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Résumé

Cette étude, réalisée dans le cadre d'une thése de doctorat, a fait I’objet d’une évaluation de
|'état actuel de l'industrie de production d'ceufs dans I'est de I'Algérie a travers une vaste enquéte
sur terrain. Une analyse mycologique a ¢été effectuée sur des échantillons d'aliments pour
volailles afin d'évaluer les niveaux de contamination fongique. En outre, l'investigation a
rigoureusement analys¢ a la fois les aliments pour volailles et les ceufs destinés a la
consommation humaine pour détecter la présence de mycotoxines émergentes et de
I'Ochratoxine A, des contaminants alimentaires répandus. Des techniques analytiques de pointe
UHPLC-MS/MS ont été employées pour examiner 10 échantillons d'aliments pour poules
pondeuses et 35 échantillons groupés d'ceufs lyophilisés. Les résultats ont révélé la présence de
la beauvéricine dans 1 échantillon d'aliment a 12 ng.g™!, ainsi que de /'enniatine B1, contaminant
9 échantillons d'aliments avec des concentrations allant de 3,6 a 41,5 ng.g”!. Aucune des
mycotoxines ciblées n'a ét¢ détectée dans les échantillons d'ceufs analysés. Dans une
investigation parall¢le utilisant un kit ELISA hautement sensible, 42 échantillons d'aliments
pour volailles ont été minutieusement analysés pour /'Ochratoxine A. 26 échantillons (62%)
dépassaient la limite de quantification de 1,5 ng.g™!, avec des niveaux d'Ochratoxine A allant de
2,23 43,23 ng.g! et un niveau moyen de contamination de 2,59 ng.g!. Cette étude souligne le
besoin crucial de mettre en place des mesures de contrdle et de surveillance strictes tout au long
de la chaine d'approvisionnement en aliments pour volailles algérienne afin d'atténuer les
risques posés par les mycotoxines. La mise en ceuvre effective de telles stratégies préventives
est primordiale pour garantir les normes de sécurité alimentaire et protéger la santé publique
des effets indésirables potentiels associé€s a ces contaminants toxiques.

Mots clés :

Mycotoxines- Aliment- (Bufs — Enniatines - Ochratoxine A- ELISA- UHPLC-MS/MS



Abstract
This study, conducted as part of a thesis research, comprehensively evaluated the current state
of the egg production industry in eastern Algeria through an extensive field survey. A detailed
mycological analysis was performed on poultry feed samples to assess fungal contamination
levels. Furthermore, the investigation rigorously analyzed both poultry feed and eggs intended
for human consumption to detect the presence of emerging mycotoxins and the prevalent food
contaminant ochratoxin A. Cutting-edge UHPLC-MS/MS analytical techniques were employed
to examine 10 laying hen feed samples and 35 pooled freeze-dried egg samples. The results
unveiled the presence of the emerging mycotoxin beauvericin in 1 feed sample at 12 ng.g™!, as
well as enniatin Bl, another emerging mycotoxin, contaminating 9 feed samples with
concentrations ranging from 3.6 to 41.5 ng.g™!. Notably, none of the targeted mycotoxins were
detected in the analyzed egg samples. In a parallel investigation using a highly sensitive ELISA
kit, 42 poultry feed samples were meticulously screened for ochratoxin A. Alarmingly, 26
samples (62%) exceeded the limit of quantification of 1.5 ng.g”!, with ochratoxin A levels
ranging from 2.23 to 3.23 ng.g! and an average contamination level of 2.59 ng.g”!'. This
comprehensive thesis study underscores the crucial need for implementing stringent monitoring
and control measures throughout the Algerian poultry feed supply chain to mitigate the risks
posed by mycotoxins contamination. Effective implementation of such preventive strategies is

paramount to safeguarding food safety standards and protecting public health from the potential

adverse effects associated with these toxic contaminants.
Keywords:

Mycotoxines- Feed- Eggs— Enniatines - Ochratoxine A- ELISA- UHPLC-MS/M
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Introduction

Introduction

L'industrie avicole algérienne a connu une évolution marquée depuis l'indépendance, passant
d'entreprises publiques a une expansion fulgurante du secteur privé. Bien que productive, avec
environ 4,8 milliards d'ceufs et 340 000 tonnes de viande blanche par an, cette industrie fait face
a des défis majeurs liés a la dépendance aux aliments importés pour la volaille. La région Est
de I'Algérie a particuliérement enregistré une croissance significative de la production d'ceufs,
devenant une zone importante a considerer (Alloui and Bennoune, 2013).

Cependant, un des risques majeurs qui pése sur cette industrie avicole en plein essor est la
contamination par les champignons, bien qu'ayant des effets bénéfiques (Khalifa et al., 2022),
ces derniers peuvent également avoir des impacts néfastes sur les cultures en termes de
rendement et de qualité des grains (Decleer et al., 2016; Ayofemi Olalekan Adeyeye, 2020).
Certaines especes fongiques sont responsables de la production de métabolites secondaires
appelés mycotoxines (Balendres et al., 2019). Ces derniéres peuvent avoir des effets néfastes
ou secondaires lorsqu'elles sont ingérées par les humains ou les animaux, entrant ainsi dans la
chaine alimentaire directement via les aliments contaminés ou indirectement par les produits
animaux issus d'animaux nourris avec des céréales infectées (Cohen and Lapointe, 1986;
Naoom, 2007; Shareef, 2010).

La volaille est particulierement sensible a certaines mycotoxines comme |'Ochratoxine A
(OTA), produite par Aspergillus spp. et Penicillium spp (Lépez Grio et al., 2010). L'intestin des
volailles devient alors un site critique d'accumulation de I'OTA (Ganesan et al., 2021),
menacant leur santé et leurs performances (Bir6 et al., 2002; Aravind et al., 2003). Sa présence
dans leur alimentation souleve des inquiétudes non seulement pour la productivité animale,
mais aussi pour I'exposition humaine indirecte via la consommation d'ceufs, de viande et d'abats
potentiellement contaminés par cette mycotoxine aux effets toxicologiques néfastes (Girish and
Smith, 2008; Tatfo Keutchatang et al., 2022).

Outre I'OTA, d'autres mycotoxines émergentes comme les Enniatines (ENN) et la beauvéricine
(BEA) produites par Fusarium spp (Serrano et al., 2013; Juan et al., 2020), suscitent un intérét
croissant en raison de leur large éventail d'actions biologiques (Sabater-Vilar et al., 2007) . Ces
mycotoxines ont d'ailleurs été¢ retrouvées dans des ceufs de poules pondeuses, avec une
accumulation dans le jaune et divers tissus de dindes et poulets de chair, soulignant les risques
de contamination (Gautier et al., 2020).

Face a ces menaces, des limites maximales ont été fixées pour certaines mycotoxines dans

I'alimentation animale par des organismes comme I'Union européenne (Van Egmond and

Page | 1



Introduction

Jonker, 2004; Regulation, 2006), pour cing mycotoxines, dont I'aflatoxine B1, le
déoxynivalénol, la zéaralénone, les fumonisines B1+B2 et I'Ochratoxine A, dans le cadre de
I'alimentation animale (Streit et al., 2012; Kebede et al., 2019; Luo et al., 2021).

Cependant, les niveaux de BEA et d’ENN dans les produits destinés a 1’alimentation humaine
et animale dans le monde n’ont pas de limites maximales réglementaires établies (Leatherhead
Food Research Association, 2010; Eskola et al., 2020). Initialement, les seconds métabolites de
Fusarium tels que les ENN, le BEA et d'autres composés étaient regroupés sous le terme «
mycotoxines émergentes » (Jestoi, 2008). Plus tard, le terme « émergentes » désigne les
mycotoxines qui ne sont pas soumises a une réglementation (Gruber-Dorninger et al., 2017).
Une multitude de travaux en Algérie ont étudié de maniere approfondie la détection des
mycotoxines dans diverses matrices (Redouane-Salah et al., 2015; Ait Mimoune et al., 2018;
Mimoune et al., 2021; Jedidi et al., 2023; Redouane-Salah et al., 2023 , Laouni et al., 2024),
cepandant, les efforts de recherche examinant la contamination par les mycotoxines dans les
aliments pour animaux se sont principalement concentrés sur des toxines réglementees comme
les aflatoxines (Tantaoui-Elaraki et al., 2018), soulignant systématiquement la prévalence des
aflatoxines comme principaux contaminants alimentaires dans la région. Par ailleurs, les
recherches ont été limitées sur les mycotoxines émergentes, notamment les Enniatines (ENN)
et la beauvéricine (BEA), malgré leurs risques connus (Benkerroum and Tantaoui Elaraki,
2001; Sifou et al., 2011).

C'est dans ce contexte préoccupant que s'inscrit la présente étude, visant non seulement a
déterminer la prévalence de la contamination par I'Ochratoxine A (OTA) dans les échantillons
d'aliments pour poules pondeuses de la région de I’Est algérien a l'aide de tests immuno-
enzymatiques ELISA trés sensibles, mais aussi a détecter la présence de mycotoxines
émergentes comme les Enniatines et la beauvéricine dans ces aliments et dans les ceufs, en
utilisant la méthode ultra-sensible de chromatographie liquide haute performance couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-MS/MS). Cette région étant une zone clé de
production d'ceufs ou les consommateurs sont fortement exposés.

Cette recherche fournira des données vitales pour évaluer de maniére exhaustive les niveaux
d'exposition des volailles a I'OTA et aux autres mycotoxines dangereuses. Une telle évaluation
est cruciale pour développer des stratégies anti-mycotoxines efficaces garantissant la sécurité
des produits avicoles consommeés. Avec le manque de données de surveillance généralisées en
Algérie malgré la recherche croissante, ce travail comblera une lacune majeure en établissant
des niveaux de référence de contamination, guidant ainsi la mise en place de programmes de

surveillance et de mesures d'atténuation pour protéger la santé publique.
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I. Généralités sur les moisissures et les mycotoxines

1.1.Les moisissures

Le terme « moisissure », au sens large, inclut les champignons filamenteux (mucorales,
ascomycetes et deutéromycétes) et les levures appartenant aux ascomycétes et aux
basidiomycetes (Saccharomyces, Cryptococcus, Pseudozyma), avec un grand nombre
d’especes qui varie de 60 000 a 100 000. La plupart d’entre elles proviennent des végétaux
qu’elles colonisent et sont transportées par les vents, elles sont pratiquement indétectables pour
la plupart, mais elles peuvent étre visibles lorsque leur développement est important (Reboux
et al., 2011).

Les moisissures sont des organismes eucaryotes, thallophytes caractérisés par la présence d’un
appareil végétatif en forme de thalle constitué par des filaments mycéliens caractérisés par une
croissance apicale, dans toutes les directions a la méme vitesse (Tabuc, 2007).

Certaines moisissures intéressent 'homme en lui présentant des intéréts considérables dans
plusieurs domaines ,comme dans 1’affinage des fromages (Roquefort, fromage persillé...) ou
I’amélioration des qualités organoleptiques d’autres produits alimentaires comme les saucisses
, ainsi que dans le domaine pharmaceutique (la production d’antibiotiques comme les
peénicillines et les céphalosporines ou autres) (Botton et al., 1990), et encore dans certains
processus biotechnologiques pour la synthéses de plusieurs acides, parmi eux ’acide citrique
et ’acide gluconique ainsi que pour la production de quelques enzymes comme la protéase
(Perry, 2004). D’apres Strohl (2023), pres de 40% des enzymes produites industriellement et
environ 22% des antibiotiques sont produites a base d’espeéces fongiques.

Les moisissures sont responsables d’impacts nocifs pour la santé¢ humaine par des pathologies
allergiques, ou de quelques affections respiratoires et peut-&tre de cancérisation, ainsi que pour
la santé animale suite a la détérioration des aliments consommés et la modification de leur
aspects organoleptique, ou par la réduction qualitatives de leur valeur alimentaire et/ou
quantitatives par la baisse de récolte et du rendement favorisant ainsi une baisse économique
due au rejets des denrées contaminées (Frisvad et al., 2006), cet impact est li¢ a la libération de
métabolites toxiques appelés mycotoxines (Russell et al., 1991; Reboux et al., 2011).

Les moisissures sont peu exigeantes sur les conditions environnementales du substrat, et
peuvent contaminer plusieurs milieux comme : les produits d’origine animale (viande-lait-
ceufs..), céréales, tissus, matieres organiques en décomposition ; 1a ou on trouve une source de

carbone et d’azote accessibles (Streit et al., 2012).
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I.2.Les champignons mycotoxinogénes

1.2.1. Généralités

Les moisissures couramment appelés « champignons », représentent des agglomérats de
filaments mycéliens et d’organes fructiféres capables de coloniser divers substrats (Chabasse et
al., 2002). Définies comme étant des organismes eucaryotes, sporogenes, non chlorophylliens.
Leur classification est basée sur leurs structures de reproduction qui peuvent se distinguer par
voie sexuée (champignon téléomorphe ou parfait), et/ou asexuée (champignon anamorphe ou
imparfait), notant que ces deux formes de reproduction peuvent coexister chez un méme
champignon dit holomorphe (Québec et al., 2002).

[Is jouent un role important dans 1’écologie terrestre par leur caractére ubiquiste et participent
largement a la biodégradation des maticres organiques (Alexopoulos and Mims, 1979).

Leur développement se fait par croissance apicale et élongation des filaments a partir de leurs
extrémités dans toutes les directions et de facon identique. Le mode de croissance se traduit par
la mise en place de colonies circulaires (thalles) caractéristiques des champignons sur milieu
gélosé. Leur appareil végétatif (thalle) est constitué de filaments ramifiés (cloisonnés ou non)
dont I’organisation est coenocytique. A I'intérieur de la structure filamenteuse, entourée d’une
paroi rigide, se trouve une masse cytoplasmique multi-nucléée mobile. Chez de nombreux
champignons, il existe des cloisons transversales régulieres dans les hyphes, mais ces cloisons
sont percées d’un pore central permettant la libre circulation du cytoplasme et des noyaux, leur
attribuant le caractére d’avoir un mycélium « cloisonné » (Bocquet, 1993).

Un large nombre de produits alimentaires peut &tre contaminé par les champignons. Les
principaux substrats sur lesquels ils proliférent sont les cultures oléagineuses, protéagineuses et
céréalieres mais on les retrouve aussi dans les fourrages, le caf€, le cacao, le riz, les fruits, le
mais, ...etc (Ruppol et al., 2004).

Plusieurs moisissures notamment les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium, sont connues
pour étre des contaminants des produits agricoles et/ou pour leur capacité a produire des
métabolites secondaires toxiques (Cahagnier and Richard-Molard, 1998).

Les champignons se propagent sur les différents substrats, par 1’intermédiaire de spores
identifiées comme des corpuscules de 2 a 250 um de diamétre, ces spores sont disséminées
principalement par 1’air ambiant. Lorsqu’elles se déposent sur un substrat organique, elles
germent et redonnent un mycélium si les conditions d’humidité et de température y sont
favorables. Elles peuvent pénétrer par deux voies différentes : soit par voie chimique

(production d’enzymes, de toxines) ou par voie mécanique en exergant une pression sur le
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substrat (Chabasse et al., 2002). Les spores peuvent également ¢laborer des substances
chimiques susceptibles de demeurer a I’intérieur des spores, ou d’étre libérées dans les

matériaux qu’elles colonisent ou encore d’étre libérées dans 1’air ambiant (Russell et al., 1991).
1.2.2. Identification des champignons

L’identification des champignons susceptibles de coloniser es aliments est basée sur plusieurs
criteres :

e Les critéeres morphologiques (macroscopique ou microscopique),

e Biochimiques ou moléculaires,

e Ecologiques (Guarro et al., 1999).
En pratique, I’observation des caractéres culturaux et morphologiques de 1’espece, est devenue
la pratique la plus utilisée. Par ailleurs, Ces méthodes d’identification peuvent étre complétées

par une analyse moléculaire (Chabasse et al., 2002).
1.2.2.1. Caractéres morphologiques

L’observation des caractéres culturaux et morphologiques, était pendant longtemps 1’outil
principal et exclusif pour identifier une espéce fongique, en pratique, la délimitation des
especes s’appuie sur la recherche des traits caractéristiques de la morphologie et des cultures
d’isolats sur milieu appropri¢ (Azzoune, 2011).

Ces caracteres sont constitués des parametres macroscopiques (aspect des colonies, de leur
revers) et microscopique (aspect du mycélium, des spores, des phialides, des

conidiophores,...) (Cahagnier and Richard-Molard, 1998).
1.2.2.2. Caractéres biochimiques et moléculaires

Depuis quelques années, le développement des méthodes analytiques et moléculaires a permis
aux scientifiques de réaliser une classification des microorganismes selon des caractéristiques
biochimiques, qui ne nécessitent pas obligatoirement une étude morphologique (Verscheure et
al., 2002).

En se basant sur des méthodes chromatographiques et spectroscopiques on peut mener des
analyses aussi bien quantitatives que qualitatives pour €lucider les structures des métabolites
ou des composés de la membrane cellulaire. Il s’agit principalement des polysaccharides, des
lipides insaponifiables, des acides gras et des métabolites secondaires volatiles et non volatiles
(Lamrani, 2009)

La paroi cellulaire des champignons est constituée de 80 a 90 % de polysaccharides, leur étude

est critique di a la nécessité de la connaissance des monomeres et de leur séquence, de la
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position des liaisons et de la configuration anomérique, alors que les lipides insaponifiables de
la membrane, appartiennent a la famille des ubiquinones, stéroides et caroténoides. Par ailleurs,
le profil en acides gras peut €tre similaire, du point de vue composition, chez de nombreuses
especes d’un genre donné. Tout de méme, ces especes peuvent étre différenciées grace a la
concentration relative de chaque acide gras (Lamrani, 2009), cette approche a permis a Lopez
da Silva et al. (1998), de différencier des especes de Penicillium (Bornay-Llinares et al., 1998).
Certains auteurs ont utilisé des métabolites secondaires volatils pour 1’identification des
champignons filamenteux pour décrire quelques espéces appartenant aux genres Aspergillus et
Fusarium, malgré que les études sur cette méthode sont controversées (Sunesson et al., 1995;
Wilkins and Larsen, 1995; Frisvad et al., 20006), et au genre Penicillium (Borjesson et al., 1990;
Larsen and Frisvad, 1995).

