les bonnes pratiques de stockage n’étaient pas respectées. En effet, dans
ce type d’élevage, 1’absence de salle de stockage ainsi que I’entreposage des sacs d’aliments
ouverts a méme le sol ont été observés, ceci pourrait expliquer les taux de contamination
élevés enregistrés au niveau des petites exploitations (17.32+14.57 ug/kg) par rapport aux
exploitations de plus grande taille (12.89£11.26 pg/kg). Nos observations sur le terrain sont
confortées par celles d’une étude qui a révélé des niveaux de contamination en AFB; plus
élevés dans les sacs d’aliments de vaches laitieres ouverts (Mongkon et al., 2017). Ceci
pourrait étre lié aux conditions de stockage et a la composition physico-chimique des aliments
telle que la teneur en humidité, mais aussi a une plus grande quantité d’air transféré dans les
sacs ouverts par rapport aux sacs d’aliments fermés (Mongkon et al., 2017). En effet, ’AFB;
peut étre synthétisée par certaines moisissures aflatoxinogenes pouvant facilement se
développer dans les aliments qui possédent une Aw comprise entre 13% et 18% ainsi qu’une
humidité environnante allant de 50% et 60% (Unusan, 2006).

Il a en effet été observé une augmentation des taux de contaminations par I'AFB;
pendant le stockage, ceci pourrait étre causé par la croissance de moisissures toxinogenes
dans les aliments pour animaux lorsque ceux-ci étaient conservés dans un endroit humide et a
une température optimale au développement de 1’AFB;. De plus, des auteurs ont signalé que
des échantillons de mais stockés pendant plus de six mois contenaient un taux de
contamination par I'AFB; supérieur a 20 pg/kg (Kaaya et Kyamuhangire, 2006). En
Thailande, cinq différentes catégories d’aliments concentrés pour vaches laitieres (CC1-CC2-
CC3-CC4-CCD) ont été analysés pour la recherche de I’AFB; avant et apres stockage, les
niveaux moyens de contamination de CC1-CCD étaient respectivement avant stockage de 5.1,
4.1,4.0,4.2, 4.2 (ug/kg), aprés un mois de stockage la moyenne de contamination était de 9.7,
6.5, 9.8, 13.3, 20 (ug/kg). Cette étude a ainsi démontré une augmentation d’environ 2 a 3 fois
les niveaux de concentrations initiaux en AFB; aprés seulement un mois de stockage
(Mongkon et al., 2017).
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La saison exerce un impact majeur sur la croissance fongique et la production
d’aflatoxines. Notre étude a démontré que les niveaux de contamination en AFB; étaient plus
élevés en hiver par rapport aux autres saisons (Tableau 14), des résultats similaires aux notres
ont été obtenus par Ismail et al., 2017 au Pakistan, ou des concentrations plus élevees en
AFB; en hiver que pendant les autres saisons ont éte enregistrées. Ceci pourrait étre lié d’une
part, aux conditions environnementales favorables a la production d’aflatoxines ainsi qu’a la
durée de conservation des aliments qui semble étre plus longue en hiver. D’autre part, pendant
I’hiver les vaches laitiéres sont gardées a 1’intérieur des étables et nourries avec des aliments
concentrés ou de 1’ensilage stockés dans des conditions inadéquates (Asi et al., 2012). En
effet, plusieurs travaux ont démontré que les fourrages frais sont moins sujets a la
contamination par I’AFB; que les aliments commerciaux (Ashraf et Asif ., 2013 ; Bilandzi¢ et
al., 2014).

Contrairement a nos résultats, I’enquéte d’Akbar et al., 2020 conduite au Pakistan, a
démontré que le niveau de contaminations des aliments destinés aux vaches laitieres par
I’AFB; était plus élevé au printemps comparé aux autres saisons. Ces auteurs ont également
rapporté que sur 240 échantillons d’aliments, 94% avaient dépassés les LMR pour I’AFB;
fixées par la FDA (20png/kg), une moyenne de contamination par 1’AFB; de 43 pg/kg a
également était obtenue. Au Pakistan, la variation de la contamination des aliments par les
aflatoxines est liée a I'hnumidité et a la saison des pluies (en particulier la mousson chaude).
Ainsi, les données de cette étude ont montré que la saison des pluies (allant de juin a
septembre) avait affecté le niveau de contamination des cultures par I’AFB;, en particulier le
mais et le coton. En effet, il a été rapporté que le mais récolté pendant la saison humide avait
un niveau d'AFB; plus élevé (66,4 g/kg) que celui récolté en saison séche (37 pg/kg). Pendant
la période hivernale, les animaux sont gardés a I’étable et nourris avec le mais déja
endommagé, récolté durant la saison des moussons et stocké pendant plusieurs mois, ce qui
s’est traduit par une moyenne de contamination du lait par I’AFM; plus élevée durant I’hiver
(Akbar et al., 2020).

Il convient de signaler que les différences entre les prévalences de contamination par
I’AFB; dans l'alimentation animale, rapportées dans les différents travaux précedemment
cités, dépendent d'un certain nombre de facteurs. Ces facteurs sont, les différences dans la
composition des aliments, le type de matieres premiéres utilisées, la présence d’insectes
endommageant les céréales utilisées dans les préparation des aliments pour animaux, les

conditions de stockage (Thompson et Henke, 2000 ; Moss, 2002), les zones géographiques et
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les conditions climatiques (Dersjant-Li et al., 2003). Plus importants encore, le schéma
d'échantillonnage et la préparation des échantillons sont un outil important qui joue un role
essentiel dans l'intégrité des résultats (Rashid et al., 2012).

La prévalence mondiale des mycotoxines dans 1’alimentation animale a fait 1’objet de
plusieurs enquétes menées par différents groupes de recherche (Streit et al., 2013; Pinotti et
al., 2016; Abudabos et al., 2017). Néanmoins, la prévalence des mycotoxines masquées dans
I’alimentation animale demeure incertaine, en effet, des recherches récentes ont prouvé la
coexistence de mycotoxines masquées avec les mycotoxines libres. Ces mycotoxines
masquées ou modifiées sont produites par les moisissures ou font partie du mécanisme de
défense des plantes infestées par les moisissures toxinogenes. De plus ces mycotoxines
masquées sont inactives et demeurent indétectables par les techniques analytiques
conventionnelles. Toutefois, dans certains cas elles peuvent étre reconverties en mycotoxines
libres dans le tractus gastro-intestinal des animaux, ce qui représente un risque potentiel pour
la santé humaine et animale (Berthiller et al., 2009, 2013; Vendl et al., 2009).

Bien que notre étude sur les niveaux de contamination de I’alimentation animale par
I’AFB; demeure une enquéte limitée, nos résultats mettent en évidence la nécessité d’instaurer
un contrdle régulier des niveaux d’aflatoxines dans les céréales et les aliments pour animaux.
Aussi, notre enquéte souligne I’importance d’améliorer les conditions de stockage des
aliments pour animaux et d’organiser des campagnes de sensibilisation auprés des producteurs
laitiers sur les risques sanitaires des aflatoxines chez ’homme et 1’animal. Une attention
particuliere doit également étre accordée aux pratiques agronomiques, aux conditions
climatiques, a la production et au stockage d'aliments pour animaux. En effet, le marché des
céréales en Algérie est fortement dépendant des importations ou pratiqguement tout le mais
importé est destiné a la consommation animale. Ainsi, il nous semble important de signaler
que la provenance des céréales de différents pays, et leur transformation et utilisation dans des
pays aux conditions climatiques différentes peut influencer la production de mycotoxines.

Par ailleurs, notre travail souligne 1’importance et la nécessité, pour les autorités
sanitaires algériennes, d’établir une réglementation visant a définir les LMR des mycotoxines

dans 1’alimentation animale.
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I11. 2. Présence de ’AFM; dans le lait cru collecté en Algérie

Le lait joue un réle central dans I’alimentation humaine, grace a ses qualités
nutritionnelles exceptionnelles qui couvrent les besoins quotidiens et apporte de nombreux
nutriments essentiels tels que glucides, lipides, protéines, sels minéraux, vitamines et oligo-
éléments essentiels (Ellen et al., 2013) . Parmi les contaminants toxiques qui peuvent étre
présents dans le lait, L'AFM; est considérée comme la toxine naturelle la plus cancérigene qui
contamine le lait et les produits laitiers.

A la suite de 1’étude bibliographique, il est clairement apparu que I’AFM; constitue
une menace sérieuse pour la santé humaine, partant de ces constats, I’objectif de cette partie
de notre étude était d’évaluer les niveaux de contamination par I’AFM; dans le lait cru
collecté dans différentes régions en Algérie.

En Algérie, a ce jour, peu d’informations sur la contamination du lait par I’AFM; sont
disponibles, en effet, une seule étude a eté publiée dans ce sens. Cette étude a concerné
uniquement la wilaya de Constantine (dans le nord-est du pays), ou, ’AFM; a été détectée
dans 5 (11%) des 47 échantillons testés, a des niveaux allant de 9 a 103 ng/L, avec seulement
un échantillon dépassant la limite de 0,050 pg/kg fixée par 'UE (Redouane-Salah et al.,2015).
Les résultats de ce travail sont nettement inférieurs a ceux retrouvés dans la présente enquéte,
ou un taux contamination par I'AFM; de 46,42% a été obtenu (niveaux d’AFM; supérieurs a
0,050 pg/kg limite UE), avec une moyenne totale de 71,92 + 28,48 ng/L (Tableau 17). Cette
différence entre les résultats des deux enquétes peut s’expliquer par le nombre d’échantillons
prélevés plus élevé dans notre travail (n=84), sur différentes régions et pendant plusieurs
saisons.

