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Introduction

1- Introduction

Les moisissures, champignons filamenteux microscopiques apparus sur terre il y a 550
millions d’années, sont trés nombreuses, cosmopolites, saprophytes, symbiotes ou parasites
(Lavaud et al., 2008). Le développement des moisissures a la surface et dans les produits
destinés a l'alimentation est tres souvent constaté, en particulier dans les denrées stockées. Or
I’étalement dans le temps de la consommation (fruits saisonniers consommeés toute l'année) et
I’augmentation des transports internationaux des denrées alimentaires nécessitent de plus en
Oéme

plus la realisation de stocks (Leclerc, 2005). Ce n’est que vers le début du 2 siecle que les

propriétés toxiques de ces champignons commencent a étre soupconnées.

Les champignons toxiques produisent un certain nombre de meétabolites secondaires nocifs
qualifiés de mycotoxines, ces derniéres représentent un danger pour la santé publique, soit
directement lorsqu’elles sont présentes dans 1’alimentation humaine, soit de maniére indirecte
lorsqu’elles contaminent la chaine alimentaire via 1’alimentation du bétail (Bejaoui, 2005).
Selon la FAO, au moins 25% des cultures alimentaires sont contaminées par les mycotoxines
au moment ou la production agricole des produits de base soutient a peine la croissance de la
population mondiale (Nafees, 2009). Dans les pays industrialisés, des normes strictes sur les
produits importés ont été adoptées pour cerner les problémes engendrés par ces substances.
Tandis que les pays en développement ne sont pas encore protégés contre les aliments
contaminés (Canadas, 2006). En raison de ces mesures, les produits les plus contaminés

risquent d’étre orientés vers les marchés ou la législation est moins contraignante.

Depuis plusieurs années, les cancérologues pensent que des facteurs alimentaires sont
impliqués dans 1’étiologie de certains cancers (approximativement 35% des cancers). De
nombreuses données épidémiologiques ont montré des associations fréquentes entre la
consommation de certains aliments et 1’incidence de certains cancers a titre d’exemple, le
cancer du foie et la contamination en aflatoxine B1 (Tozlovanu, 2008). Actuellement, la
question de I’implication d’une autre mycotoxine, la stérigmatocystine, dans des tumeurs
malignes en Chine est posée avec insistance (Chen et al., 2010). De ce fait, cette derniére a

retenu notre attention et est présentée de facon plus détaillée ci-apreés.

A D’issue de plusieurs tests toxicologiques, la STC a été montrée cancérogéne (Hicks et al.,
1997; XU-Ming et al., 2002; Pefia Montes et al., 2009). Elle semble étre liée a la survenue du
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carcinome hépatocellulaire, gastrique et cesophagien (Chen et al., 2010). En 1987, la STC est
répertoriée par le centre international de la recherche sur le cancer (CIRC) comme «
potentiellement cancérogéne pour I’homme » (groupe 2B). Par ailleurs, la STC est le
précurseur de la mycotoxine la plus cancérigéne que 1’on connaisse; 1’aflatoxine B1 (Abdel-
Wahhab et al., 2005). Aussi, les principaux producteurs de cette mycotoxine appartiennent au
genre Aspergillus (Versiloveskis et al. 2008), ce qui pose un vrai probléme en raison de la
distribution ubiquitaire de ces moisissures et, surtout, de I’absence des méthodes de controle

de la contamination des aliments par ces moisissures et leurs mycotoxines (Tozlovanu, 2008).

En Algérie, a notre connaissance, il n’y a pas des normes ou des limites réglementaires fixant
les teneurs maximales des mycotoxines dans I’alimentation humaine ou animale. La situation
est plus préoccupante lorsqu’on se rende compte que la quasi-totalité de certains produits,
comme le mais, est importé d’ou le contréle qualitatif de cet aliment est plus que nécessaire.
Ainsi, l’identification de la flore contaminant potentielle de mais commercialisé et

I’inventaire de ses toxines est d’une grande importance.

Aussi, I’objectif de cette étude est d’évaluer la qualité mycologique des grains de mais
importé et commercialisé pour sélectionner une souche productrice de la stérigmatocystine et

démontrer I’effet toxique de cette mycotoxine in Vivo.
La stratégie de ce travail repose sur les axes suivants :

- Isolement et identification des souches de moisissures susceptibles de contaminer

naturellement des échantillons de mais importé et commercialisé a la ville de Constantine;
- Sélection de souches potentiellement stérigmatogeénes;
- Production, extraction et purification de la STC;

- Etude, in vivo, de I’effet toxique de la STC sur I’organe cible, le foie.



Revue Bibliographique



Revue Bibliographique

2- Revue Bibliographique
2.1- Généralités sur les mycetes

Les mycetes, communément appelés champignons, sont des organismes ubiquitaires qui se
trouvent dans tous les milieux. On les rencontre dans les foréts, a I’intérieur des habitats
humides, dans les salles de bain, les cuisines, sur les tapisseries, mais aussi sur les céréales,
les fruits, les légumes, le fromage, le pain, etc. (Nafees, 2009). Les mycetes constituent un
regne autonome appelé Mycota qui comprend 60 000 a 100 000 espéces (Reboux et al.,
2010). Suite aux apports de la biologie moléculaire, le régne des mycetes est divisé en six
divisions qui sont Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota,

Glomeromycota et Deuteromycota (Lecompte, 2008).

Ce sont des organismes eucaryotes uni- ou multicellulaires, incluant des espéces
macroscopiques (macromycétes) et d’autres microscopiques (micromycétes), d’aspect
filamenteux ou lévuriforme (Tabuc, 2007). Les micromycétes multicellulaires, appelés
couramment moisissures, ont la forme de filaments. Ces filaments peuvent étre divisés par des
cloisons, ou septa (septum au singulier), formants des unités qui ressemblent a des cellules
distinctes. On les appelle hyphes segmentés ou septés. Dans d’autres classes de mycetes, les
hyphes ne contiennent pas de cloisons; ils sont appelés siphons ou cénocytes (Tortora, 2003).
L’ensemble des hyphes (cloisonnés ou non) constitue un réseau visible a I’ceil nu sous forme
de petites taches colorées a la surface de substrats moisis. Ce réseau forme la partie végétative

du mycete nommée mycélium (Chasseur et Nolard, 2003).

Il s’agit d’organismes hétérotrophes qui vivent au dépend soit, de la matieére organique morte
(saprophytes), soit des métabolites des autres organismes (parasites ou symbiotes). Leur
nutrition s’effectue par I’émission d’enzymes et d’acides sur le substrat, puis ils absorbent les
nutriments ainsi libérés a travers leur paroi; des absorbotrophes (Roquebert, 1997). Les
mycetes se développent, en général, dans les endroits obscurs, humides et mal aerés, le plus
souvent, entre 20°C et 30°C avec une activité d’eau (ay) entre 0,85 a 0,98 et un pH entre 5,5 &
9 (Reboux, 2006). Ces microorganismes sont dotés de deux modes de reproduction: sexuée et
asexuée. Une espéce fongique peut se présenter dans une culture soit sous forme sexuee
(téléomorphe), asexuée (anamorphe) ou sous les deux formes (holomorphe) (Chabasse et al.,

2002). La reproduction asexuée est le mode commun de la plupart des mycetes qui peut se
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faire de plusieurs facons, la plus commune est la production des spores endogénes ou
exogenes. Ces derniéres sont appelées conidies et sont portées par des structures spéciales

nommees conidiophores (Chasseur et Nolard, 2003).

Les moisissures peuvent avoir un effet bénéfique dans différents domaines (la fabrication du
fromage dans le domaine agroalimentaire et des antibiotiques dans le domaine thérapeutique).
A cOté de ces moisissures utiles, on retrouve des moisissures indésirables, toxinogeénes,
responsables de problémes économiques ou encore elles sont dangereuses pour la santé suite a

leur production de mycotoxines (Ellis et al., 2008).
2.2- Les moisissures toxinogenes et les denrées alimentaires

Une espece fongique toxinogene est une espece dont certaines souches sont susceptibles
d’élaborer ou de provoquer, dans certaines conditions, 1’apparition d’un ou de plusieurs
substances toxiques. La formation de ces métabolites peut résulter de trois mécanismes
différents: la transformation d'un substrat non toxique en un produit toxique par le biais des
bioconversions; la déviation du métabolisme normal de la plante, aboutissant a la formation
de produits toxiques ou la production, proprement dite, des mycotoxines, metabolites

secondaires propres a la souche fongique (Leclerc et al., 2005).

Les moisissures sont capables de provoquer d’importantes détériorations, dans le domaine
agronomique. Ainsi, leur présence indésirable donne aux aliments des odeurs moisies et
modifient leurs aspect via la production de pigments, comme la mélanine. Il y a donc une
réduction quantitative et qualitative de la valeur alimentaire de la denrée, accompagnée d’une
baisse du rendement des récoltes. Les métabolites produits par ces champignons lors de leur
croissance sont aussi des éléments majeurs dans ’altération des denrées alimentaires dont les
mycotoxines sont les plus graves en raison de risque d’intoxication (Nguyen, 2007). Les
aliments touchés par les moisissures toxinogenes peuvent étre d’origine animale ou végétale.
Les céréales sont les denrées alimentaires végétales les plus fréguemment contaminées (en
plein champ ou lors du stockage). Les autres produits d’origine végétale sont les fruits (y
compris leurs jus et leurs produits de fermentation tels que les vins, le cidre et leurs dérives
secs), les épices, le café et le cacao. Des produits et aliments d’origine animale tels que le lait,
le sang, les abats et tout ce qui en dérive doivent retenir 1’attention (tableau 1), du fait qu’ils
peuvent contenir des traces de mycotoxines ou des dérivés des mycotoxines contenues dans

les aliments ingérés par les animaux d’élevage (AFSSA, 2009).

4
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Tableau 1 : Moisissures et mycotoxines retrouvees dans certains aliments (Nguyen, 2007).

Moisissure | Mycotoxine Denrées
Aflatoxines Mais, riz, cacahuéte, graines de coton,
de potiron, haricots, tissus d’animaux
Aspergillus | Stérigmatocystine (jambon, lard, saucisse), lait et dérivés

Ochratoxines A

Trichothécénes (déoxynivalénol, toxine-T2, | Blé, malis, orge, riz, seigle, avoine, noix
Fusarium diacétoxyscirpénol), fumonisines,
zéaralénone, moniliformine, fusarenone

Penicillium | Patuline, ochratoxine A, citrinine, acide Fruits et jus de fruits, blé et dérivés, riz,
cyclopiazonique, pénitrem A fromage, noix
Alternaria | Alternariol, acide tenuazonique Fruits, 1égumes et produits dérivés de
pommes et tomates
Claviceps | Alcaloides de I’ergot Blé et dérivés, seigle

Le développement des moisissures toxinogenes est favorisé dans les pays d’Afrique, d’Asie
du Sud et de I’Amérique Latine, ou la dominance de chaleur et d’humidité se conjuguent.
Ainsi le mais, le riz et le millet, aliments de base des populations de ces pays, sont souvent
contaminés par les aflatoxines (Nguyen, 2007). Plusieurs autorités ont suggéré que le mais est
une source de maladie sur le plan nutritionnel, liée a sa consommation comme un aliment de
base (Dutton, 2009). Cette réalité est liée a la sensibilité élevée du mais a la contamination par
les mycotoxines, en comparaison avec les autres céréales, comme le blé, qui sont résistantes

ou seulement modérément sensible & cette contamination (Zinedine et Mafies, 2009).
2.3- Contamination de mais par les moisissures

Les conditions spécifiques de la température, de I'hnumidité relative et de la teneur en eau
présentes lors du stockage de mais peuvent contribuer a sa détérioration rapide, suite a la
croissance fongique. La preésence des micromycétes pourrait étre attribuée a I'infection de
mais au stade pré-récolte (dans le champ), des especes appartenant essentiellement au genre
Fusarium, et/ou au stade post-récolte (pendant le stockage) ce sont, essentiellement, des
especes d’Aspergillus ou de Penicillium (Pitt et Hocking, 2009). Ces infections peuvent
provoquer la décoloration des grains, le changement de leurs caractéristiques chimiques et
nutritionnelles, la réduction de la germination et, surtout, la contamination par des

mycotoxines (Franzolin, 1999).