D’apres des études récentes, des méthodes d’identification reposant sur I’étude des acides
nucléiques (ADN et ARN), avec des méthodes plus intéressantes basées sur I’amplification par
PCR (Polymerase chain reaction), de certaines régions spécifiques comme le géne codant pour

la région ITS1-5,8s- ITS2 et IGS (Hinrikson et al., 2005; Azzoune, 2011).
1.2.3. Etude morphologique et moléculaire de quelques genres de moisissures

1.2.3.1. Aspergillus

a) Classification taxonomique

Le genre Aspergillus appartient au régne des fungi et classe des Ascomycetes, de I’ordre des
Euratiales et la famille des Trichocomacae, et du groupe des Hyphomycetes (Perelman and

Kuttin, 1992)
b) Critéres morphologiques du genre

Thalle a mycélium cloisonné et nombreux conidiophores, non ramifiés, terminés en vésicules
(téte conidienne unisériée) ou portés sur des métules ou stérigmates (t€te conidienne bisériée).
Conidies se¢ches en chaine divergente ou associées en colonnes compactes, unicellulaires,
globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou ornementées, hyalines ou pigmentées en
jaune, brun, noir ou vert, unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou
ornementées, hyalines ou pigmentées en jaune, Des cellules d'épaisseur de paroi et des sclérotes
sont parfois observées (Botton et al., 1990).

c) Identification du genre

c.1. Identification macroscopique
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Les Aspergillus sont caractérisés par une croissance rapide, apres 48 heures d'incubation, des
plaques formées de courts filaments aériens sont visibles, et aprés 96 heures d'incubation, les
colonies prennent leur coloration caractéristique brune, verte, jaune ou noire selon les especes
(Azzoune, 2011).

Généralement les Aspergillus poussant a une température de 22°-30°, il existe par ailleurs, des
especes thermotolérantes comme /4. fumigatus qui se développent a 37° allant jusqu’a 57°
(Morin, 1994).

L’aspect des colonies d 'Aspergillus peut étre granuleux ou poudreux, tandis que leur couleur
peut permettre une identification rapide de certaines especes : vert-jaune pour A.flavus, gris-
vert pour A.fumigatus, brun canelle pour A.terrei, jaune a ocre pour A.circumdati, noire pour
A.nigriet blanche pour 4.candidi ;le revers de la colonie au début est incolore ou jaune et avec

’age il peut brunir ou rougir (Wicklow and Shotwell, 1983).
c.2. Identification microscopique

Les Aspergillus sont caractérisés par une structure composée d’un appareil végétatif nommé
thalle, qui est formé de filaments mycéliens hyalins de diamétre fin et régulier, septés et
ramifiés.

Les filaments végétatifs donnent naissance a des filaments non cloisonnés, appelés
conidiophores terminant par une vésicule de différentes formes (rondes, oblongues, échinulées
ou lisses, pigmentées ou hyalines ...) sur lesquelles se disposent les phialides (cellules
conidiogenes). Ces dernicres peuvent étre directement insérées sur la vésicule (tétes unisériées),
ou portées par des petites structures qui sont-elles mémes insérées sur la vésicule (tetes
bisériées) prenant le nom de métules ou stérigmates (Badillet et al., 1987).

Les conidies seches qui se disposent en chaine divergentes ou associées en colonnes compactes,
ont la caractéristique d’étre toujours unicellulaire, globuleuse, sub-globuleuses, elliptiques,
lisses ou ornementées, hyalines ou pigmentées (en jaune, vert, brun, ou noir). La tete
aspergillaire qui caractérise le genre Aspergillus est donc constituée de I’ensemble de vésicule,
métules, phialides, et conidies (Azzoune, 2011). L’aspect macroscopique et microscopique de

ce genre sont démontrés dans la figure 1.
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Figure 1. Aspect macroscopique et microscopique d’'Aspergillus spp (Diba et al., 2007).

d) Toxinogen¢se

Quelques espéces du genre Aspergillus produisent des métabolites secondaires nommées
mycotoxines parmi les plus importantes : les aflatoxines (A. flavus, A. parasiticus) et
I'Ochratoxine (A. ochraceus), I’ A. fumigatus produit aussi des substances antibiotiques plus ou
moins toxiques, connues comme des polycétones (fumigatine, spinulosine), des terpenoides
(acide helvolique, fumagilline), une épidithiadioxopipérazine, la gliotoxine et des alcaloides
neurotoxiques (fumigaclavines, fumitrémorgines). Parmi ces mycotoxines, la gliotoxine est la

seule qui a le pouvoir de jouer un réle dans le phénomene infectieux (Ault and Schott, 1994).
e) Classification des especes d 'Aspergillus e.1. Aspergillus section flavi

Les 22 especes appartenant a ce groupe peuvent occuper plusieurs milieux €cologiques, elles
peuvent étre présentes dans la nature sous deux formes, comme des parasites des plantes, des
animaux, et des insectes, ou comme saprophytes dans le sol. Elles sont toutefois, capables de
se développer dans des températures qui se varient entre 10° et 48° avec un optimum de 33°
(Amare and Keller, 2014), et dans des milieux présentant une humidité situé¢e entre 0,78 et 0,80 ;
et un Ph variant entre 2,1 et 11,2, ce qui leur confére la possiblité de se retrouver dans des
régions chaudes comme les régions tropicales et sub- tropicales (Ayerst, 1969).

Parmi les especes les plus importantes il existe 9 espéces aflatoxinogenes parmi lesquelles - A.
nomius, A. flavus, A. parasiticus qui sont le plus souvent responsables de 1’¢laboration de
quantités importantes d’aflatoxines dans les aliments, et d’autres especes utilisées dans
I’industrie alimentaires comme A. oryzae et A. sojae (Baquido et al., 2013).

L’A. flavus produit essentiellement [ aflatoxine B1 et B2, alors que 1’ A.parasiticus produit les
4 aflatoxines B1, B2, G1, et G2. Concernant I’ A.nomius, c’est une souche trés rare proche

d’A.flavus, capable de produire les aflatoxines B et G (Kurtzman et al., 1987).
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Les especes appartenant a cette section sont étroitement liées et difficile a étre distinguées en
raison de la grande similarité entre elles et I’instabilité des caractéres morphologiques qui les
caractérisent. C’est dans ce but que 1’identification se base parfois sur la nature des mycotoxines

produites (Giorni et al., 2007).
e.2. Aspergillus section Nigri

Les Aspergillus section Nigri sont des champignons filamenteux largement distribués dans le
monde qui avec leur capacité de se développer dans une grande variété de substrats, formant un
groupe de champignons qui joue un role important en bio-industrie (Ait Mimoune et al., 2018),
plusieurs souches de cette section, sont utilisées dans la fermentation pour la production
d’acides et d’enzymes d’hydrolyse, parmi elles A.niger qui sont utilisés pour la production
d’enzymes extracellulaires (amylases et lipases) et d’acides organiques (acides citrique et
gluconique), qui sont utilisés comme additifs alimentaires (Diba et al., 2007).

Bien que nombreuses espéces provoquent la détérioration des aliments, certaines d'entre elles
sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire pour produire des acides organiques, tels que
les acides citrique et gluconique, ainsi que des enzymes hydrolytiques comme les lipases et
les amylases (Silva et al., 2011). Cette section est aussi treés importante vu I’ochratoxigénicité
attribuée a certains de ses représentants : A. niger et A. carbonarius sont considérés comme
des contaminants majeurs de certaines denrées tropicales et subtropicales tels que les raisins et

dérivés (Martinez-Culebras et al., 2009).
e.3. Aspergillus section Nidulantes

La section Aspergillus Nidulantes comprend des espéces aux caractéres morphologiques
spécifiques, se manifestant par des conidiophores bisériés a stipes pigmentés de brun, leur
présence engendre la production d'ascomes incrustés dans des masses de cellules de Hiille avec
des ascospores souvent brun rougeatre. La majorité des especes de cette section ont un état
sexuel, qui ont ét¢ nommés Emericella dans le systéme de nomenclature a double nom (Chen
etal., 2016).

Ces champignons xérophiles sont souvent présents dans les milieux intérieurs, sols, ou sur les
graines au moment du stockage (Peterson et al., 2008).

Recemment, de nombreuses especes de cette section ont été signalées du fait de leur capacité
de produire des mycotoxines cancérigenes stérigmatocystine. Parmi celles, les plus
préoccupantes sont les aflatoxines, la stérigmatocystine, ['émestrine, les fumitrémorgines, les
asteltoxines et la paxilline, tandis que d'autres extrolites sont des médicaments utiles ou des

candidats médicaments tels que les échinocandines, les mulundocandines, les calbistrines, les
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varitriols, les varécolines . L'aflatoxine Bl est produite par quatre especes : A. astellatus, A.

miraensis, A. olivicola et A. venezuelensis (Chen et al., 2016; Sklenar et al., 2020).
e.4. Aspergillus section Circumdati

La section Aspergillus circumdati ou le groupe Aspergillus ochraceus comprend des especes a
stipes avec des parois rugueuses, a tétes conidiennes bisériées, et des conidies jaunes a ocres
ainsi que des sclérotes qui ne noircissent pas, qui peuvent se développer sur la plupart des
milieux de culture classiques. Plusieurs espéces sont capables de produire des mycotoxines,
notamment des Ochratoxines, des acides pénicilliques et des xanthomégnines. Certaines
especes produisent également des candidats-médicaments tels que les notoamides (Visagie et
al., 2014).

L'exception a cela est 4.robustus, qui produit des sclérotes noirs, des conidiophores phototropes
et aucun des extrolites énumérés ci-dessus (Frisvad et al., 2004).

Cette section qui comprends 27 especes, parmi lesquelles 20 espéces sont particuliérement

connues par la production de /’Ochratoxine A (Gil-Serna et al., 2011).
1.2.3.2. Penicillium

Le nom Penicillium est dérivé de penicillus, qui signifie « petit pinceau » et a été introduit par
Link en 1809 (Houbraken et al., 2014). La classification de Penicillium a fait I'objet de
nombreuses monographies, et ces monographies continuent de servir de base a de nombreuses
¢tudes en cours sur Penicillium (Pitt and Hocking, 2009; Houbraken et al., 2014).

Le genre Penicillium est I'un des champignons les plus répandus dans le monde dans une
gamme variée d'habitats, du sol a la végétation, a I'air, aux environnements intérieurs et a divers
produits alimentaires, tels que les fromages (le camembert ou le roquefort), et les saucisses
fermentées. Ses especes sont considérées comme des saprophites omniprésentes et
opportunistes, généralement ce sont strictement aérobies, peu exigeantes sur le plan nutritionnel
et capables de se développer dans une large gamme d'environnements physico-chimiques, mais
certaines d'entre elles sont hautement spécialisées, comme les agents pathogeénes des fruits (P.
expansum, sur les pommes, P. digitatum et P. italicum sur les agrumes ), sur les aliments a faible
teneur en eau (P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. implicatum) et a faible tension en
oxygene (P. roqueforti) (El-Banna et al., 1987).

Le groupe penicillium consiste essentiellement en un groupe bien défini de phialides ou de
cellules similaires portant de petites conidies unicellulaires seches en chaines. Les phialides
sont soit attachées a un stipe directement, soit par une ou plusieurs étapes de ramification. Les

branches ont généralement un diameétre similaire aux stipes (Pitt and Hocking, 2009). Ce groupe
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se caractérise aussi par une croissance rapide, produisant un grand nombre de spores exogenes
a parois seches qui sont facilement disséminées par l'air. La plupart des espéces de Penicillium
d'origine alimentaire sont psychrotolérantes, certaines sont a peine capables de se développer a
37 °C, mais elles sont principalement mésophiles avec une température optimale autour de 25
°C (Perrone and Susca, 2017), 1’aspect macroscopique et microscopique du genre sont
démontrés par la figure 2.

Plusieurs études ont montré que des mycotoxines sont produites par ce genre, la principale
espece productrice d'Ochratoxine A est Penicillium verrucosum, qui se trouve fréquemment

dans les climats tempérés frais (Frisvad et al., 2006).

Figure 2. Aspect macroscopique et microscopique du genre Penicellium spp (Redouane-Salah and
Messai, 2023).

1.2.3.3. Fusarium

Le genre Fusarium appartient au regne des fungi, Classe des Sordariomycetes, Ordre des
hypocreales, et 1a famille des Nectriaceae, il comprend 300 espéces qui se répondent facilement
(Summerell et al., 2011).

Parmi 1'une des maladies fongiques les plus importantes affectant les principales cultures
céréalieres, notamment le blé, I'orge et le mais dans le monde, la fusariose qui est causée par
des Fusarium spp. Phytopathogenes, non limités aux groupes d'especes rouges F. avenaceum,
F. culmorum et F. graminearum. Ces espéces de Fusarium produisent des mycotoxines, telles
que le déoxynivalénol (DON), l'enniatine (ENN), la moniliformine (MON) et la zéaralénone
(ZEN). Le DON et ses dérivés trichothécenes de type B (3-ADON/3-acétyl-déoxynivalénol et
15-ADON/15-acétyl-déoxynivalénol) sont principalement produits par F. graminearum et F.
culmorum. 1ls agissent comme des inhibiteurs de la synthése des protéines cellulaires et posent
un risque important pour la santé des plantes, des humains et des animaux (Russell et al., 1991;

Kim and Vujanovic, 2016) .
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Fusarium spp. Sont caractérisés par des hyphes bien développés, cloisonnés, non pigmentés
avec des bifurcations a angle aigu formant des macroconidies typiques, appelées conidies
sporodochiales, variant en forme, en taille et en nombre d'une espéce a l'autre (Hof, 2020),

I’aspect macroscopique et microscopique du genre sont démontrés par la figure 3.

Figure 3. Aspect macroscopique et microscopique du Fusarium oxysporum (Teixeira et al., 2017).

1.2.3.3. Claviceps

Les champignons de l'ergot du genre Claviceps sont des ascomycetes phytopathogénes
saprophytes capables de parasiter plus de 400 especes de plantes monocotylédones, affectant
notamment un grand nombre de graminées et de céréales communes (Negard et al., 2015). Ce
genre comprend plus de 60 espéces mais la plus reconnues comme responsable de
mycotoxicoses est le C. purpurea (Liu et al., 2022).

Les infections de Claviceps sont caractérisées par la formation de structures récalcitrantes de
couleur violet appelées sclérotes qui se forment lorsque les hyphes fongiques envahissent les
ovules non fécondés des plantes hotes via les stigmates et les tubes polliniques pendant
l'anthése, remplagant ainsi les graines hotes en développement par des masses compactes de
mycélium fongique dures (Miedaner and Geiger, 2015), [’aspect macroscopique et

microscopique du genre sont démontrés par la figure 4.

Figure 4. Aspect macroscopique et microscopique du genre Claviceps spp (Pazoutova et al., 2011).
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L'infection par l'ergot des cultures céréalieres (L'avoine, le blé, 1'orge et le sorgho mais le seigle
reste la culture la plus sensible) (Abrunhosa et al., 2016), a un impact direct sur la qualité et le
rendement des grains, cela est considérée comme une importance secondaire par rapport aux
effets toxiques de la consommation accidentelle par les humains ou les animaux, du fait de la
contenance d’une grande variété d'alcaloides dans les sclérotes de 1’ergot qui constituent 0,5 a
2 % de la masse totale du sclérote. Partageant des similitudes structurelles avec les
neurotransmetteurs, les alcaloides de 1'ergot interagissent de manicre antagoniste ou agoniste
avec les récepteurs a-adrénergiques, la dopamine, la sérotonine 5-HT et d'autres récepteurs,
altérant a la fois les fonctions psychologiques et motrices (Komarova and Tolkachev, 2001,
Hicks et al., 2021).

L'ergotisme est probablement la plus ancienne mycotoxicose connue. Les épidémies humaines
associées a la contamination par Claviceps purpurea de la farine de seigle étaient répandues en
Europe centrale au Moyen Age (I'épidémie de I'an 944 en Aquitaine et 4 Limoges en France qui

fit 40000 morts) (Steyn, 1995).

I1. Les mycotoxines

I1.1. Généralités

A la fin des années 1800 et au début des années 1900, un certain nombre de chercheurs ont
reconnu ’existence de métabolites secondaires produits par les champignons a I'état solide et
liquide lors de leur fermentations connus de nos jours sous la dénomination de mycotoxines.
Etant donné que quelques-uns des produits de ces fermentations étaient consommés par
I'homme, un certain intérét pour la toxicité de ces produits a été développé (Richard, 2007).
Le terme mycotoxine a été inventé en 1962 qui provient du mot grec : Mycos, a la suite d'une
crise vétérinaire inhabituelle en Angleterre, au cours de laquelle environ 100 000 dindonneaux
sont morts. Lorsque cette mystérieuse maladie X de la dinde a €té liée a une farine d'arachides
(arachides) contaminée par des métabolites secondaires d'Aspergillus flavus (aflatoxines), elle
a sensibilisé les scientifiques a la possibilité que d'autres métabolites occultes de moisissures
puissent étre mortelles (Bennett, 1987; Tabuc, 2007; Zain, 2011).

Les mycotoxines sont un groupe structurellement diversifi¢ de composés de faible poids
moléculaire (entre 200 et 10.000 daltons), produits dans des conditions de température et
d'humidité appropriées, et qui peuvent se développer sur divers aliments pour I’homme ou les

animaux, entralnant ainsi de graves risques (Dinis et al., 2007; Krska et al., 2008).
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Plus de 300 mycotoxines sont connues, cependant, l'attention scientifique se porte
principalement sur celles qui se sont révélées cancérigeénes et/ou toxiques (Abrunhosa et al.,
2016). Seul une trentaine qui sont considérées comme mycotoxines (Turner et al., 2015), et six
d'entre elles se retrouvent régulierement dans les aliments qui sont : les aflatoxines, les
trichothécenes, la zéaralénone, les fumonisines, les Ochratoxines et la patuline, causant ainsi
des problémes de sécurité alimentaire dans le monde entier (Alshannaq and Yu, 2017).
L'exposition humaine aux mycotoxines peut résulter de la consommation d'aliments d'origine
végétale, et/ou des produits d'origine animale tels que la viande et les ceufs, contaminés par des
mycotoxines (Technology, 2003). Sachant que ces derniéres, peuvent apparaitre sur le terrain
avant la récolte, apres la récolte ou pendant la transformation, le stockage et la distribution,
affectant négativement la qualité des aliments (Sforza et al., 2006).

La classification des mycotoxines est difficile a définir, en raison de leur production par un
grand nombre d'especes fongiques différentes, de leurs diverses structures chimiques et origines
biosynthétiques, ainsi que de leurs innombrables effets biologiques. La formation de la
personne effectuant la catégorisation a tendance a exprimer les schémas de classification, les
cliniciens par exemple les classent souvent selon 1'organe qu'ils affectent, ce qui en résulte que
les mycotoxines peuvent étre classées en hépatotoxines, néphrotoxines, neurotoxines,
immunotoxines, ...etc. Par ailleurs, les biologistes cellulaires les classent dans des groupes
génériques tels que les tératogeénes, les mutagenes, les carcinogenes et les allergénes. Tandis
que, les chimistes organiques ont tent¢ de les classer selon leurs structures chimiques (par
exemple, les lactones, les coumarines) ; et les biochimistes selon leurs origines biosynthétiques
(polycétides, dérivés d'acides aminés, etc.) ; les médecins par les maladies qu'ils provoquent, et
les mycologues par les champignons qui les produisent (par exemple, les toxines d'Aspergillus,

les toxines de Penicillium) (Bennett and Klich, 2003; Zain, 2011).