De plus, cette moyenne de contamination élevée par I’AFM; obtenue dans notre étude,
pourrait étre due a la consommation par les vaches laitiéres, d’aliments contenant I’AFB;. En
effet, durant notre travail un niveau élevé de contamination par I’AFB; a été enregistré
(17.59£17.11 pg/kg). Bien que les ruminants soient généralement plus résistants aux
mycotoxines que la plupart des animaux monogastriques en raison de la capacité de
détoxification partielle des microorganismes du rumen, une étude in vitro a montré que la
dégradation des aflatoxines dans le rumen était inférieure a 10% pour les niveaux de
contaminations en AFB; entre 1 et 10 pg/mL. Il a était démontré qu’environ 0,5 a 5% d'AFB;
sont transférés dans le lait sous forme d'’AFM; (Nachtmann et al., 2007 ; Prandini et al., 2009),
par ailleurs I'AFM; reste détectable dans le lait pendant 3 jours jusqu’a sa disparition dans les

4 jours suivant le retrait des aliments contaminés.
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Le taux de transfert de I'AFM; dans le lait dépend de différents facteurs nutritionnels
et physiologiques, tels que le régime alimentaire, les niveaux d'ingestion et de digestion, 1’état
de santé des vaches laitiéres, la capacité de la biotransformation hépatique et la période de
lactation. Il varie aussi d’un animal a 1’autre et d’une traite a ’autre (Fink-Gremmels, 2008 ;
Duarte et al., 2013; Picinin et al., 2013). Jouany et Diaz, 2005 ont rapporté que le transfert
moyen d'AFB; de l'alimentation vers I'AFM; dans le lait est de 1,7%. Sur cette base, les
auteurs ont calculé que seulement 30 ug/kg d'AFB; dans l'alimentation donneraient 0,5 ug/kg
d'’AFM;. Certains auteurs ont également signalé que chez les vaches a haut rendement,
consommant de grandes quantités d’aliments concentrés, ce niveau de transfert est plus élevé
comparativement aux animaux a faible production (proportionnellement 3.8 contre 2.5%)
(Veldman et al., 1992). En effet, il a été constaté que lorsque les vaches laitiéres recevaient
une ration alimentaire hétérogéne constituée de fourrages et de concentrés, ces derniéres vont
préférer les particules fines et consommeront donc moins de fibres. Ceci va influencer
I’équilibre de la flore bactérienne du rumen entrainant des fluctuations du pH et un
ralentissement de la multiplication des bactéries impliquées dans la détoxification des
mycotoxines, ce qui va considérablement augmenter le taux de transfert de I’AFM; dans le
lait (Costamagna et al., 2019).

L’analyse de confirmation par la méthode HPLC-FLD des échantillons présentant une
LOD inférieure a celle des kits ELISA utilisés durant notre étude, a révélé que 93.30% (n=13)
des échantillons de lait étaient contaminés par I’AFM;( LOD de la méthode HPLC pour la
recherche de I’AFM; est de 0.05 ng/ml )avec une moyenne de 2,67 (ng/L), a des seuils allant
de 3.56 a 60.4 (ng/L). Aussi, un seul échantillon a présenté un niveau de contamination
supérieur aux LMR fixées par 1’Union Européenne (50ng/L). Ces faibles niveaux de
contamination retrouvés par la technigue HPLC-FLD, peuvent étre expliqués par une
extraction plus difficile de cette mycotoxine suite a un contact prolongé de I’AFM; avec les
protéines du lait. En effet, I’affinité de la toxine avec la caséine du lait augmente avec le
temps (Khaddor et al., 2003). Nos échantillons de lait cru ont été collectés et congelés pendant
une longue période (quelques mois) ce qui, selon nous, a pu affecter le taux de récupération
de cette toxine lors de son extraction. Il est remarquable de noter que lorsque des
concentrations élevées d’AFM1 sont présentes dans le lait, la liaison de la toxine aux caséines
devient plus forte, conduisant ainsi a une diminution de la récupération de I’AFM1 pendant
I’analyse (Brackett et Marth, 1982). De méme, les conditions de contamination naturelles du
lait par I’AFM; différent des conditions de contaminations artificielles réalisées pendant les

expérimentations. En effet, lorsque les échantillons de lait sont enrichis avec cette toxine, une
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quantité partielle de I’AFM; peut se retrouver sous une forme libre donc facilement accessible
aux solvants d’extraction, de ce fait le pourcentage de recouvrement dans ce type de
contamination est supérieur a celui de la contamination naturelle (Manetta et al., 2009).

Afin d’évaluer les résultats de la présente étude, il est utile de comparer I’incidence et
les niveaux de contamination d’AFM; obtenus a ceux rapportés dans d’autres enquétes
menées dans les pays voisins et méditerranéens. Ainsi, nos résultats sont supérieurs a ceux
obtenus au Maroc voisin, ou une enquéte récente menée sur 4 régions différentes du Maroc a
montré que sur 67 échantillons de lait (pasteurisés et UHT), 9 (13.4%) étaient contaminés par
I’AFMy, a des niveaux allant de 10 a 77 (ng/L), avec une valeur moyenne globale de 4,46 +
14,09 (ng/L) (Mannani et al., 2021). Un autre travail réalisé également au Maroc, a révelé un
taux de contamination par I’AFM; de 48 (88,8%) (n= 54) des échantillons de lait pasteurisé a
été signalé, a des valeurs allant de 0,001 a 117 ng/L (valeur moyenne de 18 ng/L) (Zinedine et
al., 2007). La présence d’AFM; dans des échantillons de lait de vache en provenance du sud
de I’ltalie a été détectée dans 12,3% (n=416) des échantillons testés, avec une valeur moyenne
de 37 (ng/L), un seul échantillon présentant une valeur de 52 (ng/L) non conforme a la limite
réglementaire établi par 1’Union Européenne (De Roma et al., 2017). Une autre étude menée
en lItalie, a révélé que sur 58 échantillons de lait analysés (lait conventionnel, lait issu de
fermes biologiques), I’AFM; a été détectée dans 35 échantillons (60.34%). Les niveaux de
contamination enregistrés dans les échantillons positifs variaient de 9 a 26 ng/L, avec une
moyenne de 16 (ng/L). Aussi, aucune différence significative (P > 0,05) n'a été observée dans
les niveaux de concentration d’/AFM; des deux catégories de produits. Par ailleurs, malgré un
taux de positivité élevé, aucun échantillon n’a dépassé les LMR fixées par 1’Union
Européenne (50ng/L). Les auteurs ont finalement conclu que les données de cette étude ont
démontré I’efficacité du processus de contréle alimentaire réalisé avant la commercialisation
du lait, prouvant ainsi que la crise d’aflatoxines qui a caractérisé 1’été¢ 2012, ou des niveaux de
contaminations importants en AFB; ,ont été signalés dans la zone méditerranéenne semble ne
pas avoir affecté le niveau de contamination du lait par I’AFM; ( précédemment discuté dans
la premiere partie de la discussion) (Armorini et al., 2016).

En Macédoine du Nord, I'AFM; a été retrouvée dans 42,4% des échantillons de lait,
avec un niveau moyen de 14,3 (ng/L). Environ 2,9% des échantillons avaient une
concentration en AFM; supérieure aux LMR européennes (Dimitrieska-Stojkovi et al., 2016).
De méme, dans un précédent travail réalisé en Grece, 91 échantillons de lait (46,5%) ont été
contaminés a I'AFM; avec une valeur moyenne de 10 (ng/L), seuls 2 échantillons présentaient
des niveaux de résidus d'AFM; supérieurs aux LMR de I'UE (Tsakiris et al., 2013).
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Par ailleurs, notre enquéte a révélé une incidence similaire d'/AFM; a celle rapportée
par Bahrami et al., 2016 en Iran, ou 54 (84,3%) échantillons de lait cru étaient contaminés par
I'AFM;, avec une moyenne de 59,3 (ng/L). Ainsi, 23 échantillons (35,9%) avaient une
concentration en AFM; supérieure aux LMR établies par I’'UE. Au Liban, une étude a rapporté
que 28 (73,6%) (n=38) des échantillons de lait cru examinés, étaient contaminés par I'AFM; a
un niveau compris entre 2,63 et 126 (ng/L), avec une valeur moyenne de 60,4 (ng/L). Aussi,
21 (60,7%) des échantillons de lait cru ont dépassé les LMR établies par I'UE (Assem et al.,
2011).

Dans la présente enquéte, les niveaux d'AFM; dans 38 des 39 échantillons étaient
inférieurs a la limite maximale de résidus établie par la FDA et le Codex Alimentarius (500
ng/L), cette limite a été dépassée dans un seul échantillon (1,19%). Il est cependant intéressant
de noter, que le niveau moyen de contamination par I’AFM; rapporté dans la présente étude
était inférieur a celui retrouvé dans d'autres pays voisins. En effet, en Tunisie, pays
méditerranéen qui partage les mémes conditions climatiques que 1’Algérie, sur 112
échantillons de lait cru analyses, I'AFM; a été détectée dans 60,7 % des échantillons avec une
moyenne de 1,362 x10* ng/L, 4,4 % des échantillons avaient un niveau de contamination
supérieur a la limite maximale établie par 1’Union européenne. Ces niveaux élevés de
contamination par I’AFM; sont probablement dus aux conditions climatiques de la région qui
sont favorables a la contamination de I’alimentation animale par les champignons
aflatoxinogenes, ce qui s’est traduit par un transfert d’aflatoxines dans le lait cru (Abbes et al.,
2012).

Nos résultats sont également inférieurs a ceux obtenus en Serbie par Tomasevi¢ et al.,
2015, qui ont analysé 678 échantillons de lait cru durant les années 2013-2014 et ont montré
que les niveaux d'’AFM; dans 56,3% et 24,6% des échantillons dépassaient respectivement les
limites maximales fixées par I'UE et les Etats-Unis, avec une moyenne de contamination par
I'AFM; de 282 ng/L. Ces résultats peuvent étre la conséquence des conditions
météorologiques enregistrées durant 1’année 2012 en Serbie, caractérisée par des températures
élevées, un manque de pluie et une sécheresse prolongée, en particulier pendant la période de
croissance et de récolte du mais de mai a aoQt. Par conséquent, une contamination par 1I’AFB;
a été détectée dans 68.5% des échantillons de mais avec des concentrations extrémement
élevées dans 29.5% des échantillons collectés en 2012, une moyenne de 36.3 pg/kg a éte
signalée (Kos et al., 2013).