Revue Bibliographique

2.4- Les mycotoxines
2.4.1- Nature et origine des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires, toxiques, de faible poids moléculaire
(entre 200 et 10.000 daltons), excrétées par certaines moisissures qui se développent sur
divers produits agricoles sous des conditions environnementales particulieres (Krska, 2009).
A ce jour, 300 & 400 mycotoxines sont connues (Pamel et al., 2010).

Il s’agit de petites molécules peu solubles dans I’eau, peu volatiles et difficilement
métabolisées par les organismes vivants. Elles sont trés stables a 1’acidité et a la chaleur
(Ruppol et al., 2004). L'origine chimique des mycotoxines est trés diverse, certaines dérivent
des polycétoacides (aflatoxines, ochratoxine, patuline, stérigmatocystine), d’autres des acides
aminés (alcaloides de I'ergot, acide aspergillique, acide cyclopiazonique) et les derniers sont
des dérivés terpéniques (désoxynivalénol, diacétoxyscirpénol, fusarénone,) (Leclerc et al.,
2005).

2.4.2- Effets des mycotoxines

Les mycotoxines constituent un danger imminent qui tire le signal d’alarme, en raison des
pertes économiques importantes qui sont liées a leurs effets sur la santé de ’homme, sur la
productivité animale et sur le commerce national et international. La FAO estime que plus de
25 % des récoltes mondiales sont significativement contaminées par des mycotoxines (Krska,
2009).

L’ingestion d’aliments contaminés par les mycotoxines peut étre a 1’origine de toxicités
aigués ou chroniques nommées mycotoxicoses. Cependant, les intoxications aigués sont rares,
spécifiqguement chez I'homme, en raison des faibles quantités pouvant étre ingérées avec des
aliments contaminés. Mais, 1’intoxication chronique est souvent a craindre et ce, a cause de
I’effet cumulatif des doses fixées sur des organes cibles, tels que le foie ou le rein (Leclerc et
al., 2005). Les mycotoxines peuvent aussi avoir des effets carcinogenes, mutageénes,
tératogenes et immunosuppresseurs (tableau 2). En outre, certaines mycotoxines peuvent
altérer des réactions immunitaires et réduire ainsi, la résistance aux infections. Du coup, il est,
maintenant, largement considéré comme leur effet le plus important, surtout dans les pays en

développement (Pamel et al., 2010).
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Tableau 2: Les principales mycotoxines et leurs effets (Brochard et Le Bécle, 2009).

Mycotoxines Effets avérés ou suspectés

Aflatoxines Hépatotoxique — Mutagéne — Cancérogéne — Immunotoxique
Citrinine Néphrotoxique

Fumonisine B1 Neurotoxique — Hépatotoxique — Immunotoxique — Cancérogéne
Ochratoxines Néphrotoxique — Cancérogene - Mutagene

Patuline Neurotoxique — Mutagéne (in vitro)

Pénitreme A Neurotoxique

Stérigmatocystine Hépatotoxique - Cancérogéne

Trichothécénes Hématotoxique— Hépatotoxique - immunotoxique — Cancérogéne
Zéaralénone Ostrogénique — Effet sur la fertilité et la reproduction

2.4.3- Les moisissures mycotoxinogéenes

Les mycotoxines sont produites par de nombreuses moisissures, dotées génétiquement d’un
pouvoir toxinogéne (Reboux, 2006). Plus de 150 moisissures mycotoxinogenes sont connues
actuellement, elles appartiennent principalement aux genres Alternaria, Aspergillus,
Fusarium et Penicillium (Pamel et al., 2010). Parmi ces genres, seules certaines espéces et
parfois, certaines souches au sein d’une espece, sont capables d’excréter des mycotoxines
(Ruppol et al., 2004). Certaines mycotoxines sont étroitement liées a des espéces fongiques
spécifiques alors que, d’autres sont élaborées par de nombreuses especes appartenant a des
genres différents (tableau 3). Les mycotoxines sont produites soit, dans le champ lors du
développement de la plante (toxines du champ) soit, aprés la récolte (toxine du stockage)
(AFSSA, 2009). De maniére générale, les conditions environnementales nécessaires a la
production de mycotoxines sont plus étroites que celles permettant la croissance fongique
(Tabuc, 2007).
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Tableau 3: Quelques espéces fongiques productrices de mycotoxines (Atoui, 2006).

Mycotoxine

Moisissure

Aflatoxines B1, B2, G1 et G2

Aspergillus parasiticus, A. flavus

Citrinine

P. citrinum, Monascus ruber

Déoxynivalénol (DON), Nivalenol,
Fusarenone, Toxine T2

F. tricinctum, Fusarium sp.

Fumonisines

F. moniliforme, F. proliferatum, Fusarium sp.

Monolifirmine

F. proliferum, F. Subglutinans

Ochratoxines A, B, C

A. ochraceus, A. carbonarium

Penicillium verrucosum, P. nordicum

Patuline

P. ochraceus, P. cyclopium, P. Puberulum

Stérigmatocystine

A. nidulans, A. versicolor

Zéaralénone

Fusarium roseum, Fusarium sp.

2.5- La stérigmatocystine (STC)

2.5.1- Structure de la stérigmatocystine

La stérigmatocystine est une mycotoxine qui appartient a la famille des polycétoacides (Yu et

Leonard, 1995 ; Brown et al., 1996). Elle a été isolée pour la premiere fois en 1954 par

Hatsuda et al. a partir d’un isolat d Aspergillus versicolor (Hitokoto et al., 1982). Huit ans

apres, sa structure a été établie par Bullock et al. (Schmidt et al., 1981). 1l s’agit d’un noyau

xanthone attaché a une structure bifurane (figure 1) (Hodges et al., 1994).

La STC a été designée, pour la premiére fois, comme un précurseur biogénique de 1’aflatoxine

B1 (AFB1) par Holker, Underwood et Thomas basés sur la réalité que les deux molécules

contiennent un anneau bifurane (Bennett et al., 1989). L’AFBI1 est la mycotoxine le plus

intensivement étudiée et reconnue comme étant le cancérigéne naturel le plus puissant (Rank

etal., 2011).
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Figurel : Structure chimique : (a) de la stérigmatocystine, (b) de I’aflatoxine B;
(Versilovskis et Bartkevics, 2012).

2.5.2- ToxicitédelaSTC

La STC est parmi les substances les plus toxigques et cancérigenes produites dans la nature. La
toxicité de la STC est, principalement, limitée au foie (Chen et al., 2010) et ses doses létales

50 (DL50) sont répertoriées dans le tableau 4.

Comme un canceérigene du foie, la STC semble étre 150 fois moins puissante que I'AFBL,
mais c'est encore beaucoup plus puissante que la plupart des autres carcinogenes du foie (Pitt
et Hocking, 2009). Plusieurs études ont évoqué les effets cancérigénes de la STC sur les tissus
humains (Xu-Ming et al., 2002). En 1987, la STC a été classée par le CIRC dans le groupe 2B
(potentiellement cancérogéne pour I’homme) (Piontek, 2007). L’acquisition des propriétés
cancérogenes passe par la transformation de la STC dans le foie, par le systeme P450 en un
analogue de 8,9-époxyde qui réagit préférenticllement avec la guanine, comme 1’époxyde

issu de la transformation des aflatoxines (Brochard, 2005).

Les propriétés cancérigénes de la STC ont été démontrées chez 1’animal (Rabie et al., 1977;
Mettwally et al., 1997; Versiloveskis et al. 2008) avec une spécificité d'organe variant avec
les especes, la voie et la fréquence d'administration (Essigmann, 1979). Chez les rats, elle
induit des carcinomes hépatiques apres administration par voie orale (VO) ou par voie
intrapéritonéale (V1). Cependant, aprés une application répétée sur la peau rasée des rats, elle
induit des carcinomes squameux de la peau (Engelhart et al., 2002; Brochard et Le Bécle,
2009). Chez les souris, aprés administration par VO, la STC induit des tumeurs du poumon
(Engelhart et al., 2002; Abdel-wahhab et al.,, 2005). L’apparition des carcinomes

hépatocellulaires chez le singe a, également, été rapportée apres administration par VO. La
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STC a aussi été rapportée d’étre mutagene et tératogene (Kato et al., 2003; Wilkinson et al.,
2004).

En revanche, les effets de la STC sur la santé chez les personnes exposées par voie

respiratoire n’ont jamais été explorés (Brochard et Le Bacle, 2010).

Tableau 4 : Dose létale 50 de la stérigmatocystine chez différentes espéces animales en fonction de la
voie d’administration (Pitt et Hocking, 2009).

Animal DL50 (mg/kg) Voie d’administration
Rat 60 Intrapéritonéale

Rat 166 Orale

Souris 32 Intrapéritonéale
Souris >800 Orale

Poulet 10 Intrapéritonéale
Poulet 41 Orale

2.5.3- Les moisissures stérigmatogenes

La STC est une mycotoxine qui produit, principalement, par des especes appartenant au genre
Aspergillus, dont les deux principaux producteurs sont Aspergillus nidulans et Aspergillus
versicolor (Schmidt et al., 1981; Abdel-wahhab et al., 2005).