I1.2. La mycotoxinogénese

La présence de moisissures n’induit pas forcement la formation de mycotoxines (Pfohl-
Leszkowicz, 1999), cependant la production de ces dernieres dépend de plusieurs facteurs qui
peuvent étre intrinséques qui sont liés a la souche fongique ; et/ou extrinséques qui dépendent

des conditions de I’environnement.

I1.2.1. Facteurs intrinséques

Les facteurs biologiques les plus importants sont liés aux especes fongiques, la spécificité de la

souche et l'instabilité des propriétés toxiques. En effet, d’une part, lorsque plusieurs espéces de
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champignons sont présentes sur le méme aliment, un effet dépressif peut étre le résultat de la
concurrence pour le substrat et il est possible que certaines souches décomposent certaines
toxines, ce qui supprimerait leur synthése, d’autre part, de nombreuses mycotoxines peuvent
étre produites par une seule espéce, et parfois la méme toxine peut étre produite par plusieurs
especes de genres différents (Le Bars et al., 1990; Le Bars and Le Bars, 1996), par exemple,
[’Aspergillus olivicola peut produire /’Aflatoxine B1 et B2 et la stérigmatocystine, par ailleurs
[’Ochratoxine A, peut-&tre synthétisée par deux genre différents qui sont [’Aspergillus

ochraceus et Penicillium verrucosum (Li et al., 2011).
I1.2.2. Facteurs extrinséques

La capacité des moisissures a produire des mycotoxines est fortement influencée par des
facteurs environnementaux, notamment la température et I'humidité, ainsi que la disponibilité
des nutriments. En effet, plusieurs facteurs doivent étre réunis pour que les mycotoxines soient
produites, notamment la nature de la denrée, le climat, les techniques agronomiques, le
conditionnement des produits et les facteurs environnementaux (Hesseltine, 1976). Ces
facteurs, présentés dans le tableau 1, peuvent étre classés en 3 groupes : facteurs chimiques,
physiques, et biologiques.

Tableau 1. Les facteurs extrinséques influengant la production des mycotoxines (Atoui, 2006).

Facteurs chimiques Facteurs physiques Facteurs biologiques

> Lanature de la > Latempérature > Lavariété des plantes
denrée » L’humidité (temps de » La variété  des

» L’oxygene séchage, souches fongiques

> Le dioxyde de réhumidification, et » Lacharge en spores
carbone humidité relative) » Les insectes

» Lasaturation en » Le damage mécanique » Le stress des plantes
minéraux et la fagon de ...etc.

> Les traitements mélanger les grains
chimiques

Les facteurs chimiques influencent la production des mycotoxines lorsque le substrat est encore
au champ et surtout pendant le stockage, alors que les facteurs physiques et les facteurs
biologiques ont tendance a affecter le produit au cours des 3 périodes (au champ, a la récolte,

et pendant le stockage) (Atoui, 2006).
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I1.2.3. Autres facteurs

Les micro-organismes « concurrents » peuvent influencer la formation de mycotoxines dans les
produits agricoles par :
= La modification du métabolisme de I'organisme générateur,
= La modification de I'environnement pour le rendre défavorable au développement des
mycotoxines,
= La création des produits chimiques inhibiteurs qui peuvent favoriser ou empécher la
création de mycotoxines.
= L’interaction avec d'autres microbes peut également varier selon I’environnement
(Sanchis and Magan, 2004).
La nature du substrat est considérée comme un autre facteur qui influence la production des
mycotoxines, car sa composition peut affecter l'expression de la capacité d'une toxine a sécréter
des poisons. Le fait que des variations de cette expression puissent apparaitre au sein d'une
méme espece et expliquer les variations de puissance toxinogéne observées entre « souches »
est crucial a noter. De plus, les isolats d'une méme espéce ne possédent pas toujours le méme

systéme enzymatique nécessaire a la production de mycotoxines (Dawson et al., 2004).
I1.2.4. Le classement des mycotoxines selon la voie de biosynthése

D’apres plusieurs études faites sur la classification des mycotoxines, et sachant que ces
derniéres ne constituent pas une classe chimique, les chercheurs ont établis un classement selon
leur voie de biosynthese, en les départageant en 3 groupes :

a) les dérivés des acides aminés (peptides) : comme 1’alcaloide de I’ergot (ergotamine), la
roquefortine, l’acide cyclopiazonique, [’acide aspergillique, les fumitrémorgenes, gliotoxine,
sporidesmines, ...etc.

b) Les dérivés des terpénes : tel que la foxine T2, déoxynivalénol, fusarénone,
diacétoxyscirpénol, verrucarines, ... etc.

c) Les dérivés des polycétoacides (polyacétates) : dans le cas des Ochratoxines, les aflatoxines,
la zéaralénone, les fumonisines, la citrinine, [’acide pénicillique, la patuline, les

stéerigmatocystines, ...etc (Steyn, 1995; Atoui, 2006; Nicholas et al., 2008).
II1. Les principales mycotoxines

C’est un phénomeéne bien connu que les toxines peuvent contaminer les réserves alimentaires.
En fait, le déclin de plusieurs civilisations pourrait étre attribué aux mycotoxicoses. La

découverte des mycotoxines n'a eu lieu qu'en 1960, et les premieres mycotoxicoses produites
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en Grande-Bretagne ont causé¢ des pertes importantes de dinde en raison d'une nécrose
hépatique importante. Une famille de mycotoxines appelée aflatoxine était responsable de ces
pertes (El-Banna et al., 1987; Frisvad et al., 2006).

En agroalimentaire on retrouve des mycotoxines dangereuses parmi les 2500 mycotoxines
répertoriées jusqu'a présent, ces redoutables toxines sont principalement les aflatoxines ; les
Ochratoxines, les fumonisines, La zearalenone, et les trichothécenes (Bourais and Amine,

2006).
II1.1. Les aflatoxines

Les Aflatoxines sont produites par quelques moisissures d’Aspergillus telles que Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus et le rare Aspergillus nomius. Cependant, parmi les 20 AF
identifiées, seules quatre d'entre elles se produisent naturellement, et sont les plus toxiques : Bl
(AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) et G2 (AFG2). Les lettres « B » et « G » se réferent aux
couleurs produites par les composés sous la lumicre UV, qui sont de fluorescence bleue et verte,
tandis que les numéros 1 et 2 définissent si les composé€s sont majeurs ou mineurs
respectivement (Alcaide-Molina et al., 2009). En 1963, des études sur 1'aflatoxine B1 (AFB1)
chez les vaches laitieres, ont démontré que ’absorption de /’AFB1, lors de l'ingestion de
tourteaux contaminés, est partiellement métabolisée en un dérivé, appelé « Milk Aflatoxin 1 »
aflatoxine M1 (AFM1). En conclusion de ces études, les mycotoxines on le pouvoir de
contaminer 'alimentation de I'homme par :
e \oie directe « végétal-homme » ;
e Pseudo-directe « végétal-produits vegétaux transformés-homme »,
e Voie indirecte : végetal-alimentation animale-produits animaux et dérivés-homme (Afssa,
2009).
Selon le classement de I'Agence internationale pour la Recherche sur le cancer (CIRC), les
AFB1 sont définies comme étant I'hépato-carcinogénes le plus puissant, classées comme
cancérogenes pour I'homme (groupe 1) et AFM1 comme potentiellement cancérigénes pour
I’homme (groupe 2B) (Santos Pereira et al., 2019).
Concernant la législation des aflatoxines dans l'alimentation humaine, les LM de 1'UE des
aflatoxines totales (c'est-a-dire la somme des AFB1, AFB2, AFGI1 et AFG2) sont définies
comme suit :
e 4 ug/kg pour les arachides et autres graines oléagineuses, les fruits secs, les fruits a

coque ainsi que pour les céréales et leurs produits transformés qui sont destinés a
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la consommation humaine directe ou a étre utilises comme ingrédient dans des
denrées alimentaires ;

e 10 pg/kg pour les fruits a coque, les fruits séchés, le mais et le riz soumis a un tri
ou a un autre traitement physique avant la consommation humaine en tant
qu’épices, figues seches, amandes ou pistaches, les noyaux d'abricots, les noisettes
et les noix du Breésil destinés a la consommation humaine directe ;

e 15 pg/kg pour les arachides et autres oléagineux, amandes, pistaches, abricots,
noisettes et noix du Brésil soumises a un tri ou a un autre traitement physique avant
la consommation (Smith et al., 2016).

Selon ’EFSA (Afssa, 2009), ’administration de régimes alimentaires avec des aliments
contenant des teneurs ¢élevées d’Aflatoxines dans le secteur avicole, la caille semble I’espéce la
plus sensible, tandis que la poule serait un vecteur plus important de résidus que le poulet, avec

la possibilité d’une excrétion dans les ceufs.
II1.2. Les fumonisines

Les métabolites dangereux du contaminant mondial du mais, Fusarium moniliforme, sont
connus sous le nom de fumonisines. Les fumonisines sont fréquemment découvertes dans le
mais, les aliments pour animaux, et les aliments commerciaux a base de mais, car le
champignon et ses toxines sont souvent asymptomatiques et thermostables. La fumonisine B1
est la plus répandue des sept fumonisines isolées. Les mycotoxicoses expérimentales les plus
connues chez les animaux de ferme sont la leucoencéphalomalacie équine et 1'cedéme
pulmonaire du porc, ainsi que le cancer du foie chez le rat (Thibault et al., 1997; Mohammedi
et al., 2021). La consommation de céréales contenant ces toxines a également été liée a des cas
de mortalité chez les volailles qui sont considérés comme résistantes aux fumonisines suite aux
entérites nécrotiques responsables de diarrhées réduisant ainsi les performances zootechniques
(Vudathala et al., 1994; Afssa, 2009).
L'exposition aux fumonisines peut jouer un role dans le développement de plaques
d'athérosclérose et de cancer de l'esophage chez I'homme, elles partagent des similitudes
structurelles avec la sphingosine et peuvent exercer leur activité biologique en inhibant les
enzymes nécessaires a la formation des sphingolipides (Jiang et al., 2014).
Les teneurs maximales en fumonisines (somme B1+B2) dans les denrées alimentaires établies
par I’EFSA sont comme suit :

e Mais brut: 2000 pg/kg.

e Farine de mais, mais moulu, gruau de mais et huile de mais raffinée :1000 ug/kg.
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e Aliments a base de mais destinés a la consommation humaine directe (a I’exception de
farine de mais, mais moulu, gruau de mais et huile de mais raffinée : 400 pg/kg.

e Préparations a base de mais destinées et aliments pour bébes destinés aux nourrissons
et enfants en bas age : 200 pg/kg (Afssa, 2009).

111.3. La zearalenone

La principale mycotoxine produite par Fusarium graminearum est la zéaralénone qui se
développe dans les céréales (mais, orge, ...), principalement au champ (flore du champ), ou lors
du stockage (Afssa, 2009). Elle résiste a la majorité des procédés utilisés en production
alimentaire, et efficacement absorbée lorsqu'elle est administrée par voie orale et peut atteindre
des cibles intracellulaires. Son métabolisme est complexe et dominé par des processus de
réduction qui fonctionnent comme des activateurs biologiques et des réactions de conjugaison
considérées comme des voies de détoxification. Cette toxine a aussi des propriétés
oestrogéniques associées a une perturbation des fonctions de reproduction par fixation aux
récepteurs des estrogeénes (Gaumy et al., 2001).

Les volailles apparaissent comme l'espece animale la plus résistante a la zéaralénone. Dans les
¢tudes expérimentales sur les animaux, des concentrations de ZEN supérieures a 100 mg/kg
sont généralement nécessaires pour produire des signes cliniquement significatifs
(augmentation du poids de l'oviducte, sécrétions de mucus, prise de poids). La dinde serait
l'oiseau reproducteur le plus sensible (Afssa, 2009).

Dans les matieres premicres et les aliments pour animaux, il n’existe pas de concentration
maximale définie de zéaralénone. L’EFSA conseille toutefois d'appliquer les concentrations de
zéaralénone maximales dans les produits alimentaires et les matieres premieres destinés a la

consommation animale, comme dans le mais brut qui est de 200 pg/kg (Afssa, 2009).

111.4. Les trichothécenes

Plusieurs espéces de Fusarium produisent des mycotoxines appelées trichothécenes. Plus de
160 trichothécenes ont été identifiés et répartis-en 4 groupes en fonction de leur structure
chimique. Les principales sont les toxines T-2 et HT-2 (groupe A), les foxines nivalénol (NIV)
et desoxynivalénol (DON) (groupe B), le DON étant la mycotoxine la plus répandue et la plus
abondante. La majorité des contaminants trichothécénes présents dans I’alimentation humaine
et animale se trouvent dans les céréales et leurs sous-produits (Aldred and Magan, 2004).

Chez les volailles les signes d’intoxications qui peuvent se manifester sont principalement liés

a I’altération des indices de performances comme la chute de ponte ou 1’augmentation de
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I’indice de consommation ainsi que la chute du gain moyen quotidien (Gautier et al., 2020;
Richard-Forget et al., 2020), accompagnés de 1ésions radiomimétiques sur le bec et la langue et
cela apres I’ingestion de 2 a 10 mg de toxine T-2, ou de 5 a 20 mg de DON par un Kg d’aliment
pendant au moins 2 semaines (Afssa, 2009).

La Commission européenne recommande 1’application de teneurs maximales en DON dans les
maticres premicres et aliments destinés a l'alimentation animale comme 1250 pg/kg pour les
céréales brutes (sauf riz) autres que le bl¢ dur, I'avoine et le mais qui ont une limite maximale

de 1750 pg/kg de DON (Afssa, 2009).

I11.5. Les Ochratoxines

Les Ochratoxines sont des métabolites secondaires produites principalement par le champignon
Aspergillus. ochraceus, fréquemment responsable de la pourriture des graines et des semences,
et de la contamination de produits agricoles comme le mais, les céréales, le café et autres
produits, surtout dans les climats chauds (Atoui, 2006). Une autre espéce de champignon a été
reconnu pour sa production d’Ochratoxines qui est le penicillium verrucosum, et reconnue
comme principale producteur d’Ochratoxine A (OTA), reconnue comme la substance la plus
toxique de ce groupe, en climat tempéré caractérisé par une température optimale de 20°C. Le
bassin méditerranéen est une localisation privilégiée pour ce champignon qui aime
particuliérement I’humidité apportée par la mer, le soleil et les températures élevées (Frisvad et

al., 2004; Azzoune, 2011).
HL.5.1. L’Ochratoxine A (OTA)

En raison de leur prévalence dans les denrées alimentaires et du nombre de souches capables
de produire de I'OTA, P. verrucosum, A. ochraceus (qui appartient a 4. section Circumdati),

A. niger et A. carbonarius (qui appartiennent toutes les deux a A. section Nigri) sont les especes
productrices d'OTA les plus pertinentes (Amezqueta et al., 2012), notez que cette mycotoxine
peut exister dans les abats d’animaux (notamment le sang et les rognons) ayant consommé des
aliments contaminés, et ¢’est par cette voie indirecte que /’OTA entre dans la chaine alimentaire
de ’homme lors de la consommation de produits issus d’animaux comme le lait, charcuteries,
viandes.. etc (Afssa, 2009). 11 est possible de trouver juste des traces d’OTA dans le lait de

vaches car la flore ruminale a le pouvoir de dégrader cette mycotoxine (Atoui, 2006).
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IIL.5.1.1. Propriétés physico-chimiques et la nature d’OTA

La formule chimique de [/'Ochratoxine A est: (OTA, C20H18CINO6) avec un poids
moléculaire: 403,8) (Vesna et al., 2014; Tao et al., 2018). C’est un agent solide cristallin blanc,
inodore, thermostable avec un point de fusion de 168 a 173 °C et une faible solubilité aqueuse.
L'analyse structurelle de I'OTA a révélé un métabolite secondaire dérivé du polycétide avec une
liaison amide reliant son fragment dihydrocoumarine a la I-B-phénylalanine (Phe), qui est
formée a partir de la voie de I'acide shikimique (Authority, 2004; Gil-Serna et al., 2011). La
figure 5 montre sa structure chimique.

L’OTA a un pH acide ou neutre, est soluble dans les solvants organiques polaires et rarement
soluble dans 1'eau, soluble et stable a pH alcalin dans une solution aqueuse de bicarbonate de
sodium (0,1 M, pH 7,4) ainsi que dans les solutions aqueuses alcalines en général. I s'agit d'un

acide organique faible avec un pKa de 7,1 (Rouvier, 2002).

Figure 5. Structure chimique de /’Ochratoxine A (El Khoury and Atoui, 2010).

II1.5.1.2. Facteurs influencant la production d’OTA

La formation d'OTA se produit principalement apres la récolte de céréales et de produits
céréaliers insuffisamment séchés (Denli and Perez, 2010).

Les facteurs qui peuvent influencer la production d'OTA comprennent dans un premier lieu les
conditions environnementales, telles que la température et 'activité de l'eau, la température
optimale de production d'Ochratoxine A par A.ochraceus est de 28 °C et elle diminue a 15 ou
37 °C (Pasanen et al., 1991). En outre, Penicillium verrucosum, pousse a des températures allant
de 4 2 30 °C avec une activité d'eau de 22 % (Mislivec and Tuite, 1970). Et en deuxiéme lieu le
type et l'intégrité des graines, c’est-a-dire /’A. ochraceus pousse mieux dans les graines
oléagineuses (arachides et soja) que dans les cultures céréalieres, comme le bl¢ et le mais, alors
que P. verrucosum peut mieux pousser dans le blé et le mais (Magan and Lacey, 1988; Magan

et al., 2002; Sanchis and Magan, 2004).
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De nombreux facteurs biotiques d'origine nutritionnelle peuvent avoir un impact sur la
production de biosynthése de I'OTA. Alors que de nombreuses sources de carbone, telles que le
glucose, le saccharose, le galactose ou la xylose, semblent inhiber la production d'OTA chez A.
ochraceus, d'autres composés, tels que le lactose et les azotes organiques, tels que l'urée et les

acides aminés, stimulent la production d'OTA (Wang et al., 2016).
I11.5.1.3. Toxicité de POTA

En 1965, I’OTA a été isolée et caractérisée chimiquement dans la farine de mais délibérément
inoculée avec Aspergillus ochraceus, I'OTA s'est révélée €tre un métabolite toxique du
champignon (Bau et al., 2006; Malir et al., 2016). Cette découverte a été faite en Afrique du
Sud. Des investigations complémentaires ont révélé que I'OTA est cancérigéne, néphrotoxique,
hépatotoxique, embryotoxique, tératogeéne, neurotoxique, immunotoxique, et génotoxique chez
de nombreuses especes avec des variations selon le sexe (Pfohl-Leszkowicz, 1999; Weidenbach
and Petzinger, 2004).