La moyenne de contamination par 1’AFM; obtenue dans certains pays asiatiques

comme le Pakistan, semble étre nettement plus élevée que les résultats de la présente étude.
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Une étude récente menée au Pakistan a révélé que 53% des échantillons lait prélevés (n=240)
au niveau des fermes laitieres étaient contaminés a les valeurs supérieures aux LMR fixées
par les Etats-Unis (500ng/L).Une moyenne de contamination de 590 (ng/L) a également était
rapportée. Ces niveaux de contamination élevés sont directement liés a la présence d’AFB;
dans I’alimentation animale, en effet, durant cette étude une moyenne de contamination par
I’AFB; de 43 pg/kg dans les aliments de bétail a été signalée. Les auteurs ont aussi rapporté
que durant leur enquéte, et dans le but d’augmenter la production laitiere, les éleveurs
nourrissaient leur animaux avec du pain ranci, des concentrés, du mais et des tourteaux de
graines de coton, ces aliments sont stockés pendant de longs mois et donnés aux animaux afin
de pallier le manque de fourrage pendant la période hivernale (Akbar et al., 2020). Un autre
rapport du Pakistan a signalé que I'AFM; a été détectée dans 143 (91,7%) des 156
échantillons de lait frais analysés, avec un niveau moyen de 342,2 (ng/L). Dans 125 (80,1%)
et 51 (32,7%) prélevements, la concentration en AFM; était supérieure a la limite maximale
fixée respectivement par I'Union Européenne et les Etats-Unis (Asghar et al., 2018).

A TP’instar des autres pays asiatiques, I’Inde posséde un climat tropical propice au
développement des moisissures toxinogenes et a la production d’aflatoxines. Dans une récente
étude réalisée dans ce pays, des concentrations d’AFM; nettement supérieures aux notres ont
été obtenues. Ainsi, 58% (n= 189) des échantillons de lait cru analysés étaient contamines par
I’AFM;, avec respectivement 50,8% et 36,5% des échantillons testés avec des teneurs en
AFM; supérieures aux LMR de 1’Union Européenne (50 ng/L) et des Etats-Unis (500 ng/L).
La moyenne des échantillons positifs était de 917 ng/L. Le taux de contamination élevé par
I’AFM; révélé dans cette enquéte est probablement lié a I’alimentation recue par les bovins
laitiers, en effet, plus de 70% de la ration alimentaire de ces animaux est constituée de
céréales (mais, blé) et de tourteaux (arachides, soja, etc.), ces aliments sont sensibles a la
synthése d’aflatoxines par les moisissures toxinogénes. Un autre élément important signalé
par ces auteurs est que les conditions climatiques chaudes et humides des régions concernées
par ce travail sont propices a l'invasion fongique, a la production de mycotoxines, comme les
aflatoxines. Par conséquent, si les animaux recoivent des aliments fortement contaminés par
les aflatoxines, la possibilité d’apparition de I’AFM; dans le lait sera plus importante. Les
facteurs de risques associés a une prévalence élevée par ’AFM; ont également étaient
évoqués dans cette étude. Ainsi, I’analyse invariable des facteurs de risque a démontré que les
niveaux de contaminations éleves par I’AFM; étaient significativement augmentés lorsque les

animaux recevaient des aliments concentrés. De méme, ces taux de contaminations élevés
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étaient associés a un stockage d’aliments concentrés pendant de longues périodes et dans de
mauvaises conditions (Patyal et al., 2020).

Dans les pays africains voisins, comme I’Egypte, une étude récente a enregistré des
niveaux de contamination du lait cru par I’AFM; nettement supérieurs aux nétres. Tous les
échantillons de lait étaient contaminés par I’AFM;, a des concentrations allant de 20 a 190
(ng/L), avec 70% des échantillons contenant des teneurs en AFM; supérieures aux LMR
fixées par I'Union Européenne (50 ng/L). Cette enquéte a révelé que la population égyptienne,
vivant dans la région d'Assiout est exposée a un grave probléme de santé publique, surtout en
absence d’une réglementation officielle sur la présence de I’AFM; dans le lait et les produits
laitiers dans ce pays (Abdallah et al., 2019). Une autre étude conduite dans la province
d’Aswan en Egypte, a révélé que 49% des échantillons de lait contenaient des niveaux
d’AFM; allant de 53 a 207 (ng/L), une moyenne de 100,3 (ng/L) a également été enregistrée.
Les auteurs ont conclu que les températures élevées (39°C-41°C) et I'humidité élevée (58%-
61%) enregistrées dans le sud de I’Egypte, ont probablement augmenté les quantités
d'AFB;dans 1’alimentation animale. Ainsi, I'augmentation de la consommation d'aliments
contaminés par I'AFB; par les bovins laitiers s’est répercutée par une incidence élevee
d’AFM; dans le lait. Ces résultats prouvent également que I’AFM; peut étre considérée
comme un danger possible pour les consommateurs des régions sus mentionnées (Zakaria et
al., 2019).

La synthese des différentes enquétes précédemment citées, nous a permis de constater
que les niveaux de contamination par I’AFM; dans les pays européens étaient
considérablement inférieurs a ceux observés au Moyen-Orient et en Afrique. Ceci pourrait
s'expliquer par la mise en ceuvre, dans les pays européens , de réglementations spécifiques
concernant les niveaux maximaux de contamination par les aflatoxines (Commission
européenne, 2010), de procédures d'échantillonnage et de méthodes d'analyses pour le
contrdle officiel (Commission européenne ,2006), de contréle interne des niveaux d’AFM; au
niveau des laiteries , des mesures de prévention afin d’éviter la contamination de
I’alimentation animale par les aflatoxines , ainsi que la production d'aliments pour les bovins
laitiers dans le respect des bonnes pratiques de stockage (Tomasevic et al., 2015) .

Ces observations indiquent également que les niveaux de contamination par I'AFM;
dans le lait different d'un pays a l'autre. Ces variations pourraient étre associées aux
differentes méthodes analytiques de déetection des toxines, a des différences dans la qualité du
fourrage et des aliments, au régime alimentaire des vaches, a la situation géographique, au

climat et aux variations saisonniéres, aux variations génétiques des vaches laitieres, aux
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systemes d'élevage et aux conditions de stockage des aliments (Eskandari et Pakfetrat, 2014,
Igbal et Asi, 2013). De plus, la grande variation de la contamination du lait par I'AFM;
pourrait aussi étre liée d’autres facteurs, comme I'espece animale, le moment de la traite, le
niveau de consommation d'AFB; et la quantité de lait produite par les mammiferes (Assaf et
al., 2019).

La présente étude a revélé des variations considérables du taux de contamination par
I'AFM; dans les échantillons de lait provenant des différentes régions algériennes. Le taux de
positivité des échantillons était de 30,43% dans le nord-est, 77,27% dans le centre et 38,64%
dans le nord-ouest. Ces variations peuvent étre liees a des différences geographiques et
climatiques (Rama et al., 2015). Il a été signalé que les températures élevées associées au
changement climatique favorisent la contamination par les mycotoxines (Paterson et Lima,
2010). En effet, il semblerait que les variations de température et d'’humidité d'un pays a
l'autre ou d'une région a une autre d'un méme pays influencent les niveaux de contamination
par les mycotoxines (Prandini et al., 2009)

De plus, dans la présente étude, les niveaux moyens d'AFMj les plus élevés ont été
enregistrés au printemps (106,92 + 41,92 ng/L) et en automne (88,79 * 25,34 ng / L)
(Tableau 19). Ces données peuvent étre confirmées par le fait que les années 2016-2017
étaient caractérisées par une sécheresse sévere durant 1’ét¢, un manque de pluies durant la
saison hivernale ainsi qu’un automne chaud dans la plupart des régions algériennes (Office
National de la Météorologie, 2017 ; Office National de la Météorologie, 2018). Ces
conditions climatiques sont favorables a la croissance des moisissures toxinogénes et donc a
I'altération des aliments pour animaux (Cotty et Jaime-Garcia , 2007). En effet, selon des
études realisées en Croatie, 33% des échantillons de lait de vache collectés pendant le
printemps (Bilandzi¢ et al., 2014) et 9,32% des échantillons recueillis pendant I'automne
(Bilandzi¢ et al., 2015) dépassaient les niveaux d'AFM; établis par I'UE. De méme, notre
étude a démontré qu'en automne, les niveaux d'AFM; dans un seul échantillon de lait (1,19%)
dépassaient la limite maximale fixée par le Codex Alimentarius et les Etats-Unis (500 ng/L).

Contrairement a nos résultats sur la saisonnalité , Akbar et al., 2020 dans une récente
étude menée au Pakistan, ont rapporté que la saison hivernale était plus critique a la
contamination du lait par I’AFM;, avec une moyenne de 680 (ng/L), entrainant une
contamination plus élevée a I'AFM; durant I’hiver et ainsi qu’un nombre maximal
d'échantillons dépassant les LMR des Etats-Unis (500ng/L). Durant I’hiver, afin de pallier le
manque de fourrages verts, les bovins laitiers sont nourris avec des aliments concentrés et des

tourteaux de coton achetés durant 1’été et stockés durant des mois jusqu’en hiver. Ainsi,
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comme expliqué durant la premiere partie de notre discussion, ces mauvaises conditions de
stockage semblent étre favorables au développement de moisissures aflatoxinogénes et a la
contamination par les aflatoxines. Des résultats contradictoires aux nétres ont également été
retrouvés dans d’autres travaux, en effet, une autre étude conduite également au Pakistan a
signalé une moyenne de contamination par I’AFM; plus élevée en été que pendant la période
hivernale, avec respectivement une moyenne d’AFM; dans les échantillons de lait, de 375 +
15.3 (ng/L) et 253 £ 10.3 (ng/L), durant I’été et la période hivernale. Fait intéressant a
rapporter, au Pakistan 1’été débute de mai a ao(t, cette saison de mousson est marquée par de
fortes pluies ainsi que des températures trés élevées pouvant parfois atteindre 45.3°C. Ces
conditions climatiques posent évidemment de graves problemes pour la production d'aliments
pour animaux. Par ailleurs, plusieurs auteurs rapportent que les climats chauds et humides
sont favorables a la croissance fongique et a 1’altération des céréales et des aliments pour
animaux, en effet, les variations saisonniéres enregistrées dans cette étude avaient tendance a
accroitre la contamination par les aflatoxines durant 1I’été (Asghar et al., 2018).