La liste a été étendue a plusieurs espéces qui appartiennent aux genres : Aschersonia,
Bipolaris, Botryotrichum, Chaetomium, Emericella, Eurotium, Farrowia, Fusarium,

Humicola, Moelleriella, Monocillium et Podospor (Rank et al., 2011).
2.5.3.1- Genre Aspergillus
i. Genéralité

Les Aspergillus spp. sont des moisissures omniprésentes, largement distribuées dans la nature
gréce a leur capacité de produire un grand nombre de spores aeroportées et facilement
transmissible par le courant d’air, de plus la majorit¢ de ces especes n’ont pas de besoins

nutritionnels particuliers (Bennett, 2010). Les especes d’Aspergillus se développent sur la
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matiere organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires et les
céréales (Gugnani, 2003). Ce genre comprend plus de 200 especes (Bennett, 2009) définies
d’aprés les caractéres de ’appareil reproducteur (Botton et al., 1990). Certaines especes
peuvent étre directement pathogeénes pour I’homme et les animaux par leur pouvoir d’envahir
les tissus vivants et de provoquer des aspergilloses, particulierement chez les personnes
immunodéprimées (Bennett, 2010). De nombreuses especes d’Aspergillus sont aussi connues
pour leur capacité a produire des mycotoxines responsables de pathologies animales et
humaines (Geiser et al., 2007). Certaines espéces d’Aspergillus sont utilisées dans 1’industrie
agro-alimentaire et dans l’industrie des produits biotechnologiques notamment pour la

production d’enzymes et d’acides organiques (Botton et al., 1990, Ward et al., 2006).
ii. Caractéeres culturaux généraux

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques (gélose
au malt, Sabouraud) additionnés d’antibiotiques. Ils forment des colonies souvent poudreuses
ou granuleuses. La couleur des colonies permet une orientation rapide dans I’identification
d’espéces: gris-vert pour A. fumigatus, vert-jaune pour A. flavus, vert foncé a chamois pour A.
nidulans, chamois clair, jaune et rose pour A. versicolor, jaune puis noir pour A. niger. Le
revers de la colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec 1’age (Chabasse
et al., 2002).

iii. Morphologie microscopique

L’étude microscopique du genre Aspergillus a été effectuée pour la premiére fois par Antonio
Micheli, en 1729 (Gugnani, 2003). Ce genre est caractérisé par un appareil végétatif formé de
filaments mycéliens hyalins, de diametre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les filaments
végétatifs prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se
terminent par une vésicule de forme variable, sur laquelle, sont disposées les cellules
conidiogenes ou phialides. Les phialides sont formeées soit directement sur la vésicule (tétes
conidiennes unisériées) soit portées sur des métules (tétes conidiennes bisériées) (figure 2).
Les conidies, séches, disposées en chaines divergentes ou associées en colonnes compactes,
sont toujours unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou
ornementées, hyalines ou pigmentées en jaune, vert, brun ou noir (Chabasse et al., 2002). Des

cellules a paroi épaisse (Hulle cells) parfois présentes (Botton et al., 1990).

11
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Figure 2: Principaux caracteres microscopiques des Aspergillus (Chabasse et al., 2002).

iv. Téléomorphe

Comme le cas pour le Penicillium et le Fusarium, la plupart des especes d'Aspergillus ne

produisent aucun téléomorphe connu. Ceux qui forment sont classifiés en dix genres

d’Ascomycétes (Bennett, 2009). Trois d’entre eux sont trés présents dans les aliments :

Eurotium, Neosartorya, et Emericella.

Les espéces d’Emericella produisent des tétes avec métules et phialides, et des cléistotheces

blancs produisant des ascospores rouges ou pourpres. Les cléistotheces sont entourés par les

cellules de Hiille (ou les cellules en noisette). Ces dernieres sont des

formations arrondies,

réfringentes a paroi épaisse, accompagnent souvent les formes sexuées, mais que 1’on peut

également observer isolées. De nombreuses especes sont isolées principalement ou

uniquement a partir de sols désertiques. Une seule espéce est commune dans les aliments en

I’occurrence; Emericella nidulans (Pitt et Hocking, 2009).

2.5.3.2- Aspergillus nidulans (téléomorphe: Emericella nidulans)

i. Généralité

Aspergillus nidulans est un champignon cosmopolite et trouve son pr

incipal habitat sur les

matériaux a décomposition lente. Bien que n'étant pas particulierement fréquente dans les

12
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aliments, A. nidulans a été isolé a partir d'une grande variété de sources. Les céréales et les
produits céréaliers ont été les plus courantes, y compris; le mais, le blé, la farine, le pain,
I'orge, le riz et le sorgho. D'autres sources comprennent les raisins, les noisettes, la viande, le
soja, les haricots secs, les grains de poivre, le chocolat et les épices (Pitt et Hocking, 2009). A.
nidulans est une espéce pathogéne aussi bien pour les humains que pour les animaux,
provoquant des atteintes des voies respiratoires: aspergilloses broncho-pulmonaires, asthme et

alvéolites allergiques.
Selon Kirk et al., 2008, la taxonomie d’Aspergillus nidulans suit I’organisation suivante:

Domaine Eukarya
Reigne Mycota

Embranchement Ascomycota

Classe Eurotiomycetes
Ordre Eurotiales

Famille Trichocomaceae
Genre Aspergillus

Espéce Aspergillus nidulans

ii. Caractéres culturaux
Selon Pitt et Hocking (2009), la colonie d’A. nidulans se caractérise par:

e A 25°C sur le CYA, la colonie a un diamétre de 40-50 mm, plate, basse, plus ou moins
dense; le mycélium est blanc; I’exsudat, qui peut exister parfois, est rouge sombre a brun;
pigment soluble, une fois produit, est de couleur violéte; le revers est parfois pale, brun
orangeé, brun foncé ou violet.

e A 25°C sur le MEA, la colonie a un diamétre de 35-60 mm, parfois basse, plate et velouté
avec formation abondante des conidies et peu de cléistotheces; mycélium blanc; revers
pale, brun ou violet brun.

e A 25°C les colonies, sur G25N, font de 10-15 mm de diamétre, basse et dense; revers pale.
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e A 37°C les colonies, sur CYA, ont un diamétre de 50 a 70 mm, habituellement
prédominance des cléistotheces, parfois avec des zones de couleur vert (conidies); revers
généralement de couleur orange ou marron.

o [l est par ailleurs a signaler qu’aucune croissance a 5°C n’est remarquée.

iii. Morphologie microscopique

Les conidiophores sont tres petits (de 70-100 um de long, ne dépasse pas 300 um), souvent
sinueux, avec des murs lisses et bruns; vésicules hémisphériques portant des métules et des
phialides sur la moitié supérieure (téte aspergillaire bisériée); conidies rondes, verte,

échinulées, 3,0 a 3,5 um de diamétre, avec des murs rugueux, souvent disposées en chaines.

Lors de la reproduction sexuée il y a formation des cléistothéces globuleux, de 100-300 pum de
diameétre, brun-orangé a la maturité, renferment des asques globuleux octosporés et entourés
par des cellules de Hiuille de 10 a 20 um de diameétre (figure 3). Les ascospores sont rouges a
maturité (Chabasse et al., 2002).

Figure 3: Observation microscopique d’Aspergillus nidulans: (a) Tétes aspergillaires bisériees
caractérisées par leur vésicule hémisphérique et conidiophores petits (gx25),
(b) Cléistotheces globuleux entourés par des cellules de Hiille (gx10) (Chabasse et al.,
2002).

iv. Biosynthése de la STC par Aspergillus nidulans

A. nidulans est un producteur principal de la STC. Il est capable de se développer sous une

gamme de température assez large allant de 6 a 48°C, avec une optimale de croissance entre

14
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30 et 35°C. L’a,, minimale de la croissance est de 0,78 a 25°C, de sorte que cette espéce est
une xérophile. Le pH de croissance est de 3,5a 9 (Tilburn et al., 1996; MacCabe et al., 2002).
Cependant, la biosynthése de la STC par A. nidulans n’a lieu que sous des conditions
specifiques de température (27°C-33°C), de pH (acide) et d’humidité (15%). En plus de ces
facteurs, la production de la STC, Chez A. nidulans, est couplée a la phase de sporulation
(Reverberi et al., 2010). Seulement dans des conditions ou la formation des conidies et/ou des
cléistothéces a lieu, que la biosynthese de la STC se déroule a des quantités significatives
(Guzman-de-Pefia, 1998). La lumiere constitue un régulateur important de ces deux
processus. La sporulation d’A. nidulans est augmentée a 1’obscurité, il réagit a la lumiére en
formant des conidies asexuées, tandis que dans des conditions sombres, la souche développe
préférentiellement des cléistothéces. En effet, la biosynthese de la STC est augmentée aussi a
I’obscurité (Guzman-de-Pefia, 1998; Reverberi et al., 2010).

La STC est une mycotoxine étroitement apparentée a I’AFB1. Chez les espéces productrices
de I’AFBI1, la STC a été identifiée comme un intermédiaire dans la voie de biosynthése de
cette mycotoxine (figure 4) (Hodges et al., 1994). La conversion de la STC en AFB1 par ces
espéces a été démontrée in vitro (Rabie et al., 1977). Chez A. nidulans, la STC est le produit
final de la biosynthése (Brochard et Le Bacle, 2009) et il n’y a aucune preuve davantage de
conversion en AFB1 (Hodges et al., 1994).

2.5.4- ContréledelaSTC

Pendant que la STC a été reconnue comme un composé hautement toxique, le département
Californien de services de la santé (DHS) a fixé une dose journaliere admissible de 8 pg/kg de
poids corporel/jour pour un adulte de 70 kg. Aussi, certains pays ont fixé des teneurs
maximales admissibles pour la STC dans les denrées alimentaires (exp: les républiques de
Slovaquie et Tchéque a des niveaux de 5 pg/kg pour le riz, les Iégumes, la pomme de terre, la

farine, la viande, le lait; et 20pug/kg pour les autres aliments) (Versiloveskis et al., 2008).

Trés peu de données sont disponibles concernant la surveillance des denrées alimentaires pour
la STC. Une des rares enquétes en Europe a été réalisée en 1983 au Royaume-Uni, sur 523
échantillons analyses, 17 échantillons (environ 3%) ont été trouvés positifs. Une autre grande
enquéte a été faite au Brésil, dans la méme décennie, ou la STC n'a pas éte détectée du tout.
L'inconvénient de ces enquétes était que la méthode utilisée a une limite de détection (LOD)

relativement éleve (Versilovskis et al., 2008).
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Figure 4: Voie de biosynthése de ’aflatoxine B1 et de la stérigmatocystine. La biosynthése de
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AFB1/STC entamée avec la génération d’un précurseur polycétide et finie par la STC (A.
nidulans) et AFB1 (A.flavus et A. parasiticus) (Wilkinson et al., 2004).
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Il existe plusieurs méthodes pour la détection de la STC, les méthodes analytiques les plus
fréquemment appliquées sont basées sur la chromatographie sur couche mince (CCM) avec
détection par fluorescence. En raison de sa faible fluorescence naturelle, une procédure de
dérivation est généralement utilisée pour visualiser la STC sur les plaqgues CCM développees.
L'approche de dérivation la plus courante est la pulvérisation de la plaque de CCM avec la
solution du chlorure daluminium (AICIs), apres le développement et le chauffage de la
plaque. Avec de telles procédures, il est rapporté que les LOD sont 50 pg/kg et 140 pg/kg,
dans des grains de céréale. D'autres méthodes basées sur la chromatographie liquide a haute
performance (CLHP) sont appliquées pour la détermination de la STC. Actuellement, les
seules méthodes avec des limites de quantification (LOQ) de STC a des niveaux inférieurs a 5
Hg/kg sont basées sur la chromatographie liquide couplée au spectrométrie de masse (LC-MS)
et la chromatographie gazeuse couplée au spectrométrie de gaz (GC-MS) (Versiloveskis et
al., 2007).
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3- Matériel et Méthodes

3.1- Echantillonnage

Le travail consiste en I’isolement de la mycoflore des grains de mais commercialisé au niveau
de la Wilaya de Constantine, Est Algérien, pour sélectionner une souche potentiellement

stérigmatogene.

Pour rappel, trois échantillons de mais ont été prélevés aléatoirement d’un lot d’importation,

vendus sans emballage adéquat et exposés a un environnement chaud et humide.

L’échantillonnage est effectué le mois de mars 2011, suivant la technique de Vytfasovéa et
al. (2002) qui consiste en la prise de 500g de chaque lot de grains de mais prélevé, au
hasard, a I’aide d’une cuillere stérile. Les échantillons sont, ensuite, placés dans des sacs en
polyéthyléne stériles et scellés puis transférés immédiatement au laboratoire et maintenus a
4°C jusqu’a I’analyse mycologique (El-Shanawany et al., 2005).