En 1993, le Centre international de recherche sur le cancer a désigné I'OTA comme cancérogéne
potentiel pour I'homme (catégoriec 2B) en raison d'une quantité substantielle de preuves
démontrant la cancérogénicit¢é du composé trouvées dans plusieurs études animales. La
susceptibilité au cancer varie selon I'espece et le sexe. L'exposition fréquente des animaux ou
des humains a I'OTA peut entrainer toute une série de problémes de santé (Bau et al., 2006; El
Khoury, 2007; Krnjaja et al., 2014).

En raison de ses propriétés toxiques, I'OTA est soumise aux réglementations au niveau national
et international. Toutefois, a ce jour, seule une recommandation non contraignante existe pour
les niveaux d'OTA dans les aliments pour céréales et les aliments pour volaille dans ’'UE
(Recommandation de la Commission 2006/576/CE du 17 aotit 2006) relative a la présence de
OTA dans les produits destinés a l'alimentation animale, et la limite de L'OTA dans les aliments

pour volailles est de 0,10 mg/kg (Regulation, 2006).
I11.6. Les mycotoxines émergentes

Les mycotoxines émergentes sont un groupe de mycotoxines qui ne sont pas encore
réglementées par la loi, mais qui sont de plus en plus reconnues comme des contaminants
importants dans les céréales comme le mais, le blé et le riz. Ces toxines, telles que la
beauvericine (BEA) et les Enniatines (ENN), retiennent I'attention en raison de leur prévalence

et de leurs risques potentiels pour la santé. Les recherches indiquent que les mycotoxines
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émergentes peuvent contaminer les produits alimentaires, ce qui suscite des inquiétudes quant

a leur toxicité et leur impact sur la santé humaine (Agriopoulou, 2016; Chiminelli et al., 2022).
111.6.1. Les Enniatines

Les Enniatines sont des mycotoxines produites par diverses especes de Fusarium, notamment
Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum et d'autres, que 1'on trouve couramment dans
les produits alimentaires (Blesa et al., 2014). En 1947, les Enniatines (ENN) ont ét¢ initialement
reportées, la premiére enniatine isolée du champignon Fusarium oxysporum, anciennement
connu sous le nom de Fusarium orthoceras, était [ 'enniatine A (ENN A) (Gaumann et al., 1947).
L’aliment le plus touché par les Enniatines c’est les céréales et les produits a base de céréales
comme les farines et les aliments destinés a I’alimentation des animaux (Prosperini et al., 2017,

Gautier et al., 2020).
I11.6.1.1. Propriétés physico-chimiques et la nature des Enniatines

Les Enniatines sont des hexadepsipeptides cycliques constitués de résidus d'acides aminés
alternés (Blesa et al., 2014). Ils sont composés de trois résidus d'acide D-hydroxy et de trois
résidus d'acide aminé L liés par des liaisons ester et amide, formant un cycle a 18 chainons
(Sifou et al., 2011), la figure 6 montre la structure chimique des Enniatines.

Les Enniatines les plus courantes sont ENN A, ENN A1, ENN B et ENN B1, avec des analogues
supplémentaires comme B2, B3, B4, D, E, F et G également identifi¢s (Zinedine et al., 2011),
les différences structurelles li¢es au N-méthyl-aminoacide sont responsables des différentes bio

activités de ces mycotoxines (Shin et al., 2009).

R1 Rz Ra
B 2 HyC :
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HyC \ / S ~cH : > ’ J :
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Figure 6. Structure chimique des Enniatines (ENN A, ENN A1, ENN B et ENN B1) (Krizova et al.,
2021).

Les ENN ne sont pas solubles dans I’eau. Etant donné que les chaines latérales des molécules
sont non polaires et s’étendent depuis leur surface externe, ces composés sont généralement

considérés comme lipophiles. IIs ont la capacité de s’intégrer dans les bicouches lipidiques des
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membranes cellulaires, perturbant ainsi la concentration normale de cations dans la cellule

(Tonshin et al., 2010), elles sont aussi thermostables (de Nijs et al., 2016).
I11.6.1.2. Facteurs influencant la production des Enniatines

Il est essentiel de garder a I’esprit que le climat a un impact significatif sur la formation de
Fusarium. Lors de la floraison des céréales, une atmosphére humide et tempérée (environ 25°C)
favorise I'implantation du champignon et l'infection ultérieure des plantes (Parry et al., 1995).
Le Fusarium produit davantage lorsque le pH est alcalin que lorsqu'il est acide ou neutre
(Audhya and Russell, 1974).

I1 existe plusieurs leviers agronomiques qui permettent aux agriculteurs de diminuer la quantité
d'inoculum primaire de Fusarium présent dans leurs parcelles. Cela contribue a réduire les
risques d'infection de leurs cultures par ce champignon pathogeéne (Pereyra and Dill-Macky,
2008).

Une des pratiques recommandées est le labour combiné au broyage des résidus végétaux
restants au sol (Wegulo et al., 2015). Cette technique favorise la décomposition de ces résidus,
¢liminant ainsi des sources d'inoculum (Vogelgsang et al., 2019).

Intégrer dans la rotation culturale des plantes non-hdtes du champignon, comme le soja ou le
colza, est également un bon moyen de limiter les risques. En revanche, cultiver du mais ou
d'autres céréales a paille juste avant augmente les risques car ce sont des hotes de Fusarium

(Schirdewahn et al., 2016).
111.6.1.3. Toxicité des Enniatines

Ces composés présentent un large éventail d’activités biologiques, agissant comme inhibiteurs
d’enzymes, agents antifongiques et antibactériens et substances immunomodulatrices (Aloui et
al., 2023). Les Enniatines exercent leurs effets inhibiteurs sur les systémes animaux en agissant
comme des ionophores, modifiant le transport des ions a travers les membranes et perturbant la
sélectivité ionique des parois cellulaires (Chakroun et al., 2022).

Elles peuvent avoir une fonction antivirale, et une autre antibactérienne (contre Bacillus
subtilis, Mycobacterium sp., Pseudomonas aeroginosaus, Staphylococcus et les bactéries
acides) ainsi qu’une fonction antifongique en plus d'étre cytotoxique (provoquant la mort
cellulaire dans divers types de cellules de mammiferes et cancéreuses) (F6llmann et al., 2009;
Kolf-Clauw et al., 2013; Krizova et al., 2021).

Des doses élevées d'ENN peuvent toutefois avoir un impact immunotoxique en plus de
diminuer la fermentation ruminale (Ficheux et al., 2013; Sotnichenko et al., 2019), et les

aliments d’origine animale comme les ceufs et le lait (Jestoi et al., 2009).

Page | 25



Chapitre I : Revue bibliographique

Apres que les lignées de cellules hépatiques ont été€ exposées a [ ‘enniatine B pendant 24 heures,
il a été démontré que les Enniatines provoquaient une hépatotoxicité considérable (qui n’était
pas aussi durable que celle de /’aflatoxine B1) (Svingen et al., 2017).De nombreuses équipes
ont également détaill¢ les effets sur le systéme immunitaire, notamment lors de la maturation
des cellules dendritiques et de la différenciation des monocytes en macrophages (Gammelsrud

et al., 2012).
111.6.2. La Beauvericine

Plusieurs especes de Fusarium, telles que Fusarium verticillioides et Fusarium proliferatum,
entre autres, sont connues pour produire la mycotoxine beauvéricine, connue pour contaminer
les denrées alimentaires comme le blé, le riz, et d’autres (Blesa et al., 2014). La Beauvericine a
été signalée pour la premieére fois comme étant produite par des champignons

entomopathogenes tels que Beauveria bassiana et Paecilomyces fumosoroseus (Hamill et al.,

1969).
I11.6.2.1. Propriétés physico-chimiques et la nature de la Beauvericine

La beauvéricine fait partie de la famille des Enniatines, c¢’est un hexadepsipeptide cyclique
(Shin et al., 2009). Dans un ordre alternatif, il contient trois résidus D-hydroxyisovaléryl et trois
résidus N-méthylphénylalanyle. La beauvéricine diftere des Enniatines, en termes de nature de
l'acide N-méthylaminé, bien qu'elles soient structurellement identiques. La beauvéricine et les
Enniatines différent les unes des autres et, par conséquent, leurs bioactivités sont clairement
différentes (Garcia and Jarque, 2014), la figure 7 montre la structure chimique de la

Beauvericine .
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Figure 7. Structure chimique de la Beauvericine (Wang and Xu, 2012).
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I11.6.2.2. Facteurs influencant la production de la Beauvericine

La biosynthese de la beauvéricine chez Fusarium proliferatum est catalysée par une enzyme
multifonctionnelle appelée beauvéricine synthase, codée par le géne bea. L'expression de ce
gene, et donc la production de la toxine, est finement régulée par divers facteurs
environnementaux tels que la source de carbone, la nature des sources d'azote, le pH du milieu,
les conditions de luminosité et la température (Wang and Xu, 2012; Niehaus et al., 2016).

Les conditions optimales de température se situent généralement autour de 25-30°C pour F.
proliferatum, mais peuvent varier selon les especes, atteignant 35°C pour F. subglutinans. Un
pH acide a neutre ainsi que 1'obscurité semblent également plus favorables a une production
accrue (Logrieco et al., 1998; Rabaaoui et al., 2021).

La nature des sources de carbone et d'azote influence fortement les niveaux de biosynthése.
L'ajout de glycérol stimule la production, tout comme l'apport de sources d'azote organique
telles que les peptones (Logrieco et al., 2002).

Au-dela des conditions de culture, le potentiel de production différe grandement selon les
souches fongiques considérées. Certaines souches particulierement productrices isolées de mais

ont ainsi pu atteindre des taux records (Plattner and Nelson, 1994 ; Logrieco et al., 2002).
I11.6.2.3. Toxicité de la Beauvericine

La beauvéricine est une mycotoxine présentant un large spectre d'activités biologiques. Elle a
¢été initialement isolée du champignon entomopathogene Beauveria bassiana et démontre des
propriétés insecticides contre diverses especes de moustiques vecteurs (Aedes aegypti, Culex
pipiens) ainsi que d'autres insectes ravageurs comme la mouche Calliphora erythrocephala ou
le doryphore Leptinotarsa decemlineata. Des études in vitro ont également mis en évidence son
activité antimicrobienne permettant de réduire les populations de bactéries intestinales, de
Mycobacterium tuberculosis, de Plasmodium falciparum et d'espéces fongiques variées (Pleiss
et al., 1996; Shin et al., 2009; Chain, 2014).

Au-dela de ces effets contre les insectes et microorganismes, la beauvéricine présente une
cytotoxicité préoccupante pour les cellules de mammiféres. Son mode d'action implique
l'induction d'une cytolyse par rupture des membranes plasmiques ainsi qu'une fragmentation
internucléosomale de I'ADN, conduisant a déclencher une mort cellulaire programmée par
apoptose (Shin et al., 2009; Tedjiotsop Feudjio et al., 2010; Wang and Xu, 2012).

Cette mycotoxine est également un inhibiteur spécifique de l'enzyme cholestérol
acyltransférase qui joue un rdle clé dans le métabolisme du cholestérol en catalysant son

estérification et son transport (Luz et al., 2017).

Page | 27



Chapitre I : Revue bibliographique

Les tests toxicologiques menés sur différents modeles cellulaires soulignent ainsi les dangers
potentiels de la beauvéricine pour la santé humaine et animale en cas d'exposition par ingestion
de denrées contaminées (Svingen et al., 2017).

Jusqu’a nos jours, il n'existe pas de réglementation spécifique sur les teneurs maximales en
beauvéricine autorisées dans les denrées alimentaires au niveau international. Cependant, cette
mycotoxine émergente suscite des préoccupations grandissantes en raison de sa toxicité avérée
et de sa co-occurrence fréquente avec d'autres mycotoxines majeures dans diverses céréales et

produits céréaliers (Krizova et al., 2021).

IV. Les méthodes de détection des mycotoxines

L'analyse des mycotoxines, revét une importance capitale en termes de sécurité alimentaire et
de santé¢ publique (Vidal et al., 2013). Traditionnellement, leur détection repose sur des
méthodes officielles réalisées dans des laboratoires accrédités, faisant appel a des techniques
sophistiquées telles que la chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée a des
détecteurs de masse (MS) ou de fluorescence (FLD). Cependant, face a la demande croissante
en tests de mycotoxines, les méthodes rapides et sur site sont devenues une alternative de choix
(Nicholas et al., 2008; Turner et al., 2015), le tableau 2 résume quelques méthodes de détection.
Les techniques analytiques conventionnelles impliquent généralement des étapes d'extraction,
de purification et de séparation, suivies de la détection proprement dite. Bien que robustes, ces
approches présentent certaines limites, notamment en termes de cotlt, de temps d'analyse et de
complexité de mise en ceuvre sur le terrain. C'est pourquoi ces derniéres années ont vu
I'émergence de méthodes plus simples, portables et économiques, parmi lesquelles les
biocapteurs occupent une place de choix (Vidal et al., 2013; Chauhan et al., 2016).

Ces biocapteurs exploitent les propriétés intrinseques des mycotoxines, molécules de petite
taille et neutres, en les couplant a divers marqueurs tels que des enzymes, fluorophores,
nanoparticules ou sondes redox. Les approches immunochimiques, et plus particulieérement les
immunocapteurs €lectrochimiques, ont connu des avancées majeures, offrant des limites de
détection abaissées, une grande stabilité et une bonne reproductibilité. Bien que prometteurs,
ces dispositifs requicrent encore des améliorations pour répondre pleinement aux enjeux de

sécurité alimentaire (Catanante et al., 2016; Goud et al., 2017).
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Tableau 2. Les méthodes de détections des mycotoxines les plus utilisées.

Méthode

Principe

Avantages

Inconvenients

CCM

Chromatographie sur
couche mince

Peut tester simultanément
plusieurs échantillons ; elle
peut donc étre utilisée
comme test d'analyse avant
les méthodes
instrumentales plus
avancées (Shephard,
2008).

C’est une méthode
uniquement qualitative ne
permetant pas le dosage d'un
composé (Huybrechts et al.,
2013)

HPLC

Chromatographie  en
phase liquide a haute
performance, Colonnes
a base de silice liées
aux groupes C8 ou C18
fusionnés avec une
phase mobile
composee de mélanges
binaires ou ternaires de
solvants polaires
comprenant de
I'acétonitrile et de I'eau
ou méthanol (Beizaei et
al., 2015).

Permet I’identification, la
séparation et la
quantification des
métabolites

C’est la méthode
privilégiée pour détecter
les aflatoxines (Beizaei et
al., 2015).

Nécéssite un entretien de
I’appareillage plus fréquent et
qui est colteux (Abd-Elghany
and Sallam, 2015)

ELISA

Tests immuno-
enzymatiques et une
technologie qui repose
sur la capacité d'un
anticorps spécifique a
différencier la structure
tridimensionnelle d'une
mycotoxine spécifique
(Zheng et al., 2006).

Les kits de tests ELISA
offrent ’avantage de leurs
tests a haut débit avec de
faibles volumes
d’échantillons et
généralement moins de
procédures de nettoyage
des extraits d’échantillons
par rapport aux méthodes
conventionnelles telles que
HPLC et CCM (Zheng et
al., 2005; Zheng et al.,
2006).
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Tableau 2. Les méthodes de détections des mycotoxines les plus utilisées (suite).

phosphore a
conversion ascendante
(Zhao et al., 2016).

[<B]
;é Principe Avantages Inconvenients
=
C’est une combinaison | Propose une sensibilité ; Pour I'apparition du tandem ;
entre la précision et sélectivité des | une préparation d’échantillon
chromatographie contaminants présents et une séparation
liquide et la dans les produits agricoles. | chromatographique
spectrométrie de masse | La LC-MS est largement appropriées sont nécessaires.
(Alcaide-Molina et al., | utilisée comme méthode Cette méthode est
2009). de routine pour la performante avec différentes
détermination des matrices comme celles de
mycotoxines dans cacahuétes et de figues ; mais
différentes matrices elle ne convient pas aux
(Songsermsakul and épices en raison des limites
n Razzazi-Fazeli, 2008; de la méthode de nettoyage
3 Alcaide-Molina et al., utilisée (c'est-a-dire la
| 2009). présence de pics interférents
La séparation dans les chromatogrammes)
chromatographique (Vahl and Jgrgensen, 1998;
fonctionne bien en Ventura et al., 2004).
utilisant une colonne
courte qui offre une
détermination rapide avec
des pics
chromatographiques précis
réduisant la consommation
de phase mobile (Ventura
et al., 2004).
En 2016, une méthode | la sensibilité de détection | Spécifique a AFB1 (Zhao et
rapide de détection de | de cette méthode peut al., 2016)
I'AFB1 a été atteindre 0,03ng.ml-2, pour
| développée en Chine, | le standard des solutions
= | qui consiste en un test | AFBL1, et le coefficient de
K| aflux latéral variance était inférieur a
3 compétitif basé surla | 10 % (de 1,0 a2 9,4 %), La
g technologie du méthode prend 40 minutes

entre |’extraction et les
résultats. (Zhao et al.,
2016).
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Tableau 2. Les méthodes de détections des mycotoxines les plus utilisées (suite).

Méthode

Principe

Avantages

Inconvenients

Un signal sur aptasensor électrochimique

Un signal simple sur
aptasensor
électrochimique a été
développé afin d'avoir
une détection rapide
d'AFBL1 ; cette
méthode est basée sur
la compétition entre
AFB1l et I'ADN
complémentaire
(ADNCc) dans la liaison
a I'aptamere marqué au
méthyléne bleu
modifié sur électrode
d'or (Wang et al.,
2019).

Fonctionnement avance,
simple et rapide a faible
colt (Wang et al., 2019).

Cette méthode peut interférer
avec d'autres aflatoxines,
c'est-a-dire AFB2, AFG1,
AFG2. Afin d'éviter de telles
interférences, un
prétraitement de I'échantillon
est nécessaire (Wang et al.,
2019).

UHPLC-MS/MS

L’injection permet de
séparer les molécules.
ensuite les détecter par
le spectrométre de
masse, générant des
pics
chromatographiques.
L'aire de chaque pic
est proportionnelle a la
concentration du
composé
correspondant dans
I'échantillon (Capriotti
etal., 2012).

Une méthode analytique
puissante qui combine les
compétences d'analyse
chimique de la
spectrométrie de masse
(MS) avec les capacités de
séparation
chromatographique de la
chromatographie liquide
(LC) (Gonzélez-Jartin et
al., 2021).