Plusieurs études s’accordent sur le fait que I'AFM; résiste aux différents traitements
thermiques utilisés dans les procédés de transformation du lait telle que la pasteurisation et
l'ultra- haute température (Galvano et al., 1996; Martins et Martins , 2000; Park, 2002). De
plus, I’étude d’Oruc et al., 2006 a démontré que le niveau de contamination par I’AFM; est
resté constant pendant la période d’affinage du fromage. Le fromage pourrait étre considéré
comme l'un des produits laitiers les plus concernés par la contamination a I’ AFM; (Bahrami et
al., 2016). En effet, cette mycotoxine a une faible affinité pour la fraction lipidique et une
forte affinité pour la caséine du lait, ce qui favorise son passage dans le caillé plutét que dans
le lactosérum (Galvano et al., 1996; Hassan et Kassaify, 2014). Cette hypothése est soutenue
par plusieurs études comme celle d’Ismaiel et al., 2020 qui ont enregistré une concentration
d’AFM; plus élevée dans les échantillons de fromage (Karish) par rapport aux échantillons
lait cru, ce qui indique clairement I’affinité de I’AFM; pour la fraction caseique du lait.
L’augmentation des niveaux de concentration d'AFM; dans le fromage dépend de plusieurs
parameétres comme le type de fromage, le degré de contamination initial du lait, les procédés
de fabrication et la quantité d'eau éliminée pendant le processus de fabrication (Igbal et Asi,
2013).

D’autres travaux ont obtenu des résultats contradictoires concernant le taux de
distribution de I’AFM; entre le lactosérum et le caillé. En effet, ces auteurs ont enregistré un
pourcentage plus élevé d'AFM; transféré dans le lactosérum que le caillé lors de la fabrication

du fromage (Pietri et al., 2016). Cette différence pourrait étre due a un facteur important qui
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est I’utilisation de lait naturellement ou artificiellement contaminé par I’AFM; en fromagerie.
En effet, lors d’une contamination naturelle, ce critere permet de reproduire fidelement
I’action de I’AFM; sur les différents types de fromage. Par ailleurs, le taux de transfert de
I’AFM; du lait vers le fromage est plus élevé dans les fromages a pate dure que dans les
fromages a pate moelle (Pecorelli et al., 2020).

Dans le but d’étudier la distribution et la stabilité de I’AFM; dans un fromage frais
traditionnel brésilien, Fernandes et al., 2012 ont contaminé artificiellement 40 L de lait cru
avec une solution standard d’AFM;, a différentes concentrations. Chaque 10 L de lait ont été
enrichis avec une solution d’AFM; de 0,250 ng /ml, 0,500 ng/ml, 0,250 ng /ml inoculés avec
une culture de Lactococcus lactis spp. lactis et Lactococcus lactis spp. cremoris et, 0,500
ng/ml ensemenceés par ces mémes bactéries lactiques. Le fromage frais a par la suite été
fabriqué et les niveaux d’AFM; ont été quantifiés dans tous les fromages obtenus. Les
résultats de cette é¢tude ont montré que le pourcentage de transfert de I’AFM; du lait vers le
fromage était respectivement de 42,26 % et 38,51% dans le lait traité avec 0,250 et 0,500
(ng/ml) d'AFM;. Dans les autres lots de lait enrichis avec 0,250 et 0,500 ng/ml d'AFM; et
ensemencés de ferments lactiques, des taux de transfert d'AFM; du lait au fromage étaient
respectivement de 30,64 % et 34,91%. Ainsi, 1''utilisation de ferments lactiques n'a pas
influencé le transfert d’AFM; du lait au fromage. Au 30°™ jour du stockage, le niveau de
contamination par I’AFM; était 2,14 a 2,60 fois plus élevé que les niveaux d’AFM; dans le
lait initialement contaminés. Ceci pourrait s’expliquer par un phénoméne de concentration de
la toxine dans le fromage.

Il est important de noter que la réglementation européenne n’a fixé aucune LMR pour
la présence de I’AFM; dans les produits laitiers. Cependant , l'article 2 du reglement de la
commission européenne N° 1881/2006 (Commission européenne, 2006) définit un facteur
spécifique de concentration ou de dilution, ce facteur est un parameétre important qui doit étre
¢tabli afin d’évaluer le niveau maximal de contaminants dans les denrées alimentaires
séchées, diluées, transformées et/ou composées ceci dans le but d'assurer une protection
maximale de la santé humaine. Les données recueillies a partir de nombreuses études, ont
démontré que les facteurs de concentration différaient selon le type de fromage (pate molle,
pate dure), ces études s’accordent sur le fait que les facteurs de concentration étaient plus
élevés dans les fromages a pate dure que dans les fromages a pate molle. Ces travaux
suggerent que la classification des fromages dans les deux grandes catégories précédemment
mentionnées et l'attribution conséquente d’un facteur de concentration, peut ne pas étre

précise en raison de preuves expérimentales montrant que les fromages appartenant a la méme
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catégorie de dureté sont caracterisés par différents facteurs de concentration (Pecorelli et al.,
2018).

Contrairement aux concentrations élevées d’AFM; dans le fromage rapportées dans les
études precédemment citées, un récent travail a été mené sur les niveaux de contamination par
I’AFM; dans le «Zabady» qui est un yaourt traditionnel populaire en Egypte fabriqué a partir
d’un mélange de lait de vache et de buffle. Cette étude a révelé une concentration moyenne
d'’AFM; dans les échantillons de Zabady inférieure a celles trouvées dans les échantillons de
lait et de fromage (Ismaiel et al., 2020).Ceci pourrait étre expliqué d’une part par la liaison de
I’AFM; a la paroi de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus utilisés pour la
fabrication de ce yaourt et son élimination par la suite par ces bactéries (Mohajeri et al.,
2013). D’autre part, les bactéries lactiques du yaourt convertissent le lactose du lait en acide
lactique, il en résulte un abaissement du pH a 4,0-4,5, ce qui dénature ou coagule la caséine
affectant ainsi I'adsorption de I'AFM; dans le coagulum du yaourt (Fallah et al., 2011).

Plusieurs méthodes de décontamination microbiologique des produits laitiers
naturellement contaminés par I’AFM; ont été étudiées par différents groupes de chercheurs,
parmi eux Shigute et Washe (2018) qui se sont intéressés a la réduction des niveaux d'AFM;
au cours de la production d’un lait fermenté traditionnel couramment consommé en Ethiopie.
Pour ce faire, des bactéries lactiques précédemment isolées du lait fermenté ont été utilisées :
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei
spp. casei, Lactobacillus helveticus, Streptococcus faecalis, Streptococcus thermophilus, et
Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris. Les résultats de cette étude ont montré une
diminution de plus de 50% dans la concentration d’AFM; au niveau des échantillons de lait
ensemencés avec les bactéries lactiques précédemment citées, cette observation a été
constatée apres cinq jours d’incubation. Cette étude a également révélé que la température
ambiante (25-30°C) joue un role important dans la réduction des niveaux d’AFM; dans ce
type de produit laitier, en effet, ce phénomene peut étre expliqué par la prolifération des
bactéries lactiques dans cette gamme de température. Bien qu'aucun consensus concernant le
mécanisme de réduction de I’AFM; par les bactéries lactiques n'ait été eétabli, deux
mécanismes possibles peuvent étre envisagés. Le premier mécanisme évoqué est celui d’une
adhésion de la toxine aux composants de la paroi cellulaire bactérienne (polysaccharides et
peptidoglycanes). Le second mécanisme est celui d’une dégradation de la toxine par
hydrolyse du cycle lactone grace a 1’augmentation de la concentration de 1’acide lactique

produit au cours de la fermentation (Mishra et Das, 2003).
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Les niveaux de contamination par I'aflatoxine M; dans le lait de chévre et de brebis
sont généralement inférieurs & ceux du lait de vache (Virdis et al., 2008). Ces animaux
paturent principalement sur les prairies et ont une consommation plus faible en aliments
concentreés, ce qui réduit leur exposition aux aflatoxines. Ces constatations ont été confirmées
par 1’¢étude de Bilandzi¢ et al., 2017 qui ont signalé des niveaux de contamination par I’AFM;
dans le lait de chevre et de brebis nettement inférieurs a ceux du lait de vache. Aussi, aucun
¢échantillon de lait de chévre et de brebis n’a dépassé les LMR de 1’Union européenne, alors
que 0.3% des échantillons de lait de vache avaient des valeurs supérieures aux LMR
européennes.

Une autre étude menée en Iran vient appuyer ces hypothéses, ou 84.3% (n=64) des
échantillons de lait de vache, et 44.6% (n=56) des échantillons de lait de chévre étaient
contaminés a I’AFMj, avec une contamination plus élevée par I’AFM; dans le lait de vache
par rapport au lait de chévre. Cette différence significative peut étre associée a des variations
dans les pratiques alimentaires pour chaque espéce. En effet, la concentration élevée de
I’AFM; dans le lait de vache est peut étre due au fait que les vaches soient élevees dans des
exploitations laitieres et nourries avec des aliments concentrés ou de I’ensilage stocké dans
des conditions inadéquates. Alors que les faibles niveaux de contamination par I’AFM;
peuvent étre attribués au fait que les chevres sont souvent nourries aux paturages (Bahrami et
al., 2016) .