3.2- Mesure du taux d’humidité

La mesure de I’humidité de I’échantillon a été effectuée sur une prise d’essai de 30g, broyée,
pesée et mise dans une étuve réglée a 130°C pendant 4 heures. Apres €tuvage, la prise d’essai
est refroidie dans un dessiccateur pendant 30 min et pesée jusqu'a I’atteindre de poids sec.
L’humidité (H%) est calculée par la différence des masses de prise avant et apres séchage

(Tahani et al., 2008).
3.3- Analyse mycologique
3.3.1- Triage des grains

Le tri se fait en fonction de la taille, la couleur et I’aspect des grains: tout changement de
taille, de couleur ou d’aspect général des grains permet de suspecter leur contamination

intérieure.
3.3.2- Désinfection de la surface des grains

Cent grains de chaque échantillon de mais sont désinfectés en surface dans une solution

d’hypochlorite de sodium a 1%, pendant une minute. Apres deux ringage a 1’eau distillée
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stérile, les grains sont séchés avec du papier filtre stérile pour étre, ensuite, ensemencés (Pacin
et al., 2002 ; Ghiasian et al., 2004).

3.3.3- Isolement des mycetes

Les grains désinfectés sont ensemencés par la technique SFP (filter paper soaked with NaCl
solution). Cette méthode a eté proposée par Mills et al. (1978) pour isoler les moisissures de

détérioration des aliments.

Sous des conditions aseptiques, les grains désinfectés sont placés directement, a I’aide d’une
pince stérile, dans des boites de Pétri contenant du papier filtre stérile, imbibé avec 5,5 ml
d’une solution aqueuse de chlorure de sodium a 7,5%, stérilisée au préalable, a raison de dix

grains par boite. L’ensemble est incubé a 27°C pendant 4 a 6 jours.
3.3.4- Purification des isolats

Des observations quotidiennes sont effectuées des la germination des grains et 1’apparition de
mycélium. Chaque mycélium développé est repiqué, a I’aide d’un fil de platine stérile, au
centre de boite de Pétri contenant un milieu PDA neuf (annexe2), additionné de
chlorotétracycline (30 mg/1), puis incubé a 27°C pendant 6 jours. En cas de contamination par
autre souche fongique, la purification des souches est effectuée par le repiquage d’un hyphe
terminal au centre de boite contenant le méme milieu et dans les mémes conditions

d’incubation jusqu’a I’obtention de souches pures (Guiraud, 2003).
3.3.5- Conservation des isolats

Les souches pures obtenues sont conservées selon deux méthodes : la méthode de gélose

inclinée et la méthode de congélation.
3.3.5.1- Gélose incliné

Les souches fongiques purifiées sont repiquées sur milieu PDA incliné. Aprés incubation a
30°C pendant 7 jours, les souches sont stockées a 4°C et un repiquage est réalisé tous les deux
mois (Takahashi et al., 2008).
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3.3.5.2- Congélation des cultures sporulées

Les souches fongiques purifiées sont ensemencées sur milieu gélosé (PDA), puis incubées
jusqu' a sporulation, une suspension de spores est préparée par raclage de la surface de culture

puis conservée a — 20°C en présence du glycérol a 20% (Isik et al., 1999).
3.3.6- Identification des isolats

3.3.6.1- Identification des genres

L’identification des genres de moisissures repose sur :

-Des caracteres culturaux (macroscopiques): vitesse de croissance, couleur de colonie,

couleur de I’envers de colonie, etc. (Chabasse et al., 2002).

-Des caracteres microscopiques : hyphes cloisonnés ou non, type et apparence du
systeme sporal, caractéristiques de la spore asexuée (couleur, taille, septation), etc. (Guiraud,
2003).

Les isolats sont examinés au microscope en tant que frottis humides. Pour préparer un frottis
humide, une aiguille d’inoculation est utilisée pour récupérer une petite partie de la colonie
comportant les structures conidiogénes. L’échantillon est prélevé sur la bordure de la colonie
car les structures fertiles sont jeunes et le nombre de spores n’est pas excessif. Une goutte de
lactophénol est ajoutée a la préparation qui est recouverte délicatement d’une lamelle
(Nguymen, 2007). En outre, I’utilisation d’un microscope a fluorescence a permis la prise en

photo du myceélium.
Les isolats fongiques sont identifiés selon le manuel de Botton et al. (1990).
3.3.6.2- Identification des espéces

Les especes appartenant au genre Aspergillus sont identifiées sur trois milieux differents
CYA, MEA et G25N (Annexe2) a 25°C et CYA a 5 et 37°C pendant 7 jours. Les boites
incubées a 37°C doivent étre enfermées dans des sacs en polyéthyléne pour empécher
I’évaporation et I’asséchement du milieu (Pitt et Hocking, 2009). Tous les milieux sont

inoculés selon le schéma décrit dans la figure 5.
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Apres 7 jours d’incubation, 1’identification est fondue sur les caractéres suivants:

-Diamétres de la colonie : Les diamétres des colonies sont mesurés en millimétres sur

le fond de la boite.

-Caractéres de colonie : L'aspect de la colonie est examiné a 1'eeil nu ou sous une

loupe.

-Observation microscopique : Téte aspergillaire (unisériée, bisériée), forme de
vésicule, conidies (forme, couleur), etc. L’observation microscopique est réalisée aux

grossissements x25 et x40.

L’identification est réalisée suivant les recommandations de Pitt et Hocking, 2009.

MEA
1
37°C 1 1
5°C

CYA
1
1 1
CYA
2
2 2

Figure 5: Schéma de culture des isolats fongiques (souche 1 et 2) destinés a leur identification
(Pitt et Hocking, 2009).

3.4- Recherche de la stérigmatocystine dans les échantillons de mais

Pour détecter la contamination des échantillons de mais par la STC, une analyse de celle-ci
dans les échantillons de mais a été réalisée. Les aspects majeurs de 1’analyse comprennent
I’extraction de la STC, a partir de la matrice, puis la détection qualitative de celle-ci par CCM
(figure 6).
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3.4.1- Extraction de la STC a partir des grains de mais

Cinquante grammes de mais finement broyés sont mixés avec 200 ml de solvant d’extraction
compos¢ d’acétonitrile/eau (9/1v/v) (I’eau contient 4% de chlorure de potassium). Le
mélange, disposé dans un erlenmeyer de 500 ml, est agité sur un agitateur rotatif pendant
trente minutes, puis filtré sur papier filtre Wattman n°1 (Abdel-Wahhab et al., 2005).

Un aliquote de 100 ml du filtrat obtenu est degraissé a deux reprises par addition de 50 ml de
I’hexane. L’eau distillée (25 ml) y est ajoutée. Cette solution est extraite par le chloroforme
trois fois (50 ml puis 2x20ml). L’ensemble des extraits chloroformiques réunis sont
déshydratés a l'aide de 1’anhydre de sulfate de sodium, puis évaporés sous vide dans un
évaporateur rotatif a 40°C. Une fois sec, ’extrait est remis en suspension dans 500ul de
chloroforme, placé dans un flacon en verre parafilmé et conservé a -20°C pour des analyses
ultérieurs par CCM (Gengan et al., 1999).

3.4.2- Détection de la STC par CCM

La chromatographie analytique a été utilisée pour vérifier la présence de la STC dans I’extrait.
Des plaques de CCM prétes a I’emploi, de gel de silice 60F — Merck sur support d’aluminium
de marque Macherey-Nagel avec des dimensions 20 x 20 cm ont été utilisées. La phase
mobile est constituée de toluéne/éthyle acétate/acide acétique (80 /10/10 v/v/v) (Kato et al.,
2003, Seo et al., 2003).

Dix microlitre de chaque extrait, dissout dans le chloroforme, sont déposés a 1’aide d’une
micropipette sur la plaque, préalablement activée dans une étuve a 80°C pendant 2 heures
(Hitokoto et al., 1982), a 1 cm du bord inférieur sur la ligne de base. La plague est ensuite,

mise dans la chambre de migration contenant la phase mobile.

Apres séchage de la plaque, la révélation des taches est effectuée en exposant la plaque sous
lumiere UV a une longueur d’onde de 365 nm ou les taches correspondant a la STC donnent
une fluorescence rouge brique (Yu et Leonard, 1995). La visualisation de la STC est accrue
par pulvérisation d'une solution de chlorure d'ammonium a 20 % dans I'éthanol, suivie de
chauffage a 80 °C pendant 10 mn (Hicks et al., 1997; Engelhart et al., 2002). Apreés cette
étape les spots de STC sont visualisés sous lumiére UV comme des taches de couleur jaune
fluorescente (Yu et Leonard, 1995; Kelkar et al., 1996).
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Grains du mais

= Acétonitrile/eau (9/1 v/v)
= Agitation
= Filtration

v
100 ml de filtrat

= Dégraissage par n-hexane
(2x50ml)
= Agitation

Phase aqueuse

dégraissé
= Chloroforme (50ml, 2x20ml)
= Agitation
€ +
Phase aqueuse Phase
épuisée chloroformique

= Na,SO,

= Evaporation & 45°C

* Reprise dans du
chloroforme

Séparation par chromatographie sur
couche mince (toluene/éthyle
acétate/acide acétique 80/10/10
vIVIV)

Figure 6: Schéma de I’extraction et la séparation de la STC a partir des grains de mais.
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3.5- Production de la STC par P’isolat

La production de la STC par la souche isolée est mise en évidence par une extraction et
purification de celle-ci a partir d’une culture de fermentation, suivie par la détection

qualitative de la STC par chromatographie sur couche mince (CCM) (figure 7).
3.5.1- Préparation du milieu de fermentation

Le milieu YES est choisi comme un milieu spécifique pour une production optimale des
mycotoxines (Rojas et al., 2005, Pamel et al., 2010). Il est compose, selon Frisvad et
Filtenborg (1983), en (g/l) de: (20) extrait de levure, (150) sucrose, (0,5) MgS0O,4.7H0,
(0,01) ZnS0O4.7H,0, (0,005) CuSO4.5H,0.

La fermentation est réalisée dans des erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml du milieu de
culture (YES) et pH ajusté a 5,5 (Tuomi et al., 2001). La stérilisation du milieu se fait a
121°C pendant 20 min.

3.5.2- Ensemencement du milieu de fermentation

La souche identifiée est ensemencée en surface dans des erlenmeyer de 250 ml contenant
30ml de PDA gélosé. Apres 10 jours d’incubation a 25°C, la souche étudiée sporule et ses
spores sont récupérées par ajout de 10 ml d’eau distillée stérile suivie d’une agitation
vigoureuse a 1’aide d’un barreau magnétique (Rabie et al., 1977). La suspension sporale
obtenue est diluée avec de 1’eau distillée stérile. Ensuite, la concentration en spores/ml de la
solution obtenue est déterminée a 1’aide d’une cellule de Thomas. Des dilutions décimales
sont effectuée pour obtenir une suspension sporale & 10° spore/ml (Klich et al., 2000; Seo et
al., 2003; Ehrlich et al., 2005).

Chaque erlenmeyer contenant le milieu de culture est inoculée par 1 ml de la suspension
sporale (10°spore/ml). Les erlenmeyer sont incubés en statique & 28°C, pendant 15 jours et &
I’obscurité (Chung et al., 1989; Barnes et al., 1994 ; Klich et al., 2001).