Cette technique nécessite des
équipements sophistiqués et
colteux, ainsi que du
personnel qualifié pour leur
utilisation et leur
maintenance. De plus, la
préparation des échantillons
peut étre laborieuse et
chronophage, ce qui
augmente les codts d'analyse.
Aussi la difficulté de mettre
en ceuvre cette méthode sur le
terrain ou directement sur les
sites de production, car ces
équipements sont
géneralement confinés dans
des laboratoires spécialisés.
Cela rallonge les délais
d'obtention des résultats
(Hidalgo-Ruiz et al., 2019;
Narduzzi et al., 2023).
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I. Stratégie et objectif de I’étude

Dans le but d’étudier la prévalence et I’occurrence des mycotoxines dans le secteur de la poule
pondeuse, deux matériaux ont été étudiés :

e L’aliment destiné a I’alimentation des poules pondeuses.

e Les ceufs destinés a la consommation.

Afin de réaliser cela, les étapes suivantes ont été suivies :

1. Une enquéte sur terrain sous forme de questionnaire destiné aux fermes avicoles,
dans le but de collecter les informations nécessaires pour relever les détails qui
peuvent enrichir cette étude en se focalisant sur I’aliment distribug, et la collecte des
échantillons en méme temps.

2. Une étude mycologique qui a pour objectif de distinguer les champignons

mycotoxinogeénes qui peuvent exister en abondance dans I’aliment.

3. Une lyophilisation des ceufs pour pouvoir les transporter afin de les analyser a
I’étranger.
4. Préparation et extraction des ceufs et de I’aliment afin de les analyser par UHPLC-

MS/MS, et de connaitre la prévalence des mycotoxines émergentes.
5. Préparation et extraction de I’aliment afin de I’analyser en utilisant un Kit ELISA et

détecter la présence de [’Ochratoxine A.

I1. Méthodologie de I’enquéte

L’enquéte a été menée dans la zone EST de I’ Algérie, plus exactement dans 8 wilayas (Annaba,
Batna, Biskra, Constantine, Guelma, Oum EIl Bouaghi, Mila, Sétif) comme le montre la figure
8, durant la période allant d’Octobre jusqu’a Décembre 2022, en méme temps la collecte des

échantillons a été faite.
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Figure 8. Carte montrant les wilayas concernées par I’enquéte (Laouni et al., 2024).
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Durant le déroulement de cette enquéte on s’est adressé aux propriétaires des fermes avicoles
et aux vétérinaires chargés, en observant et en posant des questions dans 1’ordre suivant : (le
questionnaire est dans annexe 1)

1) L’identification de 1’exploitation (Wilaya, Commune, Capacité de [’exploitation
(Nombre de batiments), Mode d’élevage (durant la production des ceufs).

2) Le Cheptel (Provenance des poules, Souche, Age des poules).

3) Conduite sanitaire (Plan vaccinal, Analyses péeriodiques).

4) Concernant 1’aliment (Origine de I’aliment, les matiéres premiéres et leur forme, les
quantités achetées, le mode de stockage, 1’utilisation des additifs, I'utilisation des
capteurs de mycotoxines et les quantités utilisées, temps de stockage, mode de
distribution...).

5) Des questions sur les mycotoxines (la connaissance préalable des mycotoxines et sur la
possibilité de transfert de certaines mycotoxines de 1’aliment a 1’ceuf, la disposition d’un
plan de surveillance des aliments en matiére de moisissures, la conduite a tenir lorsque
I’aliment s’avére moisi, constatation de différence aprés 1’utilisation des capteurs
mycotoxiques sur la production et la qualité de I’ceuf et sur la santé des poules).

6) Les parametres technico-économiques (durée de la production en semaines), taux de
mortalit¢ en période d’¢levage, taux de mortalit¢ en période de production,
Consommation d’aliment (sujet/jour en grammes), taux de ponte, pic de ponte (a quel

moment de la production en semaines), stabilité (persistance) du pic de ponte).
I1.1. La collecte et le traitement des données

42 questionnaires ont été remplis et exploités. Les données recueillies ont été saisies et
analysées statistiquement a 1’aide du logiciel MINITAB 2019, 1’analyse de la variance a été
réalisée pour expliquer la signification de variabilit¢ de moyennes quantitatives. La
comparaison des moyennes a ¢été effectuée selon le test de Tukey au seuil de signification de

0,05. La liaison des variables nominales a été étudiée par le test Khi 2.

I11. Echantillonnage

Un total de 42 échantillons d'aliments destiné a I’alimentation des poules pondeuses, et 350
ceufs de consommation ont été obtenus a partir de fermes avicoles distinctes réparties dans
differentes wilayas de la région étudiee. La répartition de ces échantillons est la suivante : 14
échantillons ont été acquis a Batna, 7 a Guelma, 5 a Biskra, 5 a Oum EI Bouaghi, 5 a Sétif, 4 a

Constantine, 1 & Mila et 1 & Annaba.
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Parmi ces 42 échantillons d’aliment seulement 10 ont été analysés par UHPLC-MS/MS, 3
échantillons d’aliment de Guelma avec 90 ceufs des mémes fermes, 3 échantillons d’aliment de
Biskra avec 80 ceufs des mémes fermes et 50 ceufs de 3 différentes superettes de la wilaya, 3
échantillons d’aliment de Batna avec 90 ceufs des mémes fermes, et enfin un seul échantillon

d’aliment d’Oum el Bouaghi avec 40 ceufs de la méme ferme.

IV. Etude mycologique

L’objectif de cette étude et de caractériser la population fongique et de savoir quels sont les
champignons mycotoxinogeénes eventuellement abondants, abondants dans 1’aliment. Cette
partie a été réalisée dans les laboratoires du département des sciences de la nature et de la vie,
El Hadjeb, université de Biskra.

Pour réaliser cette étape deux méthodes d’énumération fongique ont été appliquées, la méthode

directe ou dite d’Ulster, et la méthode indirecte par la dilution de la solution mere.

IV.1. Méthode d’ensemencement direct

Les échantillons d'aliment de poules pondeuses ont été directement ensemencés sur milieu PDA
(Potato Dextrose Agar). Pour ce faire, une petite quantité représentative de I'échantillon
d'aliment (5g) a été prélevée a l'aide d'une anse stérile, puis déposée au centre de la boite de
Petri contenant le milieu PDA coulé et solidifier par la suite. La boite ensemencée a ensuite été
incubée a 25°C pendant 5 a 7 jours. Apres incubation, la croissance fongique a €t€ observée
macroscopiquement et microscopiquement afin d'identifier d'éventuelles moisissures

contaminant 1'aliment de volailles.

IV.2. Méthode d’ensemencement indirect (par dilution)

10 g de chaque échantillon d'aliment ont été introduits dans 90 ml d'eau stérile pour obtenir une
dilution au 1/10°™ ., Cette suspension mére a ensuite été agitée vigoureusement. Des dilutions
décimales successives ont été réalisées jusqu'a 107 et 0,1 ml de chaque dilution a été étalé a la
surface du milieu PDA dans des boites de Petri. Les boites ensemencées ont été incubées a 25°C
pendant 5 a 7 jours.

Apres incubation des boites ensemencées par dilution, des colonies fongiques caractéristiques
ont été repiquées de facon aseptique sur 3 milieux de culture différents a I'aide d'une anse stérile
. gélose Malt, gélose Sabouraud additionnée de chloramphénicol et PDA. Le repiquage a été
réalisé en striant la surface des milieux en 3 points. Les milieux ensemencés ont ét€ incubés a

25°C pendant 5 a 7 jours. La gélose Malt permet la sporulation des moisissures. Le Sabouraud
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additionné d'antibiotique inhibe les bactéries. Le PDA est un milieu riche permettant une bonne
croissance fongique. Aprés incubation, 'observation macroscopique et microscopique des
colonies isolées sur les différents milieux a été réalisée pour identification finale par analyse

des caractéristiques morphologiques et structurales des moisissures.

IV.3. Identification des isolats

IV.3.1. Identification morphologique

L’identification morphologiques des espeéces fongiques se base sur une observation
macroscopique des colonies pures : taille, forme, texture, couleur, vitesse de croissance, etc. et
une observation microscopique qui se fait apres une préparation d'un frottis a partir de la culture
pure et sa coloration au bleu de lactophénol, ou par le prélévement avec un ruban adhésif qui
est appliqué directement et délicatement sur la colonie et passage sous microscope optique avec
grossissements x40, x100, x400. L’étude microscopique permet la caractérisation du mycélium
(septé ou non septé), I’observation des éléments reproducteurs (Forme, taille, couleur des
conidiophores, disposition des conidies), la présence ou non de clamydospores. Pour a la fin
faire une comparaison des caractéristiques observées avec des clés d'identification et des atlas

de mycologie (Pitt and Hocking, 2009).
I1V.3.2. Purification et la conservation des isolats

Apres obtention de colonies pures (figure 9), des repiquages ont été effectués pour purification
et conservation a long terme des isolats. Pour cela, a I'aide d'une anse stérile, des fragments de
mycélium ont été prélevés en périphérie des colonies pures et inoculés par stries sur des tubes
contenant du milieu Sabouraud additionné de chloramphénicol et inclinés a 45°, et conservés a

—20°C.
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Figure 9. La purification des colonies.

IV.3.3. Quantification et le pourcentage des isolats

Pour calculer le pourcentage d'isolats pour chaque espéce on a utilisé la formule suivante :

Pourcentage d'isolats d’une espéce X = (Nombre d’échantillons contaminé par I'espéce X

/ Nombre total d'échantillons) x 100

La figure 10 montre le schéma récapitulatif de la méthode utilisée.
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Ensemencement sur milieu PDA de
I’échantillon d'aliment

Ensemencement sur milieu
PDA

Isolement de colonies fongiques caractéristiques

Repiquage sur 3 milieux différents
:Gélose Malt,Sabouraud +
chloramphénicol;PDA

Incubation 25°C, 5-7 jours

Obtention de colonies pures

Identification par analyse des
caractéristiques morphologiques
et structurales des moisissures
micro et macroscopiquement

Figure 10. Schéma récapitulatif de I’étude mycologique.
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V. La lyophilisation des ceufs

Les ceufs ont été lyophilisés selon la méthode décrite par Tomcezyk et al. (2019), avec quelques
modifications. Briévement, chaque ceuf (jaune + blanc) a été cassé stérilement et chaque 10
ceufs du méme échantillon ont été homogénéisés (au total 350 ceufs pour avoir 35 échantillons
analysés selon la méthode décrite par Frenich et al. (2011). Le mélange a été transféré dans des
tubes de 50 ml. Les tubes ont été congelés a -20°C pendant 12h puis placés dans un
lyophilisateur CHRIST Alpha 2-4 LSC plus, pour lyophilisation. La lyophilisation a été
conduite sous vide pouss¢ a une pression de 0,005 mBar et a une température de -80°C pendant
48h. Finalement, les échantillons lyophilisés ont ét¢ numérotés dans des sacs sous vide et
conservés a -20°C jusqu'a analyse (figure 11). Cette partie a été réalisée au niveau du CRAPC

de Ouargla, Algérie.

.

1-Homogénéisation des
ceufs frais

\ -

2-Congélation a -20°C pendant 12h

. 3-Emplacement dans un
lyophilisateur CHRIST Alpha 2-4
. LSC plus

4-lyophilisation sous vide
poussé a une pression de
0,005 mBar et a une
température de -80°C
pendant 48h

5-Conservation de la poudre des
ceufs dans des sacs sous vide et
conservation a -20°C

Figure 11. Schéma récapitulatif du processus de lyophilisation.

Afin de s'assurer que la lyophilisation n'altére pas la présence de mycotoxines, la méme
procédure décrite précédemment a été reproduite au laboratoire de chimie analytique de

Grenade en Espagne. Deux portions d’un échantillon témoin ont été utilisées : une portion
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laissée fraiche et fortifiée et une fortifiée en mycotoxines et lyophilisée par la suite, les deux
portions ont été fortifiée par la méme concentration de 40 pl. Les teneurs en mycotoxines ont
ensuite été analysées et comparées entre 1'échantillon témoin frais et 1'échantillon fortifi¢
lyophilisé (figurel2).

Les résultats ont montré des teneurs similaires en mycotoxines entre ces deux €chantillons. Ceci
a permis de confirmer que le processus de lyophilisation n'a pas d'influence sur la présence ou
la concentration en mycotoxines dans les échantillons. La lyophilisation peut donc étre utilisée

en amont des analyses sans risque de fausser les résultats.

Figure 12. La lyophilisation des échantillons fortifiés.

V1. Extraction des mycotoxines et analyse de I’aliment et des ceufs

par UHPLC-MS/MS

Cette étape a été réalisée en Juillet 2022 au niveau du laboratoire de chimie analytique de

Grenade, Espagne.
V1.1. Préparation des échantillons de I’aliment

Nos expériences sur 1I’aliment ont débuté par la préparation d'un échantillon témoin aux mémes
concentrations que nos échantillons d'aliments, qui sont :

Mais : 57,2%

Soja: 20%

Son de blé : 10%

En notant que certains additifs, dont un capteur de mycotoxines a base de bentonite, de plusieurs

marques comme (Mycosorb, Micofix, Clinot...), ainsi que du CMV (complément vitaminé et
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minéral), sont présents dans les échantillons d'aliments récupérés de I'est algérien aux
concentrations respectives de 1% et 1,2% (figure 13).

Ainsi, aprés avoir discuté et comparé deux méthodes d'extraction d’aliment qui sont :

La méthode utilisée par Arroyo-Manzanares et al. (2019).

La méthode utilisée par Mahdjoubi et al. (2020).

La deuxiéme méthode a été choisie, en raison de son taux de récupération des analytes plus
élevé que la premiere, avec une légere modification sur la durée d'agitation en rallongeant le

temps pour assurer une meilleure homogénéisation.

Peser les matieres
premieres et les

mettre au broyeur

obtention
d’une poudre

Vielanger le

matieres afin

Figure 13. Procédure de fabrication d’un échantillon t¢émoin d’aliment.

VI.1.1. Procédure d'extraction des mycotoxines dans I’aliment

1. Mettre 2 g d'échantillon broyé dans un tube a centrifuger en polypropyléne (50 mL)
2. L’ajout de 8 mL d'eau
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Vortexer pendant 1 min
L’ajout de 10 mL d'acide formique a 5% dans de I'ACN
Agitation au vortex pendant 3 min

o g~ w

L’ajout de :
e 4gdeMgSO4
e 1gdeNaCl
e 1 g de citrate de sodium
e 0,5 g de citrate dihydrogene de sodium sesquihydraté
7. Agitation vigoureuse pendant 2 min
8. Centrifugation a 4500 rpm (3722 x g) pendant 5 min
9. Transfert de 2 mL de la couche supérieure dans un flacon de 4 mL
10. Evaporation & sec sous un léger flux d'azote
11. Reconstitution a un volume final de 1 mL avec un mélange MeOH:eau (50:50, v/v)
12. Filtration avant injection en UHPLC-MS/MS
Les analyses chromatographiques ont été réalisées en utilisant la phase mobile suivante :
(Phase A) : ¢lution par gradient avec de l'eau et 0,1% d'Acide formique
(Phase B) : MeOH a 100%
Débit : 0,4 mL/min

VI1.2. Préparation des échantillons des ceufs

Deux méthodes de traitement des ceufs (ceufs frais et ceufs lyophilisés) ont été utilisées avec
quelques modifications afin de choisir la meilleure, qui sont :

1. Laméthode utilisée par Zhou et al. (2018).

2. Laméthode utilisée par Frenich et al. (2011).

On a opté pour la méthode de Frenich et al. (2011) qui était meilleure par rapport a l'autre
traitement, avec la meilleure récupération proche de 100%.

La deuxiéme chose que 1'on peut noter est qu’on a fait une pré- analyse pour confirmer que la
lyophilisation n'a pas affecté la présence de mycotoxines. Ceci a été démontré en fortifiant des

ceufs frais, en les lyophilisant, en les traitant, puis en les analysant.
VI1.2.1. Procédure d'extraction des mycotoxines dans les oeufs

1. Mettre 2 g d'ceufs homogénéisés (0,5 g d'ceufs lyophilisés + 1,5 ml d'eau) dans un tube
a centrifuger de 50 ml

2. Vortexer pendant 2 min
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3. L’ajout de 10 ml d'une solution méthanol/eau (80/20, v/v) avec 1% d'acide acétique
4. Vortexer pendant 30 s
5. L’ajoutde:
a. 4 g de sulfate de sodium anhydre
b. 1 g d'acétate de sodium anhydre
6. Vortexer le mélange pendant 2 min
7. Placer le tube dans un vortex a tubes multiples pendant 30 min a 500 rpm
8. Centrifugation a 5000 x g pendant 5 min
9. Transfert 2 ml du surnageant dans un tube en verre
10. Evaporation sous un léger flux d'azote a 45°C
11. Reconstitution du résidu avec 1 ml de ACN/eau (50/50, v/v)
12. Filtration a travers un filtre en polytétrafluoroéthylene de 0,2 um.
La figure 14 montre le schéma récapitulatif des procédures d’extraction de I’aliment et des

ceufs.
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Procedure d'extraction des oeufs Procédure d’extraction de I'aliment

05g Mettre 2 g d'échantillon

d’oeufs lyophilisés + bro:nc:::inﬁsl;; t:nbe a

1.5 ml d’eau) dans un tube I e
a centrifuger de 50 ml P° YF'°PY ene (. )

Etajouter 8 mL d'eau

h_4 l
4
Vortexer 1 min

Vortexer pendant 2 min

!

L ajout de 10 mL d'acide
formique a 5% dans de
‘ em— I'ACN.

\(\ /

L'ajout de 10 ml d'une
solution méthanol (80720,
v/v) avee 1% d'acide acétique

1l

PN AN
>Vortexer 30s «4 g de Mgs04
» puis ajouter: «1gde NaCl
»4 g de sulfate de sodium 1 g de citrate de sodium +
anhydre 0,5 g de citrate dihydrogéne
»1 g d'acétate de sodium de sodium sesquihydraté
anhydre ;

Puis agitation au vortex
pendant 3 min

4
eVortexer le mélange
pendant 2 min et o )

placer le tube dans un Agitation vigoureuse

vortex a tubes m— ¢ ‘ pendant 2 min
multiples pendant 30

min a TQO rpm
v l

Centrifugation a 4500
= rpm (3722 x g)
pendant 5 min

ecentrifugation a 5000
x g pendant 5 min \and

N—

g

—

eTransfert 2 ml du surnageant
dans un tube en verre

vaporation sous un
léger flux d'azote a
45°C

* Reconstitution du résidu avee 1 ml de ACN/cau

(50/50, v/v) pour les ceufs et MeOH:eau (50:50,

Reconstitution
+ Filtration a travers un filtre en polytétrafluoroéthyléne de 0,2
1 - ‘

Injection @ F'UHPLC <

v/v)pour I"aliment

Figure 14. Récapitulatif des procédures d’extraction.
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V1.3. Instrumentation et équipements

Les analyses UHPLC-SM/SM ont été réalisées avec un systeme Agilent 1290 Infinity LC
(Agilent Technologies, Waldbronn, Allemagne) couplé a un spectrometre de masse triple
quadripble AP1 3200 (AB Sciex, Darmstadt, Allemagne) avec ionisation par électrospray (ESI).
La séparation chromatographique a été effectuée avec une colonne Agilent Zorbax Eclipse Plus
RRHD C18 (50 x 2,1 mm, 1,8 pm).