Peu de données sur la présence de I’AFM; dans le lait de bufflonne sont disponibles
dans la bibliographie, ceci est di a localisation géographique limitée de cette espece dans le
monde. En dépit de ce constat, quelques études se sont intéressées au lait de bufflonne. De
Roma et al., 2017 dans une étude réalisée dans le sud de I’Italie, ont recherché I’AFM; dans
des échantillons de lait de bufflonne (n=388) et de vache (416). Ce travail a révélé une
incidence de contamination par I’AFM; de 7.2% et de 12.3% respectivement pour le lait de
bufflonne et de vache. Ces résultats ont démontré que le lait de bufflonne et de vache
provenant de cette région présenteraient un faible niveau de contamination par I’AFM;.Ce qui
témoigne des bonnes pratiques de stockage et de la qualité des aliments recus par ces
animaux. En Turquie, la contamination du lait de bufflonne a également été étudiée, 27%
(n=126) des échantillons de lait de bufflonne contenaient des concentrations d’AFM; allant de
8 a 32 (ng/l). Aucun echantillon analysé ne présentait un niveau de contamination par I’AFM;
supérieure aux LMR fixées par I’Union Européenne (50 ng/l). Malgré les faibles niveaux de
contamination par I’AFM; obtenus dans cette étude, les auteurs soulignent I'importance du

maintien d'une surveillance continue du lait de bufflonne (Kara et al., 2014).
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Quelques travaux sur la contamination du lait de chamelles par I’AFM;, ont eu lieu
dans les pays qui pratiquent ce type d’élevage comme le Soudan ou une récente étude a révelé
que (15,6%) des échantillons de lait de chamelles provenant de systéme d’élevage semi-
intensif (n=32) ont montré un seuil de contamination par I’AFM; de 50 a 100 (ng/l). Tous les
échantillons positifs ont dépassés les LMR fixées par la commission européenne (50 ng/l),
néanmoins, aucun de ces échantillons n’a dépassé les limites du Codex Alimentarius (500
ng/l). Contrairement aux données obtenues des élevages intensifs, aucun échantillon prélevé
du systeme nomade traditionnel (n=34), ne s’est révélé positif a une éventuelle contamination
par I’AFM; (Yousof et al., 2020). Ces résultats pourraient étre expliqués par le fait que les
troupeaux de chameaux paturent dans des régions désertiques ou les conditions climatiques
sont inappropriées pour la croissance des moisissures aflatoxinogénes. De plus, les aliments
concentrés stockés sont rarement utilisés pour I’alimentation des chameaux (Fallah et al .,
2016).

D’autres études ont rapporté une plus faible contamination par I'AFM; dans le lait de
chamelle collecté en Iran. En effet, les résultats rapportés dans cette étude n‘ont pas dépassé
les limites établies par la commission européenne (50 ng/l) (Fallah et al ., 2016).
Contrairement a ces faibles niveaux de contamination rapportés dans le lait de chamelle, Asi
et al., 2012, dans une enquéte menée au Pakistan ont détecté des niveaux d'AFM; supérieurs
aux LMR européennes. Les auteurs ont expliqué ces teneurs élevées par la ration alimentaire
des chameaux composée d’aliments concentrés stockés qui sont sensibles a la croissance de
moisissures et a la production d'aflatoxines.

Selon Prandini et al., 2009, les laits en poudre ou les laits concentrés présentent des
niveaux de contamination par I’AFM; plus élevés que les autres variétés de lait, ceci résulte
d'une élimination totale ou partielle de I'eau, avec ou sans chauffage, ce procédé conduit a une
concentration des éléments solides du lait et des contaminants tels que I'AFM;. Cette
hypothése a été confirmée par plusieurs études récentes comme celle d’Alahlah et al., 2020
qui ont enregistré un niveau de contamination par ’AFM; de 35% (n=40) dans les
échantillons de lait UHT, et de 100% 14 (n=7) dans les échantillons de lait en poudre. Une
moyenne de contamination par I’AFM; plus élevée (25,50 + 12,06 ng/kg) a été retrouvée dans
le lait en poudre, alors qu’un niveau moyen de contamination par I’AFM; de 14,76 + 10,21
(ng/kg) a été rapporté dans le lait UHT. Moreira et al., 2018 ont également rapporté une
incidence de 76% (n= 50) dans les échantillons de lait en poudre, avec des concentrations
allant de 32 a 2896 ng/l. En outre, cette étude a signalé que le lait en poudre contenait des

niveaux de toxines plus élevées que le lait UHT .Cette contamination plus importante du lait
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en poudre pourrait s’expliquer par 1’élimination de I'eau dans ce type de lait, ce qui se traduit
par un phénoméne de concentration de I’AFM; (Oliveira et al., 2007 ; Virdis et al., 2008). I
est intéressant de noter que la réglementation européenne n’établit aucune LMR concernant ce
type de lait, cependant la forte concentration de I’AFM; dans le lait en poudre nécessiterait la
fixation de limite spécifique pour ce produit.

Enfin, notre enquéte a révélé que les niveaux d'’AFM; dans les échantillons de lait
provenant de petites exploitations étaient plus élevés que ceux des fermes industrielles
(Tableau 18). Cela était cohérent avec nos observations sur le terrain et pourrait s'expliquer
par le fait que les bonnes pratiques de stockage, les mauvaises connaissances agricoles, les
contraintes économiques liées au colt élevé de I’alimentation animale ainsi que les normes
d’hygiéne, ne sont pas correctement observées dans les exploitations traditionnelles. Tous ces
parametres ont entrainé une contamination élevée par I’AFB; dans I’alimentation animale
(Tableau 12,14) comme rapportée dans notre étude, ainsi qu’un niveau de transfert important
de I’AFM; dans le lait cru collecté au niveau des petits élevages (Tableaul2). Contrairement
a nos résultats, d’autres travaux ont signalé que les niveaux de contamination par I’AFM;
n’étaient pas influencés par la taille des exploitations (Hashemi et al., 2016; Patyal et al.,
2020).

L’¢évaluation de Il'intérét prophylactique de 1’addition de paroi de levure a
I’alimentation animale comme agent de détoxification des mycotoxines n’a pas pu étre
réalisée durant notre étude. Au début de notre expérimentation, nous pensions étudier les
effets d’une préparation commerciale d’extraits de parois modifiées de levures sur les niveaux
d’excrétion d’AFM;. En effet, afin de pouvoir mesurer I’efficacité réelle d’un adsorbant a
réduire la biodisponibilité des mycotoxines chez le ruminant, il est indispensable de porter les
efforts d’évaluation sur 1’analyse toxicocinétique des mycotoxines (EFSA, 2009).Ainsi, la
premicere difficulté a laquelle nous nous sommes heurtés était la difficulté d’utiliser un modele
expérimental animal en I’occurrence ici un ruminant (bovin ou brebis laitiere), en 1’absence
d’une station expérimentale animale équipée a cet effet. D’autres obstacles se sont dressés a
nous, comme 1’impossibilité de réaliser des études de toxicocinétique, en effet, dans ce genre
de travail, il est d’un intérét capital de réaliser les différents dosages d’AFB; en comparant les
taux de mycotoxines circulantes et excrétées dans 1’urine et les féces d’animaux exposés avec
et sans adsorbant. Malheureusement, 1’absence d’un laboratoire spécialisé et équipé pour la
recherche des mycotoxines en Algérie était une contrainte majeure dans la conduite de cette

étude. Toutes ces contraintes économiques et humaines, ne nous ont malheureusement pas
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permis de réaliser cette partie de notre étude. Cependant, une synthése bibliographique
récente a déja été abordée dans la partie bibliographique.

Sur la base des résultats obtenus durant notre étude, nous pouvons conclure que la
moyenne élevée de contamination du lait par I’AFM; était en parfaite corrélation avec les
niveaux ¢élevés d’AFB; retrouvés dans 1’alimentation des bovins laitiers, ce qui témoigne du
transfert de 1’ AFB; sous sa forme hydroxylée (AFM,) dans le lait. Ainsi, la consommation du
lait pourrait constituer un réel danger pour la santé publique algérienne, surtout pour les
nourrissons et les enfants qui en raison de la quantité importante de lait consommée par
rapport a leur poids, et de I’'immaturité de leur mécanismes de détoxification biochimiques,
seraient plus sensibles aux effets toxiques de cette toxine.

Notre étude a également mis 1’accent sur la nécessité pour les autorités sanitaires
d’organiser des programmes de formation destinés aux producteurs laitiers et aux opérateurs
de I’agroalimentaire sur le risque li¢ a la contamination par les aflatoxines et leurs
conséquences sanitaires potentielles. Nous recommandons aussi qu’un dépistage régulier de
cette toxine au niveau des laiteries a 1’aide de techniques immuno-enzymatiques telle que
I’ELISA ai lieu, ceci permettra d’établir une base de données sur la prévalence de cette
mycotoxine. Enfin, il nous semble urgent d’établir des LMR pour la présence d’AFM; dans le

lait et les produits laitiers afin de protéger la santé du consommateur algérien.
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Conclusion générale et perspectives

Les objectifs principaux de ces travaux de thése étaient de déterminer 1’occurrence de
I’AFB; dans I’alimentation des vaches laitieres et de rechercher son métabolite hydroxylé
I’AFM; dans le lait cru provenant de plusieurs exploitations laitieres réparties sur différentes
régions du nord algérien. Ceci dans le but d’évaluer I’impact de 1’ Aflatoxine M; sur la santé

publique algérienne tout en évaluant 1’exposition au risque du consommateur algérien.

Notre travail de these est le premier a avoir évalué la prévalence de I’AFB; dans
I’alimentation animale, ainsi 1’é¢tude de la contamination des aliments de bétail par I’AFB; a
révélé des concentrations élevées dépassant les LMR établies par 1’Union Européenne, ceci
vient appuyer nos résultats sur la prévalence élevée de I’AFM; retrouvée dans le lait cru
provenant des différentes exploitations laitieres. Ces niveaux ¢élevés d’AFB; dans les
¢chantillons d’aliments, ainsi que les données limitées sur la contamination de 1I’alimentation
animale par les mycotoxines en Algérie, impliquent la nécessité de I’intensification des

inspections de routines et I’amélioration des conditions de stockage de 1’alimentation animale.