Des prélevements sont effectués périodiquement tous les vingt quatre heures pour déterminer
la biomasse qui correspond au poids sec du mycélium. Pour ce faire, 1’échantillon est filtré sur
papier Whattman n°1 puis le mycélium est transféré a une boite de Pétri, lavé avec 10 ml

d’eau distillée et secoué doucement pour libérer les spores. Cette opération est répétée deux
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fois. Ensuite le mycélium est séché a 105°C pendant 24 heures, conservé a température
ambiante dans un dessiccateur pendant 24 heure, et enfin le mycélium sec est pesé (Delgado-
Virgen et Guzman-de-Pefia, 2009).

3.5.3- Extraction de la STC a partir du milieu de fermentation

Apres fermentation de la souche fongique sélectionnée dans le milieu YES, comme décrit ci-
dessus, le contenu de chaque erlenmeyer est mixé avec 100 ml de solvant d’extraction
composé d’acétone/eau (7/3 v/v). Le mélange, disposé dans un erlenmeyer de 500 ml est
agité pendant trente minutes a 1’aide d’un agitateur magnétique, puis filtré sur papier filtre

Wattman n°1.

Apres filtration, la STC est extraite par le chloroforme deux fois (100 ml). L’ensemble des
extraits chloroformiques réunis sont déshydratés a l'aide de sulfate de sodium anhydre (Kelkar
et al., 1996; Gengan et al., 1999), puis évaporés (sous vide) dans des ballons a fond conique
de 50 ml baignant dans un bain marie a 45 °C. Une fois sec, 1’extrait est remis en suspension
dans 500ul de chloroforme et placé dans un flacon en verre parafilmé pour des analyses
ultérieurs par CCM (Gengan et al., 1999).

3.5.4- Détection de la STC par CCM

La chromatographie analytique a été utilisée pour vérifier la présence de la STC dans I’extrait,

comme il a été déja décrit dans le paragraphe 3.4.2.
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Milieu de culture liquide de

I’isolat
Acétone/eau (7/3 viv)
Agitation
Filtration
v
Filtrat

Chloroforme (2x100ml)

Agitation

Phase aqueuse
épuisée

Phase
chloroformique

Na,SO,
Evaporation a 45°C
Reprise dans du
chloroforme

Séparation par chromatographie sur
couche mince (toluene/éthyle
acétate/acide acétique 80/10/10 v/v/v)

Figure 7: Schéma de I’extraction et la séparation de la STC a partir de milieu de fermentation

liquide.
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3.6- Etude de la toxicité subaigiie de la STC in vivo

3.6.1- Animaux de ’expérience

L’étude de la toxicité subaigie de la STC a été réalisée avec un échantillon de 12 rats,
femelles, de type Wistar albinos, agés de 3 mois et pesant 190 - 200 g, fournis par
I’animalerie de Département de Biologie Animale a I’Université de Constantine. Les rats sont
logés dans des cages en polyéthyléne et tapissées d’une litiére composée de copeaux de bois.
IlIs sont stabulés dans les conditions standards d’éclairage et de température (temps
d’éclairage de 12 H par jour, température moyenne de 25°C). L’alimentation et 1’eau sont

fournies ad libitum (EI-Agamy, 2010, Oryan et al., 2011).

3.6.2- Répartition des rats

Les rats sont répartis en deux lots de six.

Lot 1: Représente le lot contrdle qui regoit 2 ml/kg d’huile de germe de blé.

Lot 2: Représente le lot traité qui recoit 20 mg/ kg de STC dissout dans I’huile de germe de
blé.

Les animaux sont traités chaque jour pendant deux semaines, donc le groupe des rats injectés
par la STC recoit une dose cumulative de 280mg/kg, par voie intra péritonéale (VI). Le

régime alimentaire des rats a été conservé.
3.6.3- Evolution de poids corporel des rats

L’évolution de poids des rats des différents groupes est controlée deés le premier jour du
traitement jusqu’a la fin de la période du traitement. Il est impératif d’ajuster les doses de
traitement pour les lots chaque semaine, selon le changement du poids afin de maintenir la
méme dose par kilogramme du poids corporel. Un examen physique est réalisé

quotidiennement pour noter les symptdmes cliniques.
3.6.4- Sacrifice des animaux

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis & jeun vingt quatre heures avant les

manipulations. Aprés le prélévement sanguin, les rats sont sacrifiés par dislocation cervicale,
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puis I’autopsie a été effectuée pour prélever le foie. Les foies ont été rincés avec 1’eau
physiologique froide, séchés avec du papier filtre et pesés, puis ils sont immédiatement fixés

dans une solution de formol 10% pour I’analyse histologique (Si- Trung, 2005).
3.6.5- Prélévement sanguin

Le préléevement du sang est effectué, a 1’aide d’un tube capillaire d’hématocrite, a travers le
sinus rétro-orbital au niveau de la veine orbitale des rats anesthésiés par 1’éther. Le recueil du
sang a été effectué sur tube hépariné. Les tubes héparinés sont centrifugés a 6000 tours/min
pendant 15min, le sérum est séparé puis stocké a -20°C jusqu’a I’utilisation pour 1’analyse des

parameétres biochimiques.
3.6.6- Dosage des transaminases

L’analyse des paramétres sériques a été effectuée par un auto-analyseur (Architect Abbott ci
8200). Les paramétres biochimiques sériques analysés sont 1’Alanine aminotransférase
(ALAT) et I’ Aspartate aminotransférase (ASAT).

Le dosage biochimique est effectué au laboratoire de Biochimie du CHU de Constantine.
3.6.6.1- Principe de la réaction des transaminases

ASAT et ALAT catalysent le transfert des groupes d’alpha-aminés de I’acide aspartique ou de
I’alanine sur le groupe alpha-cétonique de 1’acide cétoglutarique afin de produire 1’acide
oxaloacétique et de 1’acide pyruvique. L’activité des transaminases est proportionnelle a la
quantité de I’oxalate ou le pyruvate formé dans une période de temps définie et mesurée par

une réaction avec 2,4-Dinitrophényldrazine (DNPH) dans un milieu alcalin.
3.6.7- Etude Histologique du foie

Elle comporte une observation macroscopique de foies entiers et un examen microscopique de

coupes de foies des animaux expérimentaux.
Les coupes histologiques ont été préparées selon un protocole classique :

Les prelevements sont fixés dans le formol 10% pendant 2 a 5 jours. Apreés fixation ils sont

découpés, avec une lame de rasoir, en petits bouts de 5 mm d’épaisseur environ, placés dans
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des cassettes portant I’identification du prélévement. La déshydratation des prélévements
consiste en des passages successifs des cassettes dans des solutions d’alcools a concentration
croissante, puis les prélevements subissent un éclaircissement par le xylene. Les prélévements
sont ensuite, inclus dans un bain de paraffine fondue pendant deux heures. La paraffine
pénetre peu a peu dans les tissus en remplacant le solvant. Aprés la saturation des piéces par
la paraffine fondue, 1’inclusion définitive dans de petits moules a fond plat ait lieu. Ces
derniers servent a donner la forme du bloc. Le bloc peut se conserver pendant des années sans
aucun dommage ni affectation. Le bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé a 1’aide
d’un microtome permettant de réaliser des coupes de 5 um d’épaisseur. Les coupes obtenues
sont étalées et collées sur des lames, puis séchées dans une étuve pendant une nuit. Elles sont
ensuite colorées par une solution d'hématoxyline-éosine (Aarab, 2004).

Les coupes sont observées au microscope optique a différents grossissements.

Ces coupes histologiques sont réalisées au laboratoire d'anatomopathologique du CHU de

Batna.
3.6.8- Analyse statistique des résultats

Tous les résultats sont présentés sous la forme de moyenne + SD (déviation standard). Les

analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel SPSS, en utilisant le test de Student.
Ce test nous donne le degré de signification P ou est conclue que la différence :

-N’est pas significative si p > 0,05 (NS).

- Est significative si 0,05 > p > 0,01 (*).

- Est hautement significative si 0,05 > p > 0,01 (**).

- Est tres hautement significative si p < 0,001 (***).
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4- Résultats et Discussion

Le mais est parmi les produits de nécessité pour la nutrition humaine et animale. En revanche,
il présente un risque élevé de contamination par les moisissures. Plusieurs autorites, de par le
monde, ont préconisé que le mais forme une source de maladie nutritionnelle liée, surtout, a la
consommation du produit contaminé par des champignons susceptibles de produire de

mycotoxines (Dutton, 2009).

D’aprés les recherches bibliographiques qui ont été réalisées au cours de ce travail, aucune
donnée n’est disponible, ni sur la contamination fongique du mais importé en Algérie, ni sur
la capacité des souches contaminants a produire la STC. De ce fait, I’approche développée
dans cette étude repose essentiellement, d’une part, sur I’analyse mycologique du mais
importé et commercialisé dans la région de Constantine, lieu du prélévement d’échantillons,
et la sélection d’une souche potenticllement stérigmatogene et, d’autre part, sur 1’¢tude, in

vivo, de I’effet toxique de la STC produite par fermentation.
4.1- Mesure du taux d’humidité

L’analyse de taux d’humidité a permis d’enregistrer une moyenne égale a 12,63%, taux jugé
élevé, qui peut étre d0 au transport maritime du mais, aux conditions climatiques des pays

d’exportation ou alors, aux conditions de stockage chez les deux parties.

La teneur en humidité du substrat est responsable de plusieurs phénoménes d’altération
biologique de I’aliment, notamment mycologique (Belli et al., 2004). Les moisissures de
stockage sont capables de croitre sur des substrats contenant 10 a 18% d'humidité, avec un
optimum de croissance compris entre 11 et 13 % (Gacem et al., 2011), ce qui justifie

largement la forte contamination fongique des echantillons étudiés, constatée ci-apres.
4.2- Analyse mycologique
4.2.1 - Isolement et identification des mycetes

Un nombre total de 133 isolats de moisissures a été isolé a partir des trois échantillons de mais

analysés. Les études macroscopiques et microscopiques ont permis de mettre en évidence six
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genres fongiques (figure 8), présentés dans 1’ordre décroissant de prédominance comme suit:

Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhizopus, Alternaria et Mucor.

L’Aspergillus est le genre majoritaire avec une fréquence de 53, 38% des souches isolées,
représenté par huit espéces: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans,
Aspergillus sp.1, Aspergillus sp.2, Aspergillus sp.3, Aspergillus sp.4 et Aspergillus sp.5.
Vient ensuite, le genre Fusarium qui représente 23,31% de I’ensemble des isolats regroupant
trois especes: Fusarium sp.1, Fusarium sp.2 et Fusarium sp.3, suivi par le genre Penicillium
avec une fréquence de 17,29%, représenté par quatre isolats (Penicillium sp.1, Penicillium
sp.2, Penicillium sp.3 et Penicillium sp.4). Les genres Rhizopus, Alternaria (Alternaria sp.1,
Alternaria sp.2) et Mucor représentent respectivement 2,26; 2,26 et 1,50% de I’ensemble des

souches isolées.

L’analyse mycologique des échantillons de mais révele la similitude de la mycoflore globale
de tous les échantillons et que la prévalence de chaque espece est faiblement variée
(tableaub).