Le logiciel Analyst (version 1.6.3, AB Sciex, Darmstadt, Allemagne) a été utilisé pour
I'acquisition et I'analyse des données.

Pendant le traitement de I'échantillon, un évaporateur (System EVA-EC, VLM GmbH,
Bielefeld, Allemagne), un vortex Genie-2 (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA), une
centrifugeuse universelle 320R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Allemagne), et un agitateur

multitube (Benchmixer, Benchmark) ont été utilisés.
V1.4. Validation des méthodes d’analyses

Les performances de la méthode ont été évaluées en termes de linéarité, d'effet matrice (EM),
de rendement d'extraction (RE), de précision, de limite de détection (LOD) et de limite de
quantification (LOQ).

La linéarité de la méthode a été évaluée par fortification d'échantillons témoins extraits a six
niveaux de concentration différents (c'est-a-dire, 1, 2, 5, 10, 15 et 30 pg/L), analysés en
duplicata (réplicats instrumentaux). La détermination des LOD et LOQ a été réalisée en
considérant la concentration en analyte donnant un rapport signal/bruit (S/B) de 3 et 10,
respectivement.

L'EM peut étre estimé en comparant la réponse analytique fournie par les extraits témoins dopés
apres le traitement de I'échantillon a la réponse résultant d'une solution étalon a la méme
concentration.

Le RE a été estimé en comparant l'aire du pic d'échantillons dopés avant et apres le traitement
de I'échantillon pour évaluer les pertes en analytes. Les EM et RE ont été évalués a 50 et 20
ug/kg en traitant des échantillons en triplicata par trois réplicats expérimentaux injectés deux

fois (n = 6). Le calcul de I'EM et du RE a été établi en utilisant les équations suivantes :

£ signal d échantillons dopés avant traitement 100
— *
signal des extets dopés
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(signal des extrets dopés — signal de la solution standard)
EM = , : *100
signal de la solution standard

La figure 15 montre un chromatogramme d'une solution standard contenant un mélange des cing
mycotoxines émergentes (ENN A, ENN A1, ENN B, ENN B1 et BEA) a une concentration de 16 pg/L.

SE4 - ——ENNB1|
i —— ENNB
o 4E4 L — ENA1 .
S ——ENA
> —— BEA
= 3E4+ -
S
Z i
2E4 -
1E4 | —
0 n 1 L 1 n
5,0 52 54 5,6 58 6,0 6,2
Time (min)
Figure 15. Chromatogramme d'une solution standard contenant un mélange des cinq mycotoxines
émergentes (ENN A, ENN A1, ENN B, ENN B1 et BEA) a une concentration de 16 pg/L.

VI1l.Préparation et analyse de I’aliment par le Kit ELISA

L'analyse a été réalisée en Juin 2023 au Centre National de Recherche Biotechnologique de

Constantine, en Algérie.
VII.1. Préparation des échantillons

Le meilleur solvant pour l'extraction de 'OTA a partir de diverses matrices alimentaires est le
méthanol (Todescato et al., 2014). Pour chaque échantillon a examiner, la solution d'extraction
(méthanol a 70%) a été préparée en mélangeant 175 ml de méthanol a 100% avec 75 ml d'eau
distillée. Apres cela, 250 ml de solvant d'extraction ont été€ ajoutés et une portion de I'échantillon
pesant 50 g, préalablement broy¢ a la constance du café moulu et homogénéisé pendant au
moins deux minutes, a été mise en suspension. Le rapport échantillon/solvant d'extraction était
de 1 :5 (p/v). Apres avoir laissé le temps aux particules de sédimenter, 30 ml de 1'extrait ont été
filtrés en utilisant un papier filtre Whatman n°1. Le filtrat a ensuite été collecté et utilisé¢ pour
le dosage immuno-enzymatique.

Les concentrations en OTA ont été déterminées par la technique ELISA sur microplaques. Le
kit de dosage ELISA de I'OTA utilisé dans cette étude est un test sur microplaque 96 puits pour
le dosage quantitatif de /'Ochratoxine A (Bio-Shield B2448/B2496).
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Le kit Bio-Shield Ochratoxine B2448/B2496 est une méthode immuno-enzymatique qui
détermine I'Ochratoxine dans les céréales, les épices, les aliments pour animaux, les jus de
raisin et d'autres produits. Ce kit ELISA, fabriqué par ProGnosisBiotech S.A., est conforme aux
exigences de la norme EN ISO 9001: 2015 et a recu la certification TUV Hellas (TUV Nord).
Ce kit a été choisi en raison de sa grande sensibilité et de la réaction croisée de 'anticorps anti-
Ochratoxine A et B qui est de 100% et <0,1% respectivement.

Le taux de récupération des matrices dopées était de 100,3% avec un coefficient de variation
de 8,1%, et les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) de la méthode sont de

0,5 ng/g et 1,5 ng/g, respectivement.

VII.2. Analyse des échantillons

Des tests en duplicata ont été réalisés sur chaque échantillon et standard.

Premierement, 200 pl de la matrice de dilution ont été ajoutés a chaque puits de dilution, puis,
en utilisant une nouvelle pointe de pipette pour chaque, 50 pl de chaque standard, Standards (1-
6);0;0,5;1;2;4¢ct8ng/gdOTA, respectivement et 50 ul des échantillons préparés ont été
ajoutés en duplicata aux puits de dilution appropriés contenant la matrice de dilution. Ils ont été
mélangés par pipetage cinq fois. 100 pl du contenu de chaque puits de dilution ont été transférés
a l'aide d'une multipipette dans les puits de microtitration associés revétus d'anticorps. Le film
protecteur a été placé sur les micropuits, et ils ont été laissés a température ambiante pendant
10 minutes. Dans cette phase, la solution de travail de 1000 ml pour le tampon de lavage a été
préparée en diluant la solution concentrée de 50 ml avec de I'eau distillée.

Apres avoir retir¢ la feuille de protection, la plaque a été lavée trois fois avec 300 pl de tampon
de lavage pour chaque lavage en utilisant un laveur automatique (Thermo Scientific Wellwash
Versa). Apres avoir ajouté 100 pl de solution de détection, la plaque a été incubée pendant 5
minutes a I'obscurité sous agitation, puis lavée une seconde fois apres retrait du film protecteur.
Le substrat de tétraméthylbenzidine (TMB) a été ajouté a chaque puits a raison de 100 pl. Les
micropuits ont ensuite été scellés avec le film protecteur et laissés a température ambiante dans
l'obscurité pendant 5 min pour permettre a l'enzyme de réagir avec son substrat et, par
conséquent, au développement de la couleur. En guise d’étape finale, la plaque a été
délicatement agitée manuellement avant d’ajouter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puits,
et lecture a I’aide d’un lecteur de microplaques (Perkin Elmer Enspire 2300 Multi-mode

Microplate Reader) (figure 16).
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Préparation et
extraction des
échantillons

ise en place des extraits e
standards dans les micro-puits

avage de la plaque+ la solutio
de détection+ incubation et
agitation en obscurité

Lecture de la plaque

Figure 16. Récapitulatif des principales étapes de 1’analyse d’Ochratoxine A.
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Résultats et discussion

|. Résultats de I’enquéte

Un nombre de 42 questionnaires remplis et étudiés statistiquement, ont permis de recueillir un
bon nombre d’informations qui peuvent aider a mieux comprendre la situation du secteur

avicole et plus précisément I’élevage de poules pondeuses dans 1’Est algérien.
I.1. Identification des exploitations

Il faut noter que toutes les exploitations sont privées, réparties comme suit : 14 exploitations
dans la wilaya de Batna, 5 dans la wilaya de Sétif, 4 dans la wilaya de Constantine, 1 dans la
wilaya de Mila, 7 dans la wilaya de Guelma, 1 dans la wilaya d’ Annaba, 5 dans la wilaya d’Oum

El Bouaghi, et 5 dans la wilaya de Biskra.
I.1.1. Capacité des exploitations (Batiments pleins)

L'étude a montré que plus de la moiti¢ des exploitations avicoles observées n'ont qu'un seul
batiment de production. Ceci s'explique par le fait que plusieurs d'entre elles avaient
initialement plus d'un batiment, mais ont di réduire leur production a cause du coit élevé de
l'alimentation et de la propagation de la maladie grippe aviaire HSN1 pendant la période d'étude.
Sept exploitations ont deux batiments, tandis que les autres sont considérées comme des

complexes avicoles pouvant comporter jusqu'a 7 batiments (figure 17).

I 7 batiments
P 5 batiments
[ 4 batiments
I 3 batiments
54,76% [ ] 2 batiments

I 1 batiment

21,43%
2,38%

7,14%
11,9% 2,38%

Figure 17. Nombre de batiments par exploitation.
1.1.2. Mode d’élevage

L'étude montre que 95,2% des exploitations avicoles observées utilisent un €élevage en batterie,

tandis que seulement 4,8% ont recours a un ¢€levage au sol. Ceci démontre la prédominance
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quasi totale de 1'élevage en batterie dans la région étudiée. Les exploitations au sol observées
sont de petite taille et correspondent a une production locale traditionnelle destinée aux marchés
de proximité. Leur faible proportion montre que ce modele artisanal est marginalisé par

1'élevage industriel en batterie (figure 18).

I Elevage au sol
I Elevage en cage

Figure 18. Le mode d’élevage.

I.2. Caractéristiques du cheptel

1.2.1. La provenance des poules

L'étude révele que parmi les élevages de poules pondeuses observés, plus de 60% utilisent des
souches de poules produites localement, tandis que 26% importent les souches utilisées et 11%
travaillent avec des souches mixtes, parfois locales et parfois importées (figure 19).

Cela démontre que la majorité des élevages s'approvisionnent en souches de poules pondeuses
auprés de couvoirs locaux, ce qui présente probablement des avantages logistiques et
¢conomiques. Cependant, plus d'un tiers des élevages ont tout de méme recours a l'importation
de souches, en totalité¢ ou en partie, ce qui refléte le besoin d'approvisionnement a I'étranger
pour accéder a certains types de souches jugées plus performantes ou mieux adaptées aux

conditions locales.
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B 1mportée
I Mixte

61,9% I Locale

26,2%

Figure 19. La provenance des poules.

1.2.2. La souche exploitée

L'étude montre que la majorité des élevages de poules pondeuses utilisent la souche Isa Brown.
Les souches Isa White et Lohmann représentent chacune 13% des souches exploitées. D'autres
souches comme Cobb 500, Hubbard F15, Novogen Brown et Tetra SL sont également présentes
mais de maniére moins importante (figure 20).

On constate donc la prédominance de la souche Isa Brown, qui semble étre la souche de
référence dans la région. Cependant, on note aussi une diversification avec l'utilisation
minoritaire mais significative d'autres souches telles que Isa White et Lohmann. Cette diversité
permet probablement aux éleveurs de choisir des souches adaptées a leurs conditions d'élevage

et objectifs de production. Elle reflete aussi I'offre des couvoirs fournisseurs de la région.
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- ISA Brown

] ISA White

B LOHMAN

E 500

Cobb

13,17% I HUBBARD F15 (ISA15)
13,17% I Novogen Brown
I TETRA-SL

2.63%
2.63%
2.63%

2,63%
5,22%
57,92%

Figure 20. Les souches de poules exploitées dans la zone d’étude.

1.3. Conduite sanitaire

Les protocoles de vaccination complets contre la maladie de Marek et Gumboro sont respectés
dans toutes les exploitations agricoles, car ce sont des vaccins de base essentiels pour les
volailles. Cependant, le reste du protocole vaccinal recommandé n'est suivi que dans les tres
grandes exploitations, qui ont méme introduit les vaccins contre HSNI1 et d'autres vaccins
vectorisés (figure 21). En revanche, seules quelques rares fermes, probablement les plus petites,
effectuent réguliérement des analyses complémentaires comme les titrages d'anticorps, la
recherche de salmonelles et de mycoplasmes. Ces analyses sont coliteuses et complexes a mettre

en place, et ne sont donc réalisées que par une minorité d'exploitations avicoles (figure 22).

Variole 9,52%
EDS (syndrome de chute de ponte) 59,52%
H5 45,24%

H9

71,43%

Laryngotracheite infectieuse (LTI) 80,95%

Pasteurellose 7,14%

< Encephalomyelite aviaire 35,71%
Newcastle 85,71%
Bronchite infectieuse 95,24%
Coccidiose 16,67%
Gumboro 100%
Maladie de marek 100%

Figure 21. Le plan vaccinal.
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Aucune anaylse faite

Titrage d'anticorps

Recherche de E.Coli

Mycoplasmes

Recherche de salmonelloses

Figure 22. Les analyses périodiques.

I.4. Alimentation des poules

1.4.1. Origine de I’aliment

L'aliment destiné aux poules est acheté tout prét par 25 exploitations. En revanche, 17
exploitations fabriquent elles-mémes I'aliment directement au niveau de leur ferme (figure 23).
On peut en déduire que la majorité des exploitations (25 sur 42) préférent acheter I'aliment déja
formulé et prét a I'emploi plutdt que de le préparer elles-mémes, probablement par manque de
temps, d'équipements ou de connaissances en formulation alimentaire. Seules 17 exploitations
sur 42 ont choisi de fabriquer I'aliment sur place, soit pour des raisons économiques, soit pour

contrdler parfaitement la composition de I'aliment donné aux poules.

25

20

10 H

Acheté Fabriqué au niveau de I'exploitation

Origine de l'aliment

Figure 23. L’origine de I’aliment.
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1.4.1.1. Aliment acheté

Parmi les exploitations qui achétent I'aliment fini, la majorité le stockent en petites quantités
tandis qu'une minorité seulement le stockent en grandes quantités (figure 24).

Concernant la présence de capteurs de mycotoxines dans l'aliment, le tiers des exploitations
savent que l'aliment en contient, un tiers disent que non, et pour le reste l'information semble
manquer (ne savent pas s'il y en a ou non) (figure 25).

Donc on peut dire que la plupart des exploitations stockent fréquemment de petites quantités
d'aliment, et que l'information sur la présence de capteurs de mycotoxines n'est pas clairement
connue d'une majorité d'entre elles. Seule une minorité semble confirmée que 1'aliment contient

bien ces capteurs.

[L__] Grandes quantités stockées dans la ferme d'élevage B oui
[ Petites quantités stockées dans la ferme d'élevage ™ Non
66.7% I On sais pas

33,3%

30,6%

33,3% 36,1%

Figure 24. Les quantités d’aliment acheté. Figure 25. La présence de capteurs de mycotoxines.

1.4.1.2. Aliment produit au niveau de I’exploitation

Les matiéres premicres utilisées par les éleveurs pour fabriquer eux-mémes l'aliment sont : du
mais, du tourteau de soja, du son de bl¢, de I'huile de soja, du CMV (concentré minéral et
vitaming), du calcaire et du phosphate.

La recette utilisée est la suivante :

e Environ 57% du mélange est composé de mais
e 20% de tourteau de soja
e 20% de son de blé
e 1% environ de calcaire et autres additifs comme le CMV, le phosphate, etc.
On peut donc dire que la maticre premiere principale utilisée pour préparer 1'aliment est le mafs,

qui représente plus de la moitié¢ du mélange. Le tourteau de soja et le son de blé viennent ensuite
en parts égales d'environ 20% chacun. Les compléments minéraux ne représentent qu'une tres

faible proportion dans la recette.
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Parmi les ¢éleveurs qui fabriquent eux-mémes l'aliment, la majorité (environ 60%) reconnaissent
y ajouter des capteurs de mycotoxines. Les quantités ajoutées varient selon les éleveurs (figure
26) :

e Certains ajoutent entre 1 et 2 kg de capteurs pour 10 tonnes d'aliment.

e Drautres mettent 1 kg de capteurs pour 5 tonnes d'aliment.

e Et quelques-uns ajoutent 1 kg de capteurs par tonne d'aliment.
On constate donc que les doses de capteurs mycotoxiques ajoutées sont variables d'un éleveur
a l'autre. Elles vont de 1 kg pour 10 tonnes (0,1%) a 1 kg par tonne (0,1%). Mais dans tous les
cas, la majorité des ¢éleveurs fabriquant eux-mémes l'aliment reconnaissent incorporer ces
capteurs, contrairement a ceux qui achétent l'aliment tout prét.
Les marques de capteurs de mycotoxines utilisées par les éleveurs sont diverses. Les principales

marques citées sont :

e Paratox

e Auviator

e Freetox

e Toximix
e Atofirst

e Micofix

e Turbotox
e Toxi-veto

e Clino+ (BVH) Savana

e Elitox

e Mico-tech
e Acidal NC
e Klinofeed

On constate donc une grande variété de marques de capteurs mycotoxiques employées. Ceci
s'explique probablement par le fait que chaque éleveur choisit sa propre marque en fonction du
fournisseur, du prix ou de la composition. Mais dans I'ensemble, 1'ajout de ces capteurs issus de
différentes marques semble étre une pratique courante parmi les éleveurs fabriquant eux-mémes

l'alimentation de leurs poules.
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B Ajout de capteurs de mycotoxines
I absence de capteurs de mycotoxines

40,5%

59,5%

Figure 26. La présence de capteurs dans 1’aliment fabriqué.

1.4.2. Mode de stockage

Concernant le mode de stockage de l'aliment dans les élevages, la trés grande majorité des
¢leveurs (66,6%) utilisent des sacs en plastique pour entreposer 1'aliment. Un peu plus d'un
quart (28,6%) dispose de silos, qui représentent un mode de stockage plus conséquent. Et une
treés faible proportion (4,8%) conserve l'aliment dans des emballages en papier, qui sont moins
¢tanches et résistants (figure 27).

Le stockage en sacs plastiques semble donc étre le mode de conservation dominant pour

l'alimentation des poules dans ces €levages.

[ Des sacs en plastique
I Des sacs en papier

™ En silo

4,8%

66,6%

Figure 27. Le mode de stockage de I’aliment.
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1.4.3. Temps de stockage

En ce qui concerne la durée de stockage de 1'aliment dans les élevages, On constate donc que
la grande majorité (plus des 3/4) utilisent I'aliment dans les 15 jours suivant sa réception ou
fabrication. Une minorité (environ 1/6) le stocke un mois. Et une trés faible proportion conserve
I'aliment plus de 3 mois (figure 28). Ces données montrent que la plupart des éleveurs
privilégient une rotation rapide de leur stock d'aliment, avec des délais de conservation courts,
probablement pour préserver la fraicheur et les qualités nutritionnelles. Seul un petit nombre le

conserve plus longtemps.