Le moyen le plus efficace pour limiter les niveaux d'AFM; dans le lait repose sur la
surveillance des niveaux d'AFB; dans lI'alimentation animale, cela peut en effet, étre réalisé en
adoptant une démarche basée sur ’analyse des dangers et des points critiques pour leur

maitrise (HACCP), afin de garantir une alimentation saine et de qualité aux bovins laitiers.

Il faut souligner que les résultats de cette thése n’étaient qu'une enquéte centrée sur les
régions nord du pays et que le nombre réduit d'échantillons ne nous permet pas de tirer des
conclusions générales. Toutefois, a la lumiére de ces résultats on peut conclure, que
Iincidence élevée de I'AFM; dans le lait semble constituer un grave probléeme de santé
publique en Algérie, en particulier pour les enfants qui sont plus sensibles aux effets de
I'AFM; que les adultes, cette situation peut en effet créer un risque sanitaire majeur pour la
population algérienne.

Compte tenu de la difficulté de prévenir la contamination par les moisissures
aflatoxinogenes ou du maintien de faibles niveaux d’aflatoxines dans les cultures
conventionnelles, il nous semble évident de miser sur la formation et la sensibilisation des
agriculteurs, des éleveurs et des industriels sur le risque mycotoxicologique. Ainsi, tous ces
acteurs de la chaine alimentaire devront ceuvrer pour I’amélioration des pratiques de stockage

des aliments, et pour la mise en place d’autocontréles intensifs pour la recherche de I’AFM;
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dans l'industrie laitiere. Aussi, dans un souci d’atteindre de faibles niveaux d’AFM; dans le
lait, les échantillons d’aliments pour animaux et de lait provenant de plusieurs fermes laitiéres
devront étre évalués systématiquement pour la recherche d’aflatoxines, ceci afin de protéger

la santé du consommateur.

En perspectives, il serait intéressant d’élargir cette étude a d’autres régions du pays, en
incluant un plus grand nombre d’échantillons d’aliments de bétail et de céréales, et en ciblant
d’autres produits laitiers (lait en poudre, lait infantile, yaourt, fromages, etc.). Des enquétes
sur la multi-contamination par les mycotoxines dans I’alimentation animale et humaine
devraient aussi étre réalisées dans le futur, ces études devraient prendre en considération les
effets toxiques synergétiques causés par la présence simultanée de plusieurs mycotoxines dans
un méme aliment. Ainsi, il est important de garder a 1’esprit que ’apport quotidien total
d’aflatoxines avec celui des autres mycotoxines provenant d’autres types d’aliments pourrait

étre un facteur de risque important pour la santé animale et humaine.

En Algérie, la raison probable du manque de données concernant la présence de
I’AFB; et AFM; dans les denrées alimentaires est liée au manque de laboratoires analytiques
hautement équipés pour la recherche des mycotoxines. Pour cela nous proposons la mise au
point et la validation de techniques analytiques de routine, précises et fiables, ces techniques
pourront ainsi étre utilisées dans des laboratoires peu équipés, nous pensons que la technique
immuno-enzymatique ELISA, qui semble réunir tous ces criteres, pourra étre utilisée dans un
premier temps afin de depister un grand nombre d’échantillons qui pourront par la suite étre
confirmés a 1’aide de techniques chromatographiques (HPLC/FLD, UHPLC-MS/MS ...).

Un programme de surveillance national, large et fréquent visant a établir un bilan des
connaissances approfondies sur la contamination des céréales, du lait, et des produits laitiers
par les mycotoxines devrait étre instauré par les instances gouvernementales algériennes. Ceci
permettrait de fournir des informations scientifiques sur les dangers pour la population
algérienne d’une exposition a de faibles niveaux d’aflatoxines sur le long court. Ces résultats
constitueront ainsi une base de données pour les institutions gouvernementales concernées qui
pourront par la suite, proposer une réglementation algérienne définissant les limites

maximales de ces contaminants dans 1’alimentation humaine et animale.
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Bien qu’il soit prématuré de s’avancer sur la prévalence élevée en Algérie de ces deux
mycotoxines dans 1’alimentation animale et humaine, les résultats de notre travail soulignent
I’'urgence pour les autorités sanitaires de définir une réglementation nationale sur les
contaminants alimentaires et de fixer des LMR sur la présence des mycotoxines dans
I’alimentation humaine et animale. Certains pays maghrébins voisins tel que le Maroc,
disposent déja d’une réglementation nationale (Bulletin Officiel, 2016) fixant un seuil d’alerte

au-dela duquel il existe un risque pour la santé humaine.

En perspective, il serait egalement intéressant d'évaluer le risque d'exposition de la
population algérienne et la probabilité d’apparition de cancer du foie suite a la consommation
de lait et de produits laitiers contaminés par I'AFM;, de méme, I’estimation de la dose

journaliere admissible pour I’AFM; devrait étre prise en considération dans les travaux futurs.
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Résumé

La contamination de I’alimentation animale par les aflatoxines est responsable de pertes
¢économiques considérables, d’'une diminution des performances zootechniques, ainsi que de
graves conséquences sanitaires. S’ajoute a cela une problématique de santé publique li¢e a la
possibilité de transfert de I’AFB; sous sa forme hydroxylée AFM; dans le lait et les produits

laitiers.

Du fait de la toxicité avérée de ces deux mycotoxines (AFB; et AFM,), et dans le but
d’évaluer I’incidence de ces contaminants dans 1’alimentation animale et humaine, les travaux
de notre these ont porté sur la recherche de I’AFB; dans les aliments concentrés destinés a la
vache laitiere, et de son métabolite hydroxylé I’AFM; dans le lait cru. Les prélevements
provenaient d’exploitations laitiéres, au niveau de différentes régions du nord algérien, ont été
analysés a 1’aide de la technique immunoenzymatique ELISA suivie d’une analyse de

confirmation par la technique HPLC-FLD.

Nos résultats ont montré que 41 échantillons d’aliments de bétail (49.4%, N =83) étaient
contaminés par 1’AFB;, et que sur les 41 échantillons positifs, 18 (43.90%) ont présenté une
concentration en AFB; supérieure aux LMR européennes (5ug/kg) et 14 échantillons
(34.14%) ont révélé un niveau de contamination supérieur aux LMR de la FDA (20 pg/kg).

Concernant la présence de I’AFM; dans les échantillons de lait vache, notre enquéte a révélé
un taux de positivité de I’AFM; de 46,42% (N=84) (46,42% des échantillons de lait cru ont
enregistré un niveau d’AFM; supérieur aux LMR de I’U.E), avec une moyenne totale de

71,92 + 28,48 ng/L. Bien que notre étude sur les niveaux de contamination de 1’alimentation
animale par I’AFB; et la contamination du lait cru par I’AFM; demeure une enquéte limitée,
nos résultats démontrent que la moyenne élevée de I’AFM;dans le lait était en parfaite
corrélation avec les niveaux élevés d’AFB; retrouvés dans 1’alimentation des bovins laitiers.
Ainsi, la consommation du lait pourrait constituer un réel danger pour la santé publique
algérienne, surtout pour les nourrissons et les enfants qui en raison de la quantité importante
de lait consommée par rapport a leur poids, et de I'immaturité de leur mécanismes de
détoxification biochimiques, seraient plus sensibles aux effets toxiques de cette toxine. Notre
travail souligne également I’importance et la nécessité, pour les autorités sanitaires
algériennes, d’instaurer une réglementation visant a définir les LMR des mycotoxines dans

I’alimentation humaine et animale.

Mots clés : AFB1, AFM,, aliments de bétail, ELISA, HPLC-FLD, lait cru, mycotoxines.




Abstract

Aflatoxin contamination of animal feed is responsible for significant economic losses, reduced
zootechnical performance, and serious health consequences. In addition, there is a public health issue
related to the possibility of transfer of AFB; in its hydroxylated form AFM; in milk and milk products.

Due to the demonstrated toxicity of these two mycotoxins (AFB; and AFM,), and in order to assess
the impact of these contaminants in animal and human nutrition, the work of our thesis focused on the
research of AFB; in concentrated feed for dairy cows, and its hydroxylated metabolite AFM; in raw
milk. The samples analysed came from dairy farms, in different regions of northern Algeria, using the
enzyme-linked immunosorbent technique ELISA followed by a confirmation analysis using the
technique HPLC-FLD.

Our results showed that 41 feed samples (49.4%, N =83) were contaminated with AFB;, and that of
the 41 positive samples, 18 (43.90%) had an AFB; concentration higher than the European MRLs (5
pg/kg) and 14 samples (34.14%) revealed a level of contamination above the FDA MRLs (20 pg/kg).
Regarding the presence of AFM; in cow’s milk samples, our survey revealed a AFM; positivity rate of
46.42% (N=84) (46.42% of raw milk samples recorded an AFM1 level above the EU MRLs), with a
total average of 71,92 £28.48 ng/L.

Although our study on levels of AFB; contamination of animal feed and raw milk contamination of
AFM; remains a limited investigation, our results show that the high average of AFM; in milk was in
perfect correlation with the high levels of AFB; found in dairy cattle feed. Thus, the consumption of
milk could constitute a real danger for Algerian public health, especially for infants and children who
due to the large quantity of milk consumed in relation to their weight, and immaturity of their

biochemical detoxification mechanisms, would be more sensitive to the toxic effects of this toxin. Our

work also highlights the importance and need for the Algerian health authorities to introduce

regulations to define the MRLs for mycotoxins in food and feed.

Keywords:AFB;, AFM;, feed, ELISA, HPLC-FLD, raw milk, mycotoxins.
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Abstract

Background and Aim: Aflatoxins are metabolites of molds that exert potentially toxic effect on animals and humans. This
study aimed to investigate the occurrence of aflatoxin M, (AFM,) in raw cow milk collected during 1 year (2016-2017) from
different regions of Algeria and risk factors associated with the contamination.