La préedominance du genre Aspergillus dans la flore contaminant les céréales est mise en
évidence dans les études réalisées par Riba et al. (2008), Gacem et al. (2011), en Algérie, et
par Tahani et al. (2008) au Maroc. Par ailleurs, Tabuc (2007) et Sreenivasa et al., (2011)
confirment que le genre Aspergillus est le contaminant majeur du mais. Cependant, Baath et
al., (1990) ont montré que les especes appartenant au genre Fusarium ont été les plus
dominantes dans la mycoflore isolée a partir du mais stocké. En revanche, Skrinjar et al.
(1992) et Gonzalez et al. (1995) ont rapportés que les Penicillium spp. ont été les plus

fréguemment isolés a partir du mais stocké.

Les especes des genres Aspergillus et Penicillium sont connues comme des moisissures de
stockage (Moreno et al., 2009, Makun et al., 2007); selon Riba et al., (2008), le manque de
ventilation couplé a une température élevée, favorise la croissance de ces especes
xérotolérantes. Cependant, la forte humidité défavorise, plut6t, la croissance des Penicillium
en faveur de celle des Aspergillus qui les dominent. De plus, le taux de contamination par le
genre Penicillium est inversement proportionnel a la durée de stockage ce qui explique la
dominance du genre Aspergillus, vraisemblablement, favorisée par une humidité élevée du

grain et un stockage de longue période (Tahani et al., 2008).
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Parmi les espéces fongiques appartenant au genre Aspergillus, il a été constaté la grande
prévalence de I’Aspergillus flavus (53,52% de 1’ensemble des Aspergillus isolés) suivi par A.
niger (14,08%), mais aussi, la présence d’Aspergillus nidulans. Ce résultat corrobore ceux
rapportés par Sinha et al. (2001), Kaaya et al. (2006), Magnoli et al. (2006) et Sreenivasa et
al. (2011), qui ont montré que les deux premiéres espéces sont particulierement des
contaminants majeurs du mais avec une prédominance alternée suivant les conditions de

stockage.

En outre, les résultats de 1’analyse de la flore fongique du mais ont aussi révélé la présence
fréquente des espéces appartenant au genre Fusarium, ce qui est en accord avec les résultats
obtenus par Isebaert et al. (2005) qui ont isolé plusieurs espéces de Fusarium a partir du mais.
Les especes de Fusarium sont, principalement, considérées comme des moisissures de
champs qui exigent des teneurs d’cau et d’humidité relative élevés donc, elles ne sont pas
compeétitives dans des conditions de stockage (Makun at al., 2007). Cependant, certaines
espéces peuvent persister en grand nombre dans le mais stocké (Pitt et Hocking, 2009).

Les autres souches isolées appartenant aux genres Rhizopus, Alternaria et Mucor sont
naturellement présentes sur les cultures en plein champs et dans le sol. La persistance de ces

genres dans le mais semble étre due a ’humidité élevée lors du stockage (Gacem et al., 2011).

D’un point du vue mycotoxicologique, quatre parmi les six genres isolés sont potentiellement
toxinogénes. Les souches appartenant a ces genres peuvent synthétiser différentes
mycotoxines : des aflatoxines et de la stérigmatocystine par les Aspergillus, de 1’ochratoxineA
produite par les Aspergillus et Penicillium (Jorgensen et al. 1996), des fumonisines par
Fusarium, de la citrinine et d’autres toxines moins connues produites par Alternaria et

Aspergillus (Weidenbdrner et al. 2000).

Il est a signaler qu’un des résultats importants et qui forme un socle a la suite de cette
recherche est la présence d’Aspergillus nidulans parmi les isolats obtenus comme indique
précédemment, souche considérée comme productrice principale de la stérigmatocystine. En
outre, la présence simultanée d’A. nidulans et d’A. flavus constitue un risque supplémentaire

de contamination en AFB1.
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Figure 8: Moisissures isolées des échantillons de mais observées au microscope optique (g x40):
(a) Alternaria sp.; (b) Fusarium sp.; (c) Aspergillus niger; (d) Penicillium sp.
(e) Aspergillus flavus; (f) Rhizopus sp.
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Tableau 5: Isolats fongiques obtenus des trois échantillons de grains de mais.

Nombre d’isolats
Especes isolées ] ]
Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3
Aspergillus spp. 27 23 21
A. flavus 15 13 10
A. niger 04 03 03
A. nidulans 01 00 00
Aspergillus sp.1 03 03 03
Aspergillus sp.2 02 03 02
Aspergillus sp.3 02 01 00
Aspergillus sp.4 00 00 02
Aspergillus sp.5 00 00 01
Fusarium spp. 12 09 10
Fusarium sp.1 07 05 08
Fusarium sp.2 03 02 02
Fusarium sp.3 02 02 00
Penicillium spp. 07 07 09
Penicillium sp.1 02 04 03
Penicillium sp.2 03 02 03
Penicillium sp.3 01 01 02
Penicillium sp.4 01 00 01
Alternaria spp. 02 01 00
Alternaria sp.1 01 01 00
Alternaria sp.2 01 00 00
Rhizopus spp. 01 01 01
Mucor spp. 00 01 01
Total 49 42 42
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4.2.2- Etude morphologique de la souche sélectionnée

Cette ¢tude repose sur deux aspects; 1’aspect macroscopique et 1’aspect microscopique.

4.2.2.1- Aspect macroscopique

L’étude macroscopique de la souche sélectionnée est réalisée a I’ceil nu aprés 7 jours

d’incubation, sur trois milieux différents et a trois température distinctes.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 6 et I’aspect des colonies est représenté

par la figure 9.

Tableau 6: Caractéres macroscopiques de la souche Aspergillus nidulans.

Température | Milieu de | Diamétre Aspect
culture (mm)
°C)
CYA 43 Colonie de couleur jaunatre, revers brun orangé,
présence de pigments soluble de couleur violette.
25 MEA 36 Colonie de couleur blanchétre, revers brun, absence
de pigment soluble.
G25N 11,7 Colonie de couleur vert pale et revers marron.
37 CYA 47 Colonie de couleur jaunétre, revers brun orangé.
5 CYA 00 Pas de croissance

L’absence de croissance a 5°C est un €lément important qui confirme une appartenance

pratiquement confirmée de ’isolat a Aspergillus nidulans.
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Figure 9: Aspect des colonies de la souche A. nidulans sur le milieu CYA a 37°C: (a) face,
(b) revers.

4.2.2.2- Aspect microscopique

L’¢tude microscopique de I’isolat sélectionnée a permis d’observer un mycélium cloisonné,
une téte aspergillaire constituée d’une vésicule hémisphérique, sur laquelle sont formées les
phialides portés sur des métules (téte bisériée), chaque phialide produit des conidies rondes,
échinulées et de couleur verte. Les tétes aspergillaires sont portées sur des conidiophores

bruns, sinueux, non ramifié et courts (figure 10).

D’aprés Pitt et Hocking (2009), I’ensemble de ces caractéres (macroscopiques et

microscopiques) confirment que la souche isolée est Aspergillus nidulans.

L’identification de la forme téléomorphe d’Aspergillus nidulans en 1’occurrence Emericella
nidulans par 1’observation microscopique a révélé que 1’isolat se caractérise par la présence
des Cléistotheces globuleux, de couleur rouge foncé, renferment de nombreux asques
globuleux et entourés par des cellules en noisette (les cellules de Hiille), les ascospores de
couleur rouge présentent deux crétes équatoriales (figure 11). Aspects caractérisant la forme
sexuée de la souche et confirme 1’appartenance de 1’isolat. Ces observations sont en parfaites
concordance avec celles constatées par Botton et al., (1990), Erikson et Hawksworth, (1998)
et Pitt et Hocking (2009).
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Figure 10 : Aspect microscopique d’Aspergillus nidulans sous microscope optique (g x40):

C: conidies, CP: conidiophore, V: vésicule. M: métule, Ph: phialide.

Figure 11: Organes de reproduction sexuée chez Emericella nidulans (téléomorphe d’A. nidulans):
(a) Ascospores (gx25) (b, c) Cléistothéce associé a des cellules de Hiille (gx10 et x25
consécutivement).
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4.3- Recherche de la STC dans les échantillons de mais
4.3.1- Extraction de la STC a partir des grains de mais

L’extraction liquide-liquide de la STC, a partir des grains de mais, suivi par la déshydratation

et la concentration a permis d'obtenir un extrait de couleur jaunatre (figure 12).

Figure 12: Extrait & partir des grains de mais.

4. 3.2- Detection de la STC par CCM

La détection de la STC par CCM dans les échantillons de mais n’a pas abouti au résultat
escompté (figure 13). Ceci da, soit a I’absence de la toxine dans les échantillons exploités,
soit les limites de détection par le procédé appliqué n’est pas suffisantes (la sensibilité¢ de la
méthode n’est pas importante), autrement dit, la quantité de stérigmatocystine dans les

échantillons du mais est trés faible au moment de 1’analyse.
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Figure 13: Chromatogramme (CCM) des échantillons de mais sous lumiere UV
365 nm: E Echantillon. Absence de STC selon le procédé.

4.4- ProductiondelaSTC

Pour tester la capacité stérigmatogene de la souche isolée, une fermentation a été lancée sur le
milieu YES, adapté pour induire la biosynthése de la stérigmatocystine (Halls et Ayres, 1973;
Pefia-Montes et al., 2009; Rank et al., 2011 ; Handrich et al., 2006).

4.4.1- Cinétique de la croissance d’Aspergillus nidulans

L’allure de I’évolution de la biomasse (poids sec) en fonction du temps a une forme d’une

courbe de croissance conventionnelle, caractérisée par ses quatre phases (figurel4). Apres une
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phase de latence de 24 h, correspondant a la phase d’adaptation du microorganisme au milieu
de culture et a la germination de I’inoculum (la germination des conidies débutent
généralement aprés une dizaine d’heures de fermentation). Le mycélium entre dans une phase
d’accélération, puis une phase exponentielle qui dure 120h (du 2° jusqu’au 7° jour) et
caractérisée par une croissance rapide ou le poids sec du mycélium atteint sa valeur maximale
de 16,45 g/l. Le poids sec reste presque constant (16,45 a 16,13g/l) entre le 7° et 12° jour
d’incubation, ce qui constitue la phase stationnaire. Cette derniere, peut étre expliquée par le
fait que la formation d’une partie du mycélium est accompagnée de la lyse d’une autre, celle-
ci est utilisée comme nutriments pour le développement du reste du mycélium (Bushell,
1988). La croissance se termine par la phase de déclin a partir du 12° jour ol la biomasse
diminue jusqu’a 12,65 g/l (au 15° jour) a cause de 1’épuisement du milieu et I’accumulation de

déchets.

L’Aspergillus nidulans croit rapidement sur le milieu de fermentation. Cette croissance rapide
est due a la présence de source de carbone et d’énergie (saccharose) adéquate dans le milieu
de fermentation. Hitokoto et al. (1982) ont rapporté que les glucides comme le glucose et le
saccharose favorisent la biosynthese de STC par A. nidulans alors que d’autres sucres comme
le galactose, le xylose, le mannitol et le lactose inhibent fortement cette synthése. En effet, il
est établi que la fermentation, produisant des métabolites secondaires, est considérée
productive s’il y ait une accumulation importante de biomasse durant une trophophase courte,

ce qui assure une idiophase plus lente (Marwick et al., 1999).
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Figure 14: Cinétique de croissance d’Aspergillus nidulans.
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4.4.2- Extraction de la STC a partir du milieu de fermentation

A la fin de la période de fermentation (15 jours), ’extraction de la STC a été faite par un
systéme de solvant composé d’acétone et d’eau, puis la purification de celle-ci a éte réalisee
par le chloroforme ou la STC est récupérée a partir de la phase aqueuse. Aprés déshydratation

et concentration, un extrait de couleur brun foncé a été obtenu (figurels).