[ ] Une a deux semaines

P Un mois
P jusqu'a 03 mois

16,7%

76,2%
7,1%

Figure 28. Le temps de stockage de 1’aliment.

1.4.4. Mode de distribution de I’aliment

Concernant le mode de distribution de I'aliment dans les élevages, On constate donc qu'une
petite majorité¢ d'élevages (38%) emploient un systéme semi-automatique pour distribuer
l'aliment aux poules, ce qui nécessite encore une intervention humaine (figure 29).

Prés d'un tiers des élevages disposent d'un systeme automatisé pour délivrer l'aliment, ne
nécessitant pas d'intervention humaine. Et environ un tiers des élevages utilisent encore une
méthode de distribution manuelle, principalement les plus petites exploitations.

La tendance semble donc s'orienter doucement vers une automatisation croissante de la

distribution de I'aliment dans les élevages avicoles.
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| Automatique
I semi automatique

I Manuelle

38,06%
30,97%

30,97%

Figure 29. Le mode de distribution de 1’aliment.

I.5. Conduite des éleveurs envers certains parameétres liés a ’aliment

D'apres cette enquéte, il apparait que 70% des éleveurs connaissent le terme "mycotoxines",
tandis que les 30% restants n'ont pas vraiment d'idée sur ce que c'est.

Par ailleurs, pres de 86% des ¢éleveurs déclarent procéder a la désinsectisation dans les lieux de
stockage de l'aliment pour poules. Cependant, moins de la moitié déclarent véritablement
maitriser les parameétres de température et d'humidité qui permettent de prévenir le
développement de ces mycotoxines.

La totalité des €éleveurs déclarent vérifier I’aliment s’il est contaminé par les moisissures a 1’ceil
nu au moment du stockage, en revanche, la vérification de 1'humidité est peu répandue
contrairement a la recherche d'insectes nuisibles, effectuée par la plupart des éleveurs (figure

30, 31,32).
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50 T

B Oui
I Non

40 | .

Vérification
de I'humidité

Figure 30. Vérification de I’humidité de I’aliment au moment du stockage.

35 | 34 _

I Oui
I Non

30

25

20

15

10

Contamination
par les insectes

Figure 31. Vérification des insectes dans 1’aliment au moment du stockage.
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45

I oui
I Non | |

40 b

35

20 |+
15

10 |+

Contamination
par les moisissures

Figure 32. Vérification des moisissures dans I’aliment au moment du stockage.

Lorsque I’aliment s’avére moisi prés de 80% des éleveurs qui achétent 1’aliment le renvoient
aux fournisseurs, le reste, ont recours a la destruction du lot, sachant que 89% déclarent avoir
connu des cas ou I’aliment était contaminé par les moisissures.

65% des €leveurs pensent que la création d’une association qui participe avec les entreprises du
secteur a la surveillance analytiques des mycotoxines comme une trés bonne idée, les autres la
voient comme une idée difficile a réaliser. Cependant ils déclarent qu’ils n’ont pas une
réglementation nationale concernant les mycotoxines a suivre.

Vers 2010, des vétérinaires ont constaté dans certains ¢élevages des problemes de coquilles
molles, chutes de ponte et mortalité, sans que les causes soient identifiées. Apres cette période,
ils ont commencé a avoir recours a l'utilisation de bentonite dans 1'alimentation des poules. La
bentonite permet de limiter I'absorption de mycotoxines. Cependant, comme la bentonite
présente des effets antinutritionnels, ils ont progressivement introduit 1’incorporation de
capteurs de mycotoxines dans l'alimentation, en remplacement ou en complément de la
bentonite. Ces capteurs permettent de piéger les mycotoxines dans le tube digestif des poules
et de les éliminer, sans les inconvénients nutritionnels de la bentonite.

On peut donc supposer que les problémes inexpliqués rencontrés vers 2010 étaient
probablement liés a la présence de mycotoxines, d'ou le recours ultérieur aux capteurs comme

solution plus adaptée pour lutter contre ce risque toxique.
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I1. Etude mycologique

L'étude de la flore fongique présente dans les aliments a révélé que : Le genre Penicillium était
présent dans prés de la moitié des échantillons analysés. Le genre Aspergillus était retrouvé
dans un quart des isolats. D'autres genres fongiques comme Fusarium, Mucor et Rhizopus ont
¢été identifiés mais selon des proportions moindres (figure 34).

On constate donc que les moisissures des genres Penicillium et Aspergillus dominent largement
la flore fongique des aliments, représentant ensemble environ 75% des isolats.

Ces deux genres sont connus pour leur capacité a produire un grand nombre de mycotoxines
différentes. Leur présence €levée dans les aliments analysés laisse supposer un risque important

de contamination par des mycotoxines.

I \iucor

B Rhizopus

I Fusarium

[ | Aspergillus Spp
43,75% [ Penicellium

23,75%

16,25%
06,25%

10%

Figure 33. L’occurrence des genres fongiques dans les échantillons d’aliment étudiés.

L’¢tude morphologique macro et microscopique des colonies de Penicillium observées
présentaient classiquement un mycélium duveteux de couleur vert-bleuatre avec une structure
filamenteuse segmentée. Les isolats du genre Aspergillus étaient caractérisés par des colonies
pulvérulentes de couleur variable selon l'espece, principalement un vert vif, avec un mycélium
compos¢ de filaments septés et de conidiophores se terminant en vésicule portant les spores.
Les colonies du genre Fusarium se distinguaient par un mycélium cotonneux de couleur
blanche, rose ou violacée, composé d'hyphes cloisonnées. Des macroconidies fusiformes
caractéristiques étaient observées.

Le genre Mucor était reconnaissable a ses colonies filamenteuses de grande taille, avec des
hyphes non cloisonnés et la présence de rhizoides. Les spores étaient regroupées en sporanges
sphériques portés au bout des sporangiophores.

Quant au genre Rhizopus, ses colonies blanches a grises étaient constituées d'hyphes larges non

cloisonnés avec de nombreux stolons. Les sporanges noirs sphériques contenant les spores
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¢taient portés a I'extrémité de sporangiophores dressés (tableau 3).
Tableau 3. Les aspects macroscopiques et microscopiques des genres présents dans les

échantillons d’aliments

Aspect macroscopique Aspect microscopique

genre

Aspergillus

Penicillium

Fusarium

Rhizopus

Mucor
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II1.Validation des méthodes d’extraction des mycotoxines

II1.1. Validation de I’extraction de I’aliment

Afin de calculer la récupération et l'effet matrice, I'échantillon blanc a été¢ dopé trois fois en
ajoutant avant traitement de I'échantillon 500ul du mélange étalon (0,2 ppm pour ENNBI,
ENNB, BEA, et ENAI ; et 0,1 ppm pour ENA), puis les extraits secs ont été reconstitués avec
Iml de solvant (400ul MeOH, 100ul étalon, et 500ul H20).

111.1.1. Récupération

Les résultats de la récupération sont démontrés dans le tableau 4.

Tableau 4. Les résultats de la récupération de la méthode utilisée.

Récupération (%) STD (n=3)
ENNB1 100,9 14
ENNB 102,7 2,0
BEA 87,6 3,2
ENA1 96,9 2,6
ENA 97,3 15

1I1.1.2. Effet de matrice

Une suppression d'ions a été observée, une calibration en présence de matrice était donc

nécessaire pour la quantification (tableau 5).

Tableau 5. Les résultats de I’effet de matrice de la méthode utilisée.

EM (%) STD (n=3)
ENNB1 -19,6 3,7
ENNB -24,2 13,0
BEA -47,1 3,7
ENAl -23,0 10,6
ENA -31,4 9,8

II1.1.3. Linéarité

En dopant un échantillon blanc a cinq niveaux de concentration (1, 2, 5, 10, 15 et 30 pg/kg) et
en le traitant en double, la linéarité de 1a méthode a été évaluée. Toutes les courbes d'étalonnage

ont démontré une bonne linéarité, avec des valeurs de coefficient R2 nettement supérieures a

0,99 (figure 35).
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Figure 34. Les courbes de linéarité de la méthode d’extraction des mycotoxines.

I11.1.4. LOD et LOQ
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Le calcul d’équations suivantes a permis de déterminer les LOD et LOQ a la concentration en
analyte donnant un rapport signal sur bruit de 3 et 10, respectivement : (les résultats sont divisés
par 0,4 qui est le facteur de dilution), la plus faible concentration de la courbe a été utilisée, qui

estde 1 pg/kg (tableau 6) :
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10Q = hauteur du pic de bruit + 10 * [en ng/kg]
B signal de [ etalon fortifié avant traitement

hauteur du pic de bruit = 03 = [en pg/kg]

LOD = . -
signal de l etalon fortifié avant traitement

Tableau 6. Les résultats des limites de détection et de quantification de la méthode utilisée.

LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
ENNBL 03 1,1
ENNB 01 04
BEA 0.2 038
ENAL 0.2 0,6
ENA 03 1,0

II1.2. Validation de I’extraction des ceufs

Les mémes étapes de validation de la méthode d'extraction des mycotoxines appliquée
précédemment a des échantillons d'aliments ont été suivies pour valider I'extraction a partir
d'échantillons d'ceufs. Sachant que toutes les courbes d'étalonnage ont montré une bonne
linéarité, avec des coefficients de détermination (R2) supérieurs a 0,99.

Les résultats de cette validation de la méthode sur les ceufs sont résumés dans le tableau 7.

Tableau 7. Les résultats obtenus par la méthode utilisée.

RE (%) EM (%) LOQ (pg/kg) LOD (ng/kg)
102,5 -69,6
ENN B, STD (%) (n=3) 0,6 0,2
8,2 11,3
107,5 72,0
ENNB STD (%) (n=3) 0,44 0,1
6,8 9,1
106,4 74,2
BEA STD (%) (n=3) 0,3 0,1
5.4 8,6
91,8 75,0
ENN A, STD (%) (n=3) 0,3 0,1
5,0 9,2
101,0 -86.3
ENN A STD (%) (n=3) 0,8 0,2
14,9 4,0

IV. Résultats des analyses par UHPLC-MS/MS

Dix échantillons d'aliments pour volailles et 35 échantillons d'ceufs lyophilisés groupés,
contenant 10 ceufs dans chaque échantillon, ont été analysés pour la prévalence des ENNs et la
BEA. Les résultats ont montré que seule I'ENN B1 a été¢ détectée dans 9 des 10 échantillons

d'aliments pour volailles, avec des niveaux de contamination allant de 3,6 a 41,5 pg/kg, tandis
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que la BEA n'a ét¢ détectée que dans un échantillon a une concentration de 12 pg/kg. Cependant,

aucune des mycotoxines recherchées n'a ét¢ détectée dans les ceufs (tableau 8).

Tableau 8. Les résultats de 1’analyse par UHPLC-MS/MS.

ENN B:
Echantillon N° Concentration (ug/kg) STD (%) (n=4)
02 15,1 12,2
03 24,8 6,8
04 41,5 6,2
05 <LOQ 11,4
06 10,5 11,2
07 6,7 12,5
08 3.9 6.2
09 34,9 14,3
10 3,6 1,1
BEA
Echantillon N° Concentration (ug/kg) STD (%) (n=4)
08 12 8,5

Les courbes obtenues des analyses par UHPLC-MS/MS sont montrées dans la figure 36.
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Figure 35. Les courbes obtenues des analyses par UHPLC-MS/MS.

Les variations dans les niveaux de contamination en mycotoxines entre les échantillons
d'aliment, mettent en lumicre 1'hétérogénéité de la présence de mycotoxines entre les différents
¢chantillons. Cette observation met en évidence la nature complexe et dynamique de la
contamination par les mycotoxines, qui est influencée par de nombreux facteurs incluant la
composition de l'aliment, les conditions de stockage, et les méthodes de transformation, la
variabilité dans les ingrédients des aliments, leur origine, et les techniques de préparation
pouvant contribuer aux divergences dans les concentrations en mycotoxines rencontrées. Cela
souligne le besoin d'une compréhension globale de 1'ensemble du processus de formulation des
aliments.

Les résultats des analyses ont révélé que les échantillons d'aliments numéro 3, 4 et 9
présentaient les niveaux de contamination en ENNBI les plus élevés, avec des concentrations
respectives de 24,8, 41,5 et 34,9 pg/kg. Ces échantillons proviennent de sources distinctes,
représentant trois fermes différentes situées dans 3 régions sélectionnées. L'échantillon 3
provient de Guelma, 1'échantillon 4 de Biskra et I'échantillon 9 de Batna. Ces échantillons
partagent une caractéristique commune d'une concentration élevée en mais dans leur
composition. La présence de niveaux élevés de mais, une source d'énergie fréquemment utilisée
dans l'alimentation des volailles, est particulierement intéressante. Des études précédentes ont
mis en évidence le mais comme une matrice prédominante pour l'occurrence de mycotoxines,
souvent fortement contaminée (Gonzdlez-Jartin et al., 2021). Ceci concorde avec les

conclusions selon lesquelles le mais et les aliments composés pour animaux sont des sources
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prépondérantes de mycotoxines émergentes (Fumagalli et al., 2021). En conséquence, les
compositions riches en mais des échantillons 3, 4 et 9 pourraient étre un contributeur essentiel
aux niveaux ¢levés d’ENNBI1 détectés dans ces échantillons.

La présence d'ENNBI1 dans ces trois échantillons pourrait également étre attribuée a des
facteurs tels que des températures ¢levées a Biskra et des niveaux d'humidité importants a
Guelma et Batna. Ces conditions, surtout combinées a des méthodes de stockage inadéquates,
peuvent accélérer la prolifération des champignons Fusarium sur les cultures. De telles
circonstances peuvent avoir un impact significatif sur la génération de mycotoxines et la
contamination qui en découle, soulignant les implications potentielles de ces occurrences.
L'absence de mycotoxines détectables dans les ceufs analysés présente une observation
convaincante qui nécessite une enquéte approfondie. Ce contraste frappant entre la présence de
mycotoxines dans les aliments et leur absence dans les ceufs souléve des questions intrigantes
sur les dynamiques complexes régissant le transfert et la biodisponibilité de ces composés tout
au long du cycle de production. Une explication plausible est que les processus métaboliques
des poules pondeuses ou d'autres facteurs non identifiés ont pu contribuer a limiter le transfert
des mycotoxines des mycotoxines vers les ceufs. Les mécanismes physiologiques complexes en
jeu dans les systémes digestifs et reproducteurs des poules pourraient jouer un rdle dans la
modification des mycotoxines, affectant ainsi leur transfert potentiel.

La recherche de Rodriguez-Carrasco et al. (2020) sur les Enniatines indique que ces substances
sont efficacement décomposées dans l'organisme de la poule pondeuse en raison de leur
métabolisme de phase 1 rapide, qui implique la modification enzymatique des composés au sein
d'un organisme, résultant en des transformations chimiques qui les rendent souvent plus
solubles dans 1'eau et facilitent ainsi leur élimination. En conséquence, cette transformation
rapide peut étre en partie responsable des quantités réduites de molécules d'Enniatines
parentales dans les échantillons d’ceufs analysés, puisqu'elles peuvent étre digérées avant
d'atteindre des niveaux détectables.

La recherche menée par Emmanuel K et al. (2020) met en lumiere un aspect critique du transfert
des mycotoxines des aliments vers les ceufs dans le contexte de la production de volaille. Les
résultats soulignent que le taux de transfert des aliments vers les ceufs est effectivement assez
faible. Plus précisément, aprés une période de 2 a 3 jours de consommation d'aliments
contamingés, les taux de transfert de ENN B, ENN B1 et BEA vers les ceufs ont été mesurés a
0,1%, 0,05% et 0,44% respectivement. Il est a noter que des niveaux constants de contamination
ont persisté pendant environ 5 a 6 jours, suivis de I’obtention d’ceufs exempts de toxines apres

9 a 10 jours lorsque les poules pondeuses ont été nourries avec des aliments non contamings.
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Cela indique un transfert minimal et progressif de ces mycotoxines spécifiques des aliments
vers divers produits avicoles, y compris les ceufs. Bien que les faibles taux de transfert observés
suggerent que ces mycotoxines ne contribuent que marginalement a l'apport alimentaire total
des consommateurs, les implications a long terme ne peuvent étre négligées. Sur une période
prolongée, la consommation continue d'aliments présentant méme de faibles niveaux de
contamination pourrait potentiellement entrainer I'accumulation de mycotoxines dans les abats
de poulet, les produits a base de viande et les ceufs. La perspective d'une telle exposition
prolongée souléve des inquiétudes quant a la mycotoxicose, une affection qui peut se manifester
par des effets chroniques sur la santé en raison de I'ingestion continue de produits contaminés
par des mycotoxines. Cela concorde avec la préoccupation scientifique plus large soulignée par
Lee and Ryu (2015), selon laquelle la consommation d'aliments contaminés par des
mycotoxines présente non seulement le risque de mycotoxicose chronique, mais également
d'intoxication aigué€ aux conséquences potentiellement mortelles.

Dans 1'é¢tude réalisée par Jestoi et al. (2009), dans laquelle la BEA et 'ENN ont été découvertes
pour la premicre fois dans des échantillons d'ceufs, les analyses des échantillons d'ceufs (112
ceufs entiers et 367 jaunes d'ceufs) ont montré que la BEA et 'ENN B et 'ENN B1 peuvent étre
présents dans les ceufs. Cependant, la plupart des mycotoxines ont été trouvées a I'état de traces,
spécifiquement a des concentrations inférieures a la limite de quantification : 1,0 ; 0,03 ; 0,42 ;
0,40 ; 1,12 pg/kg pour la BEA, ENN A, ENN A1, ENN B et ENN B1, respectivement. D'autre
part, I'ENN A et 'ENN Al n'ont été trouvés dans aucun des échantillons d'ceufs entiers, ce qui
est également en accord avec les résultats obtenus dans la présente étude.

Selon Liu et al. (2021), les résultats de I'analyse de cinqg mycotoxines (BEA, ENN A, ENN Al,
ENN B et ENN B1) dans 114 échantillons d'ceufs, 45 ceufs du commerce et 69 ceufs ruraux, ont
révélé que la BEA avait un taux de détection de 30,4% dans les échantillons d'ceufs ruraux avec
des concentrations variant de 0,3 a 9,8 pug/kg. Dans les échantillons d'ceufs commerciaux, un
seul échantillon était contaminé par la BEA a une concentration de 4,3 ng/kg. Cependant, les
quatre ENNs ont été trouvés a des niveaux de concentration inférieurs a la limite de détection :
0,5;02;03; 05 et 0,3 pgkg pour la BEA, ENN A, ENN Al, ENN B et ENN BI,
respectivement. Ces résultats sont en accord avec les conclusions du présent travail.