Materials and Methods: During the survey period, 84 samples of raw milk were collected in three regions of Algeria
(northeast, north center, and northwest) during four seasons. AFM, levels were analyzed by competitive enzyme-linked
immunosorbent assay.

Results: AFM, was detected in 39 (46.43%) samples (total mean concentration, 71.92 ng/L; range, 95.59-557.22 ng/L).
However, the AFM, levels exceeded the maximum tolerance limit set by the Food and Drug Administration in the USA
(500 ng/L) in only 1 sample (1.19%). Statistical analysis revealed significant differences (p<0.005) between AFM levels in
milk samples collected in the spring and autumn. The mean AFM levels in samples collected in the spring were significantly
higher than those in samples collected in autumn.

Conclusion: The survey indicates that farmers involved in milk production should be made aware of the adverse effects of
aflatoxin contamination in animal feed. A systematic control program of supplementary feedstuff for lactating cows should

be introduced by the public health authorities.

Keywords: aflatoxin M, Algeria, cow milk, enzyme-linked immunosorbent assay.

Introduction

Aflatoxins are secondary metabolites of molds,
mainly produced by Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus, and Aspergillus nomius [1,2]. They
contaminate a wide variety of food and agricultural
products, such as cereals, seeds, grain, and silage [3].
Aflatoxins are one of the most widely studied groups
of mycotoxins due to their recognized toxicity, and
hepatotoxic, mutagenic, teratogenic, immunosuppres-
sive, and neoplastic effects [4]. Although 17 aflatoxins
have been isolated to date [5], only five of them are
well known and studied extensively from the toxico-
logical point of view. These are aflatoxin B, (AFB,),
B,, G,, G, and M. AFB, is the most important and
potent natural carcinogen and has been classified by
the International Agency for Research on Cancer in
Group 1 of human cancer-causing compounds [5,6].
The most rapidly formed metabolite of AFB, is

Copyright: Mohammedi-Ameur, et al. Open Access. This article is
distributed under the terms of the Creative Commons Attribution
4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit
to the original author(s) and the source, provide a link to the
Creative Commons license, and indicate if changes were made.
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://
creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data
made available in this article, unless otherwise stated.

aflatoxin M, (AFM) produced by the liver in cattle fol-
lowing ingestion of the parental toxin in contaminated
feed [7]. Similar to other aflatoxins, AFM, has been
classified in Group 1 as carcinogenic to humans since
sufficient evidence exists for its hepatocarcinogenic-
ity in humans [5]. Approximately 0.5-5% of AFB, is
transferred in milk as AFM,. After ingestion of cattle
feed contaminated with AFB , AFM| is detectable in
milk within 3 d and becomes undetectable within 4 d
after the contaminated feed is withdrawn [8,9].

Milk is considered a staple food for humans of
all age groups due to its high nutritional value [10].
It plays a central role in human diet and therefore
holds a great economical significance on the global
nutritional level [11]. The rate of AFM, excretion in
milk (carryover) depends on different nutritional and
physiological factors, such as feeding regimen, inges-
tion and digestion rates, animal health, hepatic bio-
transformation capacity, and lactation period [12-14].
Furthermore, AFM, is heat stable in raw processed
milk and dairy products and is not completely
destroyed by pasteurization, sterilization, and other
food processing procedures [15].

Recently, several surveys concerning AFM, con-
tamination and its presence in milk and dairy products
have been conducted in Croatia [16-18], Serbia [19],
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Italy [20-22], France [23], Spain [24], Greece [25],
Iran [26-28], Pakistan [29-31], and Turkey [32,33].
Due to the potential toxicity of AFM,, most countries
have set maximum permissible levels for AFM, in
milk and milk products. In the European Union (EU),
the maximum legal level of AFM, is 0.050 pg/kg for
milk and dairy products [34]. The Food and Drug
Administration (FDA) in the USA and the Codex
Alimentarius set an action level for AFM, in milk is
500 ng/L [35,36]. Unfortunately, the maximum per-
missible level of AFM, in milk has not been estab-
lished in Algeria. To the best of our knowledge, only
one preliminary study of AFM, milk contamina-
tion has been performed, and in only one district, in
Algeria [37].

This study aimed to evaluate the concentration
of AFM, in raw cow milk collected during a 1-year
period (2016-2017) in different regions in Algeria and
to investigate the risk factors associated with such
contamination.

Materials and Methods

Ethical approval and informed consent

Raw milk was collected from bulk tanks on the
farms, which did not need contact with animals. The
present study did not require ethics approval. Informed
consent was obtained from all cattle farm owners.

Study area

Algeria has a surface area of 2,147,570 km? and
is inhabited by more than 42 million people. It is posi-
tioned between the latitude 19°S and 37°N and longi-
tude 9°W and 12°E. More than 60% of the Algerian
population lives in the northern hilly areas. Algeria is
divided into 48 administrative districts. For the pur-
poses of the current study, the country was divided into
five regions (Figure-1): North region (35.3°N-36.8°N
and 1°E-4.7°E), with 10 districts; northwestern region
(35°N-36.3°N and 2°W-1°E), with 10 districts; north-
eastern region (35.3°N-37°N and 4.7°E-8.5°E), with 9
districts; steppe region (33°N-35.3°N and 2°W-8.5°E),
with 11 districts; and south (Sahara) region (19°N-33°N
and 8.8°W-12°E), with 11 districts. The steppe and
Sahara regions were excluded from the study because
they are not cattle-breeding areas (sheep and goat
farming predominates in these two regions).

Sample collection and preparation
For the study, 84 samples of raw fresh cow milk
were randomly collected from dairy cattle farms from

August 2016 to July 2017 (n=23, northeast; n=22,
center north; and n=39, northwest). Raw milk was
collected from bulk tanks on the farms. The individual
sample size was approximately 0.5 L. Samples were
transported to the laboratory in iceboxes and stored
frozen at —18°C until analysis. Personal interviews of
the cattle farm owners enabled the collection of infor-
mation (in the form of a questionnaire) about the num-
ber of cattle per farm, feeding system, feed storage
practices, and sample collection date.

We have considered that on smallholder farms,
a number of cows were <40, and on large farm, the
number of dairy cows was >41.

Season-wise distribution was done as follows:
e Winter: December 2016-January 2017-February

2017
e Spring: March 2017-April 2017-May 2017
e Summer: August 2016-June 2017-July 2017
*  Autumn: September 2017-October 2017- November
2017.

Sample analysis

Milk samples were analyzed using enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Before the
analysis, milk samples were thawed at 4°C for
30 min. Then, 5 mL of the sample was centrifuged
for 10 min at 3000% g at 4°C. After centrifugation, the
lower (serum) layer was collected by aspiration with
a Pasteur pipette. Next, 0.4 mL of milk serum was
mixed with 0.1 mL of 100% methanol (4:1) and used
for ELISA. AFM, levels were determined by direct
competitive ELISA using the AgraQuant® AFM, Plus
ELISA (100/2000 ng/L) kit supplied by Romer Labs®
Singapore Pte. Ltd. (Singapore), following the manu-
facturer’s instructions.

All standards and samples were analyzed in dupli-
cate. One well coated with an AFM  -specific antibody
was used for each standard (0, 100, 200, 500, 1000,
and 2000 ng/L) or sample. For the analysis, 200 puL
of conjugate solution was dispensed into wells. Then,
100 pL of each standard solution or sample were placed
in the appropriate dilution well and carefully mixed.
The solutions (100 puL) were then placed in individ-
ual antibody-coated microwells and incubated at room
temperature (18-30°C) for 20 min. Then, the liquid was
poured out, and the microwell holder was tapped upside
down against an absorbent paper to ensure removal of
liquid from the wells. The liquid was decanted and wells

'L North east region
|:] North central region
_INorth west region

Steppe region
South region

Figure-1: Study area map showing the sample collection regions [Source: Map prepared by the authors].

Veterinary World, EISSN: 2231-0916

434



Available at www.veterinaryworld.org/Vol.13/March-2020/6.pdf

were washed 5 times with a diluted wash buffer. Then,
100 uL of the substrate were pipetted into each well and
incubated for 10 min in the dark. At the end of incuba-
tion, 100 nL of stop solution was dispensed into the anti-
body-coated wells. Sample absorbance was measured at
450 nm using a microwell plate reader (Biotek EIx800,
Winooski, Vermont, USA).

Method validation

According to the AgraQuant® AFM, Plus ELISA
kit, the limit of detection (LOD) of AFM, in fresh
milk is 89 ng/L. The LOD of the method satisfied the
maximum tolerance limit set by the FDA in the US
(500 ng/L) [38]. Samples were considered to be pos-
itive for AFM, if the levels exceeded the LOD of the
assay.

To determine the efficiency of the assay, a stan-
dard solution of AFM, was purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Validation of ELISA
was performed by determining the recovery and mean
variation coefficient in raw milk spiked with different
concentrations of AFM, (100, 250 and 500 ng/L) and
analyzing AFM, in raw milk. The recovery of AFM, in
spiked milk samples was 95.6% (coefficient of varia-
tion: CV=1.23), 94% (CV=1.11), and 99% (CV=1.06)
for spiked concentrations of 100, 250 and 500 ng/L
AFM,, respectively. All experiments were repeated
5 times. The recovery rates satisfied the guide-
lines for recoveries set by the Codex Alimentarius

Standard [39]. The standard calibration showed excel-
lent linearity, with R? value of 0.999.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS
software 20.0 (IBM Corp., NY, USA), at 95% signifi-
cance level. The positivity rates in samples were com-
pared using Fisher’s exact test or Chi-square test. The
mean AFM, levels were compared using Student’s
t-test or ANOVA.

For the risk factor analysis, a univariable analy-
sis for variable selection was first performed at p<0.2,
using the y? test or Fisher’s exact test. The variables
that passed this cutoff were then analyzed by logistic
regression [40]. The variables were ruled as risk fac-
tors when the odds ratio was >1 and p<0.05.