Figure 15: Extrait chloroformique de la fermentation.

4.4.3- Détection de la STC par CCM

La chromatographie sur couche mince de I’extrait a permis de séparer plusieurs spots, apparus
sous formes de taches colorées aprés révélation sous lumiére UV a une longueur d’onde de
365 nm. Les spots correspondant a la STC donnent une fluorescence rouge brique et un
R¢=0,65 (figure 16). Ces conclusions ont été obtenues suivant les recommandations de la
littérature (Yu et Leonard, 1995; Seo et al., 2003). La confirmation de la présence de STC est
réalisée par une dérivation de celle-ci par une solution de chlorure d'ammonium a 20 % dans
I'éthanol, suivie par chauffage a 80 °C pendant 10 mn. Cette étape est nécessaire pour
augmenter leur fluorescence naturelle sous I’UV, et en faciliter la détection. Par ce procédé
les taches de couleur rouge brique sont virées vers le jaune fluorescent sous une lumiére UV.
Cette constatation corrobore celle trouvée par plusieurs travaux (Vesonder et Horn, 1985;
Hodges et al., 1994).

Au terme de cette partie, la STC est bel et bien produite par la souche sélectionnée suivant la

méthode développée. Cette production est reproductible chaque fois le besoin se manifeste.
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Figure 16: Chromatographie sur couche mince présentant les spots de la STC produite par
A. nidulans apres 15 jours de fermentation. Séparée sur gel de silice par I’¢éluant Toluéne
/éthyle acétate/acide acétique 80/10/10 v/v/v.

4.5- Etude de la toxicité subaigiie de la STC in vivo

Cette étude a été consacrée a 1’évaluation de 1’effet toxique, in vivo, de la STC en utilisant des
rats femelles de type Wistar albinos. Une dose de 20 mg de STC/kg de poids corporel a été
choisie a cette fin. Plusieurs parametres sont pris en considération dans cette partie en

I’occurrence: la variation du poids corporel de 1’animal, du poids de foie et l'activité
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enzymatique des enzymes hépatiques. Ensuite, ces résultats ont été confirmés par une étude

histologique.
4.5.1- Signes de toxicité

Dans les conditions de la toxicité subaigiie (20 mg/kg), et aprés deux semaines de
I’application, aucune mortalité n’a été observée chez les rats traités, accompagnée par
I’absence de signes physiques de toxicité. En revanche, et a partir de la deuxiéme semaine,
des diarrhées aiglles et répétées ont été constatées chez les rats traités et absentes chez les rats
témoins. Ce signe di, vraisemblablement, a I’intoxication par la STC. Ce résultat se cordonne
avec ce qui a été signalé par Vesonder et Horn (1985) chez les vaches laitieres consommaient

de mais infecté par la STC.
4.5.2- Evolution du poids corporel des rats

L’évolution de poids corporel des rats au cours de la période de traitement est présentée par la
figure 17, qui montre que les rats traités et témoins exhibent une cinétique différente.
Quoique, les deux lots enregistrent une augmentation du poids, néanmoins, chez le lot traité,
cette augmentation n’est pas significative (6,84% par rapport au poids initial), alors que le
gain du poids chez les rats témoins est sensiblement plus important (23,21%), ce qui laisse
comprendre, que les rats témoins ont présenté une évolution normale en comparaison avec
ceux traités. Plusieurs travaux ont rapportés des résultats similaires, en particulier ceux
obtenus par Richard et al. (1977) qui ont montré que 1’injection quotidienne d’une dose de 4,2
mg de STC /kg, pendant deux semaines provoque une perte significative du poids corporel
(P<0,01). Par ailleurs, Shin et Kwon (2003) ont montré une régression du poids corporel
induit chez des rats recevant 3mg/kg de la STC.

L'effet de la STC sur le gain du poids est effectif et il ne peut pas étre expliqué par un refus
d'alimentation par les animaux car, dans ce travail les rats ont recu quotidiennement la STC
par VI d’une part, et que les sujets traités et témoins consommaient une ration alimentaire
quotidienne semblable. En revanche, cette perte de gain du poids peut étre expliquée par
I’inhibition de I’absorption de certains nutriments essentiels a la régulation de la croissance

cellulaire comme il a été montré par Kunimoto et al. (1974).

43



Résultats et Discussion

300 -

*%
250 1

NS
200

150

Poids (g)

—— Témoins
—o—Traités

100

50

1 2
Temps (semaine)

Figure 17: Evolution du poids des rats témoins et traités durant les deux semaines de traitement:
Chague point représente la moyenne (n=6), (NS) P> 0,05 différence non significatif; (**)
P<0,01: différence hautement significatif par rapport au poids initial.

4.5.3- Poids du foie

La variation du poids de foie chez les rats traités montre une augmentation de 21,41% par
rapport au poids du foie des rats témoins. Cette augmentation, du point de vu statistique, est
significative (P<0,05) (figure 18), due probablement & une intoxication par la STC
consommeée durant le traitement. Cet exces du poids peut étre expliqué par I’accumulation de
corps gras au niveau des cellules hépatiques, lié a une altération du métabolisme des lipides
(Si-Trung, 2005). Ces résultats révélent que 1’organe cible de I’effet de la STC est le foie
comme il a été montré, par ailleurs, par plusieurs travaux (Walkow et al.1985;

Sreemannarayana et al.1987; Mahrous et al.2006).
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Figure 18: Effets de la STC sur le poids des foies des rats témoins et traités: Chaque valeur
représente la moyenne + SD (n=6). (*)P<0,05: différence significative par rapport
aux témoins.

4.5.4- Dosage des transaminases

Les effets de la STC, administrée quotidiennement, par VI et pendant deux semaines sur les
activités de ’ALAT et de ’ASAT sont presentés dans la figure 19. Les résultats montrent
une augmentation significative de I’activité enzymatique de I’ALAT (P<0,001) et de ’ASAT
(P<0,01) pour tous les sujets traités en comparaison avec les témoins. En effet, le pourcentage
de ’augmentation est de I’ordre de 69,04 pour ’ALAT et de 50,51% pour ’ASAT en

comparaison, toujours, avec les animaux témoins.

Les transaminases sont les marqueurs biologiques les plus spécifiques d’une atteinte
hépatique et de la nécrose hépatocytaire. La spécificité est plus marquée pour I’ALAT,
conséquence de leur distribution essentiellement hépatique dans I’organisme. Cette
augmentation des transaminases pourrait étre, donc, expliquée par une cytolyse hépatique
comme il a été préconisé par Reynier (2011). Des résultats similaires ont éte rapportés par
Prisdkaru et Burlacu (2007) qui ont noté aussi I’augmentation des transaminases chez des rats

traités par une dose de STC de 8mg /kg pendant 6 semaines.
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Figure 19: Evaluation de I’activité enzymatique des transaminases des rats témoins et traités aprés
deux semaines de traitement. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=6).
(**) P<0,01 différence hautement significative par rapport aux témoins,
(***) P<0,001: différence trés hautement significative par rapport aux témoins.

4.6- Etude histologique

4.6.1- Examen macroscopique

A Dautopsie, aucune lésion n’a été constatée dans les foies des rats traités en comparaison
avec ceux des rats témoins. Les foies présentent un aspect normal, de couleur marron clair et

de consistance molle.
4.6.2- Examen microscopique
4.6.2.1- Foies des rats témoins

L’histologie du foie des rats t¢émoins montre que le parenchyme hépatique a une architecture
lobulaire conservée, travées hépatocytaires régulieres comportant une seule couche
d’hépatocytes. Les hépatocytes sont disposes en travées autour des veines centro-lobulaires et

contiennent un noyau central rond, bien net et un cytoplasme granuleux et preservé (figure20).
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Figure 20: Histologie du foie des rats ttmoins : H Hépatocytes; S Sinusoides;
VC Veine Centro-lobulaire.

4.6.2.2- Foies des rats traités

Chez le lot des rats traités par la STC, le parenchyme hépatique est d’architecture lobulaire
plus ou moins conservée. Un infiltrat inflammatoire polymorphe intra portal, autour des
espaces portes, a été constaté avec disparition des hépatocytes qui entour ces zones (figure
21). La présence d’un infiltrat inflammatoire lobulaire polymorphe est frequemment observée
dans les zones périportales, témoignant d’une nécrose hépatocytaire. A proximité de ces
zones nécroseées, le parenchyme hépatique présente des zones de stéatose macro- vésiculaire,
refoulant le noyau en périphérie et rend les limites de cellules difficilement observables, et
microvesiculaire (figure 22). Ces observations sont en accord avec ceux de Purshased et Van
Der Watt (1969) et Sreemannarayana et al. (1987) qui ont observé une nécrose autour des
voies péri portales de foies des rats injectés par VI avec la STG. Mahrous et al. (2006) ont
aussi constaté la présence de nécrose et la lyse des cellules hépatiques chez des poissons
administrés, par voie intra gastrique, de la STC. Purshased et Van der Watt (1969) et
Abramson et al., (1983) ont rapporté que la STC cause des stéatoses. Au contraire, nos
résultats n'ont pas révélé la présence de capillarisation ou d’hémorragie a la veine centrale
comme il est rapporté par Sreemannarayana et al. (1987).

La présence de nécrose correspond a la libération des contenus cytoplasmiques des
hépatocytes, ce qui confirme les résultats de I’analyse biochimique qui ont révélé
I’augmentation des taux de transaminases dans le sérum des rats traités. En outre, la présence

des 1ésions de stéatose explique I’augmentation du poids de foie, constaté chez les rats traités.
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Selon Prisacaru et Burlaco (2007), la STC se comporte comme une hépatotoxine, sous la
forme d'un radical libre 1’époxy-stérigmatocystine qui est le principal métabolite du foie des
animaux qui avaient consommé la mycotoxine parentale. Kawai et al.(1986) ont rapporté que
la STC affecte la respiration mitochondriale par le blocage de la phosphorylation oxydative
dans la mitochondrie. Par ailleurs, Sivakumar et al. (2001) suggerent que les lésions
histologiques du foie causées par la STC ont été attribuées a la réduction des niveaux

d'antioxydants comme le glutathion, 1’acide ascorbique, et I'alpha-tocophérol.

Figure21: Histologie du foie des rats traités (coloration par Hématoxyline & Eosine):
IN Infiltrat inflammatoire; EP Espace Porte.
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Figure 22 : Histologie du foie des rats traités (coloration par Hématoxyline & Eosing):

lobulaire.