Results

The survey revealed high AFM, levels in the
raw cow milk collected in Algeria (overall mean of
71.92+28.48 ng/L). The positivity rate of AFM, con-
tamination was 46.42%. Further, from 84 (100%)
tested raw milk samples, AFM, levels were below
LOD (89 ng/L) in 45 (53.6 %) samples; between 89
and 300 ng/L in 35 (41.7%) samples; between 301 and
500 ng/L in 3 (3.6%) samples and over 500 ng/L in
1 (1.19%) sample (Tables-1-3).

Based on the region of origin, the mean AFM,
levels in raw milk samples (ng/L) were 32.94+11.87,

Table-1: Distribution of AFM, levels according to the region in Algeria.

Region Districts Number of samples Distribution of AFM, level (ng/L)
Mean=SE (range)
<LOD* 89-300 301-500 >500
Northeast Constantine, Mila 23 16 7 0 0
- 112.42+19 -
- (96.87-147.83) - -
North center Médéa, Tipaza, Djelfa 22 5 15 2 0
- 154.94+£45.15 453.49+6.66 -
- (95.59-231.17) (448.78-458.20) -
Northwest Chlef, Tlemcen, Mascara 39 24 13 1 1
- 125.35+21.28 344.99 557.22
- (100.58-178.48) - -
Overall 84 45 35 3 1
% 100 53.57 41.66 3.57 1.19
*LOD=Limit of detection, AFM,=Aflatoxin M,, SE=Standard error
Table-2: Distribution of AFM, levels according to the farm size in Algeria.
Farm size Number of samples Distribution of AFM, levels (ng/L)
Mean*SE (range)
<LOD* 89-300 301-500 >500
Small 47 25 19 2 1
147.03+43.39 453.49+6.66 557.22
(95.59-231.17) (448.78-458.20) -
Large 37 20 16 1 0
118.09+£23.16 344.99 -
(96.87-183.91) - -
Overall 84 45 35 3 1
% 100 53.57 41.66 3.57 1.19
*LOD=Limit of detection, AFM,=Aflatoxin M,, SE=Standard error
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152.46+44.14, and 57.05+£21.67, in the northeast,
center north, and northwest, respectively (Table-4).
Statistical analysis revealed a significant difference
in the contamination levels of milk between regions
(p=0.013) (Table-4). The mean concentration of
AFM, was significantly higher in the center north
(152.46+44.14 ng/L) than in other regions.

Analysis of season wide distribution indi-
cated a significant difference in the mean con-
centration of AFM, between seasons (p=0.025).
The mean AFM, levels in samples collected in
the spring (106.92+41.92 ng/L)) were significantly
higher than those in samples collected in the autumn
(88.79+25.34 ng/L), summer (59.77£19.65 ng/L), or
winter (60.28+27.38 ng/L) (Table-4).

Consideringthe farmsize, AFM levelsweresignifi-
cantly higher on smallholder farms (90.16+43.02 ng/L)
than on large farms (58.59+27.44 ng/L) (p=0.032)
(Table-4).

Discussion

Mycotoxins pose a serious health threat to
humans and animals. In the current study, we aimed
to evaluate the distribution of AFM, contamination

levels in raw milk across Algerian and to investigate
the risk factors associated with such contamination.
To the best of our knowledge, only one study
on milk contamination by AFM, in Algeria has been
published, concerning the city of Constantine (in the
northeast of the country) [37]. In the study, AFM, was
detected in 5 (11%) out of 47 samples, at levels rang-
ing from 9 to 103 ng/L, with one sample exceeding
the limit of 0.050 pg/kg set by the EU. In the current
study, we observed 46.42% positivity rate of AFM,
contamination (toxin levels exceeding 0.050 pg/kg
EU limit) (Table-1), with the total positive mean of
71.92+28.48 ng/L, considering only the positive sam-
ples (containing 95.59-557.22 ng/L) (Table-1). The
high occurrence of AFM, in the investigated cow milk
samples may be associated with the notion that cows
are kept in local dairy farms and fed compound rations
or silage stored under inadequate conditions. This
can lead to areas highly contaminated with toxigenic
Aspergillus fungi and a consequent aflatoxin formation
[41]. However, the incidence of AFM, contamination
reported in the current study was lower than the inci-
dence in the neighboring Morocco, where AFM, con-
tamination of 48 (88.8%) out of 54 pasteurized milk

Table-3: Distribution of AFM, levels according to the season in Algeria.

Season Number of samples Distribution of AFM, levels (ng/L)
Mean*SE (range)
<LOD* 89-300 301-500 >500
Winter 18 10 7 1 0
112.40+9.65 344.69 -
(103.91-178.48) - -
Spring 7 3 2 2 0
119.08+5.31 453.49+6.66 -
(112.25-125.67) (448.78-458.20) -
Summer 39 22 17 0 0
139.15+23.87 - -
(96.87-231.17) - -
Autumn 20 10 9 0 1
128.17+18.57 - 557.22
(95.59-229.20) - -
Overall 84 45 35 3 1
% 100 53.57 41.66 3.57 1.19

*LOD=Limit of detection, AFM, =Aflatoxin M,, SE=Standard error

Table-4: Univariable analysis of risk factors associated with AFM, positivity in cattle farm milk in Algeria.

Variable Category Number of Number of positive p (y?test) Total samples (ng/L) p (t/K-W test)
samples samples (%) (meanxSD)
Region Northeast 23 7 (30.43) 0.017 32.94+11.87 0.013*
Center north 22 17 (77.27) 152.46+44.14
Northwest 39 15 (38.64) 57.05+21.67
Farm size Small 47 22 (46.80) 0.473 90.16+43.02 0.032*
Large 37 17 (45.94) 58.59+27.44
Season Winter 18 8 (44.44) 0.381 60.28+27.38 0.025%*
Spring 7 4 (57.14) 106.92+41.92
Summer 39 17 (43.59) 59.77+19.65
Autumn 20 10 (50) 88.79+25.34
Overall (%) 84 (100) 39 (46.42) Total 71.92+28.48
Positive samples mean (ng/L)
(ng/L) (mean+SD) 156.71+£43.15
*Significant difference between means (p<0.005). SD=Standard deviation, AFM, =Aflatoxin M,
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samples and ranging from 0.001 to 117 ng/L (mean
value of 18 ng/L) was reported [42].

In the present study, AFM, levels in 38 out of
39 samples were below the maximum action limit estab-
lished by the FDA and Codex Alimentarius (500 ng/L);
the limit was exceeded in only 1 sample (1.19%). Further,
the detected AFM, contamination in milk samples col-
lected in Algeria in the current study was relatively
lower than that in milk produced in other countries.
Tomasevi¢ et al. [19] analyzed 678 raw milk samples
in Serbia during the years 2013-2014 and showed that
AFM, levels in 56.3% and 24.6% samples exceeded the
maximum EU and USA set limits, respectively, with the
mean AFM, levels of 282 ng/L. More recently, in a study
from Pakistan, AFM, was detected in 143 (91.7%) out
of 156 fresh milk samples analyzed, with the mean level
of 342.2 ng/L, and with 125 (80.1%) and 51 (32.7%)
samples containing more AFM, than the maximum EU
and USA set limits, respectively [29]. Collectively, these
observations indicate that AFM, contamination levels in
milk vary among countries. These variations could be
associated with different methods for toxin detection
and differences in the forage and feed quality, cow diet,
geographical location, climate and seasonal variations,
genetic variation in dairy cows, farming systems, and
feed storage [31,43,44].

The current study revealed considerable varia-
tions in AFM, contamination rate in raw milk samples
from different regions in Algeria. The detected sam-
ple positivity was 30.43% in the northeast, 77.27% in
the center north, and 38.64% in the northwest. These
variations may be linked to geographic and climatic
differences [45]. It has been reported that the high
temperature associated with climate change supports
mycotoxin contamination [46].

Further, in the current study, the highest
AFM, mean levels were recorded in the spring
(106.92+41.92 ng/L) and autumn (88.79+25.34 ng/L)
(Table-4) that could be explained by very hot summer,
severe drought, warm autumn, and a lack of rain during
the winter season recorded in most parts of Algeria
in the years 2016-2017 [47,48]. Severe drought may
increase the risk of aflatoxin contamination [49].
Indeed, according to the studies from Croatia, 33%
of cow milk samples collected in the eastern region
during spring [18] and 9.32% samples in autumn [17]
exceeded AFM, levels established by the EU. We here
showed that, in the autumn, AFM, levels in only 1 milk
sample (1.19%) exceeded the Codex Alimentarius and
USA set maximum (500 ng/L).

Finally, the survey conducted in the current
study revealed that AFM, levels in milk samples from
small farms were higher than those from industrial
farms (Table-2). That was consistent with the observa-
tions in the field and could be explained by the notion
that good storage practices and hygiene standards are
not properly observed on traditional farms. In addi-
tion, farmers are not aware of the risk of contamina-
tion of animal feed by mycotoxins. Ideally, the study

should be repeated in the regions in later years as well,
and more farms should be sampled and on different
periods.

Conclusion

The incidence of AFM, in milk is a serious pub-
lic health concern in Algeria, especially for children
who are more susceptible to the effects of AFM,
than adults. This creates a major health risk to the
Algerian population. The levels of contamination
found in samples tested in the current study exceeded
the maximum tolerable levels set by the EU and the
USA. However, the high AFM, levels were probably
a consequence of the usage of AFB, contaminated
feed of dairy cows. The most effective way of con-
trolling AFM, in milk is monitoring AFB, presence
in the feed. The potential health risks of AFM  may
be reduced by increasing farmer awareness, improv-
ing feed storage practices, and intensive self-controls
in the dairy industry. Further studies should be con-
ducted to obtain more data regarding AFM, contam-
ination of milk in Algeria. It is also important that
the competent authorities establish the maximum per-
missible levels of AFM, in milk and milk products in
Algeria.
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