H Hépatocytes; N Nécrose; S Sinusoide; St Stéatose; VC Veine Centro
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Conclusion et perspectives

5- Conclusion et Perspectives

Les moisissures sont des microorganismes ubiquistes susceptibles de contaminer de
nombreux produits destinés a 1’alimentation des animaux et/ou des humains. Les céréales sont
les matieres premieres les plus exposées a la contamination fongique. La conséquence
possible d’un développement fongique incontrolé est la production et I’accumulation des
mycotoxines dans les aliments.
Bien que de nombreuses études aient déja été publiées sur la STC, ses effets toxiques restent
encore mal connus. La lecture de la littérature existante nous donne l'impression que I'on
connait encore tres mal les effets réels de cette mycotoxine. D'ailleurs, aucune étude extensive
n'a été faite sur I’effet de cette mycotoxine en Algérie. C'est donc, sous cet angle que la STC a
retenu notre attention.
Pour cela nous nous sommes fixés comme objectifs 1’exploitation du mais commercialisé au
niveau de la Wilaya de Constantine pour la recherche des moisissures susceptibles de produire
de la STC et I’étude de la toxicité subaigie de cette mycotoxine apres sa production par la
souche sélectionnee.
133 souches fongiques ont eté isolées a partir des échantillons de mais, ces isolats
appartiennent a six genres : Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria, Rhizopus et
Mucor. De ce fait, il a été montré que le mais pouvait étre contaminé par des moisissures
potentiellement toxinogénes. Aspergillus nidulans a été largement étudié pour sa potentialité
a produire la STC. C’est pourquoi, la souche isolée dans notre travail et identifiée comme
Aspergillus nidulans, a été sélectionnée pour la suite du travail. La confirmation de son
identification a été réalisée sur la base des tests macroscopiques et microscopiques (tests
d’apparence). Dans ce travail la contamination de mais avec la STC s’est révélée négative.
Le traitement de milieu de fermentation par des solvants appropriés et I’analyse de 1’extrait
par CCM a montré que la souche sélectionnée en 1’occurrence 1’Aspergillus nidulans produit
des quantités remarquables de la STC. A cet égard, il est concluant que la présence de cette
souche sur le mais destiner a la consommation présente un danger potentiel.
L’étude de la toxicité subaigiie, in vivo, par la STC chez des rats femelles du genre Wistar a
montré les effets suivants:

¢+ La STC perturbe quelques les paramétres biochimiques sériques liés a la fonction

hépatique (augmentation des concentrations sériques en I’ALAT et I’ASAT);
¢+ L’observation histologique s’est caractérisée par quelques modifications structurales.

L’ensemble des données biochimiques et histologiques confirme 1’effet toxique de la STC.
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Conclusion et perspectives

De nombreuses perspectives découlent de nos recherches:

¢+ |l serait important de disposer de données sur la toxicité chronique, a long terme de la
STC afin de pouvoir évaluer le risque d’une éventuelle contamination des aliments de
facon précise.

¢ 1l est important d’utiliser des techniques plus performantes pour 1’identification de la
STC a savoir la spectrométrie de masse et RMN.

+ Il est nécessaire de faire des études plus poussées sur la contamination du mars par
d’autres mycotoxines. De plus, il serait intéressant d'élargir la gamme des aliments
analysés (produits a base de mais, produits destinés aux enfants et aux bébés,
fromages, lait en poudre, café, boissons) et d’en déterminer la dose de prise journaliére
pour chaque mycotoxine.

¢+ Une étude de la réponse immunitaire des sujets traités par la STC afin de déterminer,
éventuellement, le potentiel de défense de 1’animal vis-a-vis de ces substances.

Une enquéte sur les maladies de cancer du foie en Algérie est préconisée, afin d’évaluer
I’impact de ces contaminations et de mycotoxines sur la santé de la population.
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Annexe 1

Exemple des concentrations maximales autorisées des mycotoxines dans les produits alimentaires dans 1’Union Européenne (selon le reglement
de la Commission Européenne n°1881/2006 du 19 décembre 2006 portant fixation des teneurs maximales pour certains contaminants dans les
denrées alimentaires, modifiés par le reglement (CE) N°1126/2007 du 28 septembre 2007).

Produits Mycotoxines Valeur pg/kg
Arachides, fruits a coque, fruits séchés et produits dérivés de leur transformation destinés a la AflatoxineB1 2
consommation humaine directe ou a une utilisation comme ingrédients de denrées alimentaires | Aflatoxines B, B2, Glet G2 | 4
Toutes les céréales et produits dérivés des céréales destinés a la consommation humaine directe | AflatoxineB1 2
(adultes) Aflatoxines B, B2, Glet G2 | 4
lait cru, lait traité thermiquement et lait destiné a la fabrication de produits laitiers Aflatoxine M1 0,05
Céréales brutes Ochratoxine A 5
Grains de café torréfié moulu Ochratoxine A 5
Café soluble Ochratoxine A 10
Tous les produits dérivés des céréales destinés a la consommation humaine directe Ochratoxine A 3
Vins, boisson aromatisées a base de vin, jus de raisin Ochratoxine A 2
Jus de fruits, jus de fruits concentrés reconstitués et nectars de fruits Patuline 50
Céréales brutes autres que le blé dur, I’avoine et le mais Déoxynivalénol 1250
Blé dur et avoine bruts Déoxynivalénol 1750
Mais brut Déoxynivalénol 1750
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Pain Déoxynivalénol 500
Pates (séches) Déoxynivalénol 750
Céreales brutes autres que le mais Zéaralénone 100
Mais brut Zéaralénone 350
Fumonisine B1 et B2 4000
Mais destiné a la consommation humaine directe Fumonisine Blet B2 1000
Céreales petit-dejeuner a base de mais Fuminisine B1 et B2 800
Aliments a base de mais pour nourrissons Fumonisine Blet B2 200
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Annexe 2

Composition des milieux de cultures

Potato Dextrose Agar (PDA)

POMME de LeITe. .. e 250 ¢
GIUCOSE. ...t 20 g
AT .. e 159
Bau distillée. ... ..o 1000 ml

- Laver la pomme de terre non pelée;
- Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée;
- Porter a ébullition pendant 30 — 45 min;

- D’autre part, faire fonder 1’agar dans 500 ml d’eau distillée;

- Ecraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat a la solution d’agar;

- Ajouter le glucose;
- Compléter le volume a 1000 ml;

- Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min.

Solution traces de métal

CUSOLEH0. . 059
ZNSO4THO . o 19
Bau distillée. ..o 100 ml
Czapek concentré

NANO . . 304¢
KL e, 50
MOSO4TH20. ... e, D ()
FESO4THIO ..o 0,1g
Baudistillée. ... ... ..o 100 ml
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Czapek CONCENTIE ... ... 10 ml
Extraitde levure. .. ... 50
SACCNAIOSE. ... e 3049
AT . e e ———— 159
Eau distillée. .......oooviiiiiiii i 1000 ml

Steriliser a l'autoclave a 121°C pour 15 min; le pH final est 6,7.

Malt Extract Agar (MEA)

PePlONe. ..\t g
GIUCOSE .. vttt 209
Extraitde malt...........oooiiiiiiii 209
AGAT. . 209

Eau distillée..........ooviiiii e ecereesieeieeiieeeeee 1000 M
Stériliser par autoclavage 121° C pendant 15 min; le pH finale est 5,6.

25 % Glyceérol Nitrate Agar (G25N)
KoaHPO4. ... e 0,750

Czapek CONCENEIE. ... ..ot 75 ml
Extraitde levure...... ..., 3,749
Glycérol pour analyse..........cooviriiiiiiiiieieee 250 g
AN . 12 ¢
Bau distillée. ..o 750 ml

Stériliser par autoclavage 121° C pendant 15 min; le pH finale est 7,0.

Lactophénol

PRENOL. ... 209
Acide lactique (25%0).......c.oiirii i 20ml
GLYCEIOL. ..ot 20ml
Eau distillée..........oooiiiiii e, 40ml

Dissoudre le phénol dans I’eau a froid et ajouter 1’acide lactique et le glycérol.
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Annexe 3

Tableau A. Cinétique de croissance d’Aspergillus nidulans.

Jour Poids sec
1,871
2,42
4,327
11,451
13,91
15,254
16,45
16,302
16,17
16,166
16,148
16,131
15,103
14,132
12,649
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Tableau B. Poids de foie des rats témoins et traités.

Témoins Traités
9,1 10,24
9,34 8,78
7,85 9,39
17,7 11,65
7,54 10,67
7,81 9,15
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Tableau C. Variation de poids corporel moyen des rats traités et témoins.

Jour | Témoins | Traités
1 199,87 | 190,00
2 203,75 | 192,13
3 206,55 | 193,40
4 211,3 194,30
5 215,71 | 195,12
6 219,60 | 196,33
7 223,63 | 197,38
8 227,43 | 198,15
9 230,94 | 198,27
10 234,04 | 199,14
11 237,16 | 200,46
12 239,73 | 201,13
13 241,97 | 202,25
14 244,12 | 203,17
15 246,12 203

Tableau D. Taux des transaminases chez les rats témoins et traités.

ALAT ASAT
Témoins Traités Témoins Traités

114 215 153 224
101 192 114 216

94 145 105 184
104 178 132 174
117 215 131 227
129 169 151 181
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Isolation of fungi producing sterigmatocystin from a food (maize) and study of its toxic

effect on Wistar albinos
Abstract

Many species of fungi are able to develop on the foodstuffs, where they synthesize and
excrete the mycotoxins which are the origin of consumer’s intoxications.

Three samples of imported corn were taken from various points of sale in Constantine. The
isolation is carried out by the SFP method, yielded 133 fungal isolates represented in six
genera: Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria, Rhizopus and Mucor. Aspergillus was
the most frequent genus with 53.38% of all isolates. Aspergillus nidulans was selected for its
ability to produce the STC. The identification of this isolate was realised after macroscopic
and microscopic studies.

The qualitative assay by thin layer chromatography showed that all samples are exempt of
STC. The production of the STC by the isolated strain was confirmed on YES medium,
followed by separation and purification of the mycotoxin by thin layer chromatography,
which showed red brick color spots and the R¢ equal 0.65.

The in vivo study of toxic effect of STC was studied on Wistar albinos. The STC was
administrated at 20 mg/kg body weight to female animals by intraperitoneally injection, for
two weeks. The biochemical analysis showed a significant increase in the ALT and AST rate.
Post-mortem examination to the liver of treated animals revealed the necrosis and steatosis of
hepatocytes.

Keywords: ALT, AST, Aspergillus nidulans, Corn, Necrosis, Steatosis, Sterigmatocystin.
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Nom : SAKHRI
Prénom : AFAF

Theme : Isolement des myceétes producteurs de la stérigmatocystine a partir d’aliment
(mais) et étude de son effet toxique sur Wistar albinos

Résumé

Plusieurs espéces de moisissures sont capables, en se développant sur les denrées
alimentaires, de synthétiser et excréter des mycotoxines a 1’origine d’intoxications chez le
consommateur.

Trois échantillons de mais importé ont été prélevés dans différents points de vente au niveau
de la ville de Constantine. L’isolement est effectué par la méthode SFP qui a permis d’obtenir
133 isolats fongiques, appartenant a six genres: Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Alternaria, Rhizopus et Mucor. Aspergillus est le genre le plus dominant avec une fréquence
de 53,38% de I’ensemble des souches isolées. Aspergillus nidulans est sélectionné pour sa
potentialité stérigmatogene, 1’identification de cette souche est obtenue sur la base des tests
morphologiques macroscopiques et microscopiques.

L’analyse qualitative par CCM a révélé que tous les échantillons sont exempts de STC. La
production de la STC est effectuee sur milieu YES, suivie d’une séparation et purification de
la mycotoxine par CCM, ce qui a révélé des spots de couleurs rouge brique et d’un Ry égal a
0.65.

L’étude, in vivo, de I’effet toxique de la STC est effectuée par I’injection quotidienne d’une
dose de 20 mg/kg, par voie intrapéritonéale et pendant deux semaines. Les analyses
biochimiques ont révélé une augmentation significative des taux des parameétres biochimiques
explorés au niveau sériques (ALAT, ASAT). Ainsi, I’’étude histologique du foie a révélé des
Iésions de nécroses et de stéatoses au niveau des hépatocytes.
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