La présence de capteurs de mycotoxines dans les aliments pourrait également étre un facteur
déterminant influencant le phénomene observé. Ces molécules, couramment utilisés dans les
formulations d'aliments pour animaux, ont la capacité d'adsorber les mycotoxines dans le tractus
gastro-intestinal, réduisant ainsi leur biodisponibilité pour l'absorption. De plus, ils pourraient

réduire les niveaux de contamination en modifiant la composition chimique des mycotoxines
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(Sarandan et al., 2012; Wang et al., 2021). En conséquence, la présence de capteurs de
mycotoxines dans les aliments pourrait potentiellement entraver 1'absorption des mycotoxines
par les poules pondeuses, influencant ainsi leur absence dans les ceufs. Cela souligne
l'interaction complexe entre les additifs alimentaires et la dynamique des mycotoxines dans le
processus de production de volaille. Selon Chowdhury and Smith (2004), les poules pondeuses
sont vulnérables a une exposition a long terme aux mélanges de mycotoxines de Fusarium, mais
de nombreux effets négatifs peuvent étre évités en supplémentant leur alimentation avec des
capteurs de mycotoxines. Jiang et al. (2014) ont montré que ces effets négatifs peuvent étre
partiellement atténués par l'ajout alimentaire de capteurs de mycotoxines a un taux de 2 g/kg
dans les régimes alimentaires.

Bien que les mycotoxines émergentes soient généralement considérées comme moins nocives
que leurs homologues réglementées, les interactions entre les deux groupes de mycotoxines ont
le potentiel d'augmenter leur toxicité combinée (Rossi et al., 2020). Lorsque des mycotoxines
réglementées et émergentes coexistent sur des matrices naturelles, plus de dommages sont
observés (Pérez-Fuentes et al., 2021). On suppose que la BEA et les ENNs ont un effet toxique
primaire en raison de leurs caractéristiques ionophoriques, qui leur permettent de former des
complexes stables et lipophiles avec les cations, et de les transporter vers des matrices lipophiles
comme les membranes cellulaires, provoquant des perturbations de 1I'équilibre osmotique. De
plus, les ENNs et la BEA générent des canaux sélectifs aux cations dans les membranes
cellulaires, altérant les activités membranaires (Kamyar et al., 2004). Ainsi, les mycotoxines
émergentes provoquent une cytotoxicité médiée par la mitochondrie dans les cellules de
neuroblastome humain, ce qui suggere qu'elles peuvent étre nocives pour la santé humaine si

elles ne sont pas contrélées (Chiminelli et al., 2022).

V. Résultats des analyses par le Kit Elisa

Les résultats obtenus ont montré que 26 des 42 échantillons analysés présentaient une
contamination a 1'Ochratoxine A dépassant la valeur limite de quantification (LOQ) établie de
1,5 ng/g du kit ELISA utilisé. Le niveau moyen de contamination dans ces échantillons positifs
a été déterminé a 2,59 ng/g, avec un intervalle de contamination qui allait de 2,23 a 3,23 ng/g

(Tableau 9).
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Tableau 9. Fréquence de contamination dans les échantillons d’aliment.

Fréquence de contamination (ng.g™)

Wilayas <L00 Echantillons Intervalle Moyenne +
positifs (%) (Min-Max) STD
Annaba 1 0 (0%) 1,07 /
Batna 3 11 (78,57%) ND - 3,39 2,25+ 0,65
Biskra 5 0 (0%) ND -1,44 /
Constantine 1 3 (75%) 1,04 - 3,59 2,49 £ 0,05
Guelma 2 5 (71,43) 1,08 — 3,54 2,44 + 0,57
Mila 0 1 (100%) 3,23 3,23
Oum EI Bouaghi 2 3 (60%) ND - 3,10 2,93+0,14
Setif 2 3 (60%) ND - 2,78 2,23 +0,55
Total 16 26 (61,9%0) ND - 3,59 2,59 £ 0,40

e ND : non-détecté ; juste les échantillons qui excédent la LOQ sont considérés pour
le calcul de la moyenne.
e STD: écart type

L'analyse de la variation des taux de contamination selon les différents états d'échantillonnage,
a savoir Annaba, Batna, Biskra, Constantine, Guelma, Mila, Oum El Bouaghi et Sétif, montre
une différence hautement significative avec des valeurs de probabilité (F =4,09 P= 0,001 ; P<
1%o). En comparaison du classement des wilayas selon le taux de contamination, l'analyse de
comparaison des moyennes (Tukey) a révélé trois groupes (figure 37):
e Le groupe "A" composé de Mila et Oum EI Bouaghi ; ce groupe comprend les wilayas
ayant les taux de contamination les plus €élevés.
e Le groupe "AB" composé de Constantine et Guelma ayant des taux de contamination
intermédiaires.
e Le groupe "BC" composé de Batna et Sétif ayant les taux de contamination les plus
faibles.

Le groupe "C" composé de Biskra et Annaba avec des concentrations < LOQ.
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Figure 36. Taux de contamination d’OTA (ng.g™) dans les échantillons des wilayas
étudiées.

Le climat et I'humidité de la région semblent jouer un réle clé, les wilayas du nord-est plus
humides enregistrant une contamination plus élevée et les wilayas intérieures avec climat
chaud et sec présentant des niveaux de contamination plus faibles, d'aprés les résultats, les
taux de contamination les plus €levés ont été trouveés dans les wilayas de Mila et Oum El
Bouaghi, Constantine et Guelma voyant des taux légérement plus faibles. Ces quatre
wilayas ont un climat méditerranéen caractérisé par des températures modérées, une
humidité élevée et de fortes précipitations. Les conditions humides dans ces régions
contribuent probablement aux taux de contamination élevés en fournissant des conditions
favorables a l'accumulation et a la persistance des contaminants dans l'environnement.
Batna et Sétif avaient les taux de contamination les plus faibles. Ces wilayas intérieures ont
un climat sec avec de faibles précipitations. Les conditions arides peuvent étre la cause
I'accumulation limités des contaminants, entrainant probablement la contamination
observée plus faible.

Les wilayas de Biskra et Annaba avaient des concentrations inférieures aux niveaux
quantifiables. Biskra dans le Sahara a un climat désertique extrémement aride. Annaba a

une concentration de 1,07 ng/g, ce qui est inférieur a la LOQ pour une ville située sur la
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cote algérienne avec un niveau d'humidité élevé ; cela peut étre di a d'autres facteurs tels
qu'un temps de stockage d'aliment court (15 jours).

De méme, I'é¢tude menée au Pakistan par Abidin et al. (2017), a révélé une prévalence accrue
d'OTA pendant les mois avec une humidité plus élevée et des températures propices a la
croissance des moisissures ; leur enquéte, qui impliquait I'analyse d'échantillons d'aliments
pour volailles de sources diverses, a révélé des variations des niveaux d'OTA selon les
saisons. En particulier, une prévalence accrue d'échantillons positifs a 'OTA était évidente
de juillet a octobre, lorsque les conditions environnementales étaient plus propices a la
prolifération des moisissures. Inversement, la contamination a I'OTA était moins fréquente
entre novembre et février, probablement en raison de circonstances environnementales
moins favorables. Ces tendances reflétent étroitement les schémas d'occurrence observés
dans la présente étude.

En se concentrant sur la conformité avec les réglementations de I'Union européenne (UE),
qui a établi une limite maximale de 5 ng/g pour la contamination a 1'Ochratoxine dans les
aliments pour volailles, les résultats des échantillons analysés dans la région de I’Est
algérien révelent que tous les échantillons analysés ont des niveaux de contamination
inférieurs a la limite maximale de I'UE, ce qui concorde avec un grand nombre d'études
menées dans le monde. Ainsi, Fareed et al. (2014) ont examiné 186 échantillons d'aliments
pour poulets finis et semi finis pour 1'Ochratoxine A (OTA). L'analyse ELISA quantitative
a révélé un taux d'incidence global de 50%, I'OTA étant détectée dans 63,15% des
échantillons d'ingrédients alimentaires et 29,17% des échantillons d'aliments finis. Bien que
le gluten de mais ait présenté la contamination a 'OTA la plus élevée, aucun des aliments
n'a dépassé la limite autorisée par 1'UE pour I'OTA dans les aliments finis pour volailles.
Cette observation concorde avec les résultats d'autres études, telles que Segvi¢ Klari¢ et al.
(2008), qui ont étudi¢ des échantillons en Croatie et ont rapporté des concentrations en OTA
inférieures aux niveaux autorisés par I'UE, démontrant une tendance a la réduction de la

présence de mycotoxines ces dernieres années.

Par ailleurs, Sherazi et al. (2015), ont analysé les aliments pour volailles au Pakistan et ont
constaté que certains échantillons dépassaient la limite réglementaire maximale de 'UE
pour I'OTA. Une autre étude a observé un scénario paralléle en Jordanie, ou les niveaux
d'OTA dans les aliments pour volailles et les échantillons de mais dépassaient parfois les
normes de I'UE. En Serbie,Krnjaja et al. (2014), ont détecté '0OTA dans tous les échantillons

d'aliments pour volailles, mais ces niveaux restaient inférieurs a la limite maximale
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recommandée de I'UE. Keutchatang et al. (2022) ont également examiné les aliments pour
poulets et ont noté des concentrations en OTA bien inférieures au seuil défini par 1'UE.
Dans une autre étude, 129 échantillons d'aliments, de mais et de viande de poulet ont été
obtenus de plusieurs marchés jordaniens et testés par ELISA pour déterminer les quantités
d'Ochratoxine A dans les aliments pour volailles et la viande. L'OTA était présente dans
environ 38,5% des échantillons d'aliments, 50% des échantillons de mais et 100% des
¢chantillons d'aliments qui étaient exposés directement au soleil, avec des concentrations
moyennes de 2,90 = 0,26 ; 2,35 £ 0,32 ; 10,30 £ 0,59 ng.g"! respectivement. Les résultats
des tests ont montré qu'aucun des échantillons testés n'a dépassé les normes de 1'UE (Al
Khalaileh, 2018).

En outre, les résultats de la présente étude, menée en Algérie, ou des capteurs de
mycotoxines sont couramment utilisés dans I'alimentation des volailles, mettent en évidence
l'influence substantielle de ces capteurs sur les résultats de 1'é¢tude. Une étude menée par
Mimoune et al. (2023) a testé l'ajout d'un capteur de mycotoxines (MICOTEC 0,1 %) et
d'un acidifiant (TECAVIAR 0,1 %), tous deux commercialisés en Algérie, dans
l'alimentation de poulets de chair ; les sujets qui ont consommé l'alimentation supplémentée
pendant I'essai ont présenté de meilleurs résultats que le groupe témoin ; les sujets étudiés
ont non seulement montré une diminution considérable de la mortalité (51,47 %), mais aussi
une amélioration des parameétres zootechniques. Ces résultats concordent avec d'autres
recherches, démontrant ensemble une réduction notable des niveaux de mycotoxines ces
derniers temps (Kabak et al., 2006; Varga et al., 2010; Di Stefano et al., 2014; Karlovsky et
al., 2016).

De plus, les procédures standard de transformation des aliments pour animaux, telles que le
tri, le broyage, le trempage et l'extrusion, couramment appliquées dans la production
d'aliments pour volailles, peuvent également aider a abaisser les niveaux de mycotoxines
par une surveillance attentive et le respect des meilleures pratiques dans la production
d’aliments, Ceci contribue en retour a améliorer la sécurité alimentaire et a protéger la santé
des volailles, soulignant 1'importance continue du maintien de mesures rigoureuses de lutte

contre les mycotoxines dans l'industrie (Duarte et al., 2012).
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Cette étude exhaustive représente une avancee majeure dans I'évaluation des risques liés a la
contamination par les mycotoxines dans le secteur avicole algérien, un domaine crucial pour
I'économie et la sécurité alimentaire nationale. En se concentrant sur la région Est de I'Algérie,
une zone clé pour la production avicole ou la population est particulierement exposée aux
produits avicoles, cette recherche fournit des données inédites et d'une importance capitale sur
les niveaux réels de contamination par I'Ochratoxine A et les mycotoxines émergentes.
L'utilisation d'une approche analytiqgue combinant des tests immuno-enzymatiques ELISA,
reconnus pour leur grande sensibilité dans la détection de I'OTA, avec la technique de pointe
de chromatographie liquide ultra-haute performance couplée a la spectrométrie de masse en
tandem (UHPLC-MS/MS) pour les Enniatines et la beauvéricine. Cette approche analytique
combinée a facilité une évaluation approfondie des risques d'exposition. Elle a permis de
recueillir un ensemble de nouvelles données, contribuant ainsi & combler une lacune
significative dans notre compréhension de la prévalence des mycotoxines dans la chaine avicole
algérienne.

Les résultats obtenus, en établissant des niveaux de référence précis de contamination par ces
composés toxiques, représentent une étape cruciale vers la mise en place de programmes de
surveillance et de contrble qualité rigoureux, ainsi que le développement de mesures
d'atténuation appropriées. Cette étude met en lumiére I'importance vitale de lutter contre la
présence de mycotoxines, y compris les mycotoxines émergentes moins réglementées mais tout
aussi préoccupantes, dans les aliments pour volailles et les ceufs produits en Algérie.

En soulignant les enjeux majeurs de sécurité alimentaire et de santé publique liés a I'ingestion
potentielle de produits avicoles contaminés par la population algérienne, principale
consommatrice de ces denrées, ce travail ouvre la voie a des actions concrétes visant a protéger
les consommateurs. Les données probantes générées guideront les agriculteurs, les autorités
compétentes et I'ensemble de la filiere avicole dans I'élaboration de stratégies anti-mycotoxines
efficaces et adaptées au contexte local.

Des efforts de recherche supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les sources
de contamination et les facteurs contribuant a la présence de mycotoxines dans la région de I'est
algérien. Des études complémentaires peuvent se concentrer sur le développement de méthodes
de détection plus sensibles et spécifiques, ainsi que sur I'évaluation des effets combinés de

multiples mycotoxines sur la santé humaine.
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Annexe 1

Annexe 1 : Le questionnaire

Identification de I’exploitation

Privée O

Le cheptel

1- Provenance des poules

2- Souche

3- Capacité de I’exploitation (Nombre de batiments)

Locale
Importee

4- Effectif : ..o,

5- Age des poules : .............

6- Mode d’¢levage

Elevage en cage
Elevage au sol
Plein air

Bio

Conduite sanitaire

7- Plan vaccinal

Maladie de marek
Coccidiose

Gumboro

Bronchite infectieuse
Encephalomyelite aviaire
Salmonellose

Pasteurellose
Laryngotracheite infectieuse
Collibacillose

8- Analyses periodiques

Recherche de salmonelloses

Etatique 1

OooOood

Od0oooodod

O
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e Mycoplasmes
e Titrage d’anticorps
e Autres

Concernant ’aliment

9- Origine de I’aliment

e Fabriqué au niveau de I’exploitation
e Acheté d’une source privée

e Acheté d’une source étatique
10- L’aliment est t-il :

e Fini
e Semi-fini
e Matiére premiere

O
O

L] lesquelles

O O

O O

11- Quelles sont les matiéres premicres (Si I’aliment est fabriqué au niveau de 1I’exploitation):

e Mais
e Tourteau de soja

e Sonde blé
e Huile de soja

e Autres

12- Quantité achetée (si I’aliment est acheté):

» Grandes quantités stockées dans la ferme

* Petites quantités

13- Contient des additifs ?

e Oui
e Non

O

o000

0

O

ST OUL LESQUELS .. eeett et

21- Ajoutez-vous des capteurs mycotoxiques ?

e Oui
e Non

22- Si oui lequel ?

e Paratox
e Aviator
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e freetox ]
O
e Toximix ]
e Atofirst ]
e Micofix ]
e Turbotox ]
e Autres Lllequel covonnineiii

Quantité ajouté ?.........ccoeeevvenenee.

14-Temps de stockage des aliments ?

e 03 mois ]
e (06 mois ]
e plusde 06 mois [

Dans les endroits de stockage :
15- Procédez-vous a la désinsectisation ?
Oui [ Non []
16- Conditions de stockage sont-elles respectées (température et humidité contrdlées)
Oui [ Non [
17- Les sacs utilisés dans le stockage sont-ils :
e Enplastiques [
e En Papier L
e Autres [] quelle matiere. .........oooveeviiiiiiiiiieean,

18- Est-ce que vous disposez d’un plan de surveillance des aliments en matiere de
moisissures ?

Oui [ Non[]
=ST OUL LEQUET 2.t e et e e et e et e e e aa e e e b e e enaeeenaaeennreeas
19- Vérifiez-vous certains parametres avant d’acheter I’aliment :

e Humidité de I’aliment Oui UJ Non [
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e Contamination par les insectes  Oui [] Non [
e Contamination par la moisissure ~ Oui [ Non []
20- Lorsque I’aliment s’avere moisis a I’ceil nu, quelle est votre conduite ?
e Destruction du lot [
e M¢élange progressive aux aliments sains[]
e Aucune mesure particuliére (distribué aux animaux) []

23- Que pensez-vous a la création d’une association qui participe avec les entreprises du
secteur a la surveillance analytiques des mycotoxines :

e Trés bonne idée [

e Mauvaise idée

e Idée difficile a réalisée [

24- Avez-vous une idée sur la possibilité de transfert de certaines mycotoxines de 1’aliment a
I’ceut ?

Oui [ Non[]

25-Y a-t-il une réglementation nationale concernant les mycotoxines que vous suivez ?

e OQui ]
e Non ]

26- Si oui, procédez-vous a :

e Dosage des mycotoxines L]

e Recherche des moisissures ]

27- Mode de distribution d’aliment :

e Manuelle ]
e Automatique L]

28- Avez-vous déja connu des cas ou I’aliment se contamine par les moisissures ?
Oui O Non [J

Apres ’utilisation des capteurs mycotoxiques avez-vous constater une différence ?

29- Sur la production
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Oui ]

30-Sur la qualité de I’ceuf
Oui ]

31- Sur la santé des poules

Oui Il

Parameétres technico-économiques

32- Durée de la production (par semaines) :

e =70 semaines
e = 80 semaines
e = 85 semaines

e Plus de 86 semaines

33-Taux de mortalité en période d’élevage

e Moins de 5%

e Entre5et8%
e Entre 8et 12%
e Plusde 12%

-Taux de mortalité en période de production

e Moins de 5%

e Entre5et8%
e Entre 8et 12%
e Plusde 12%

34- Consommation d’aliment (sujet/jour en grammes)

e Moins de 100 g/j

e Entre 100 et 120 g/j
e Entre 120 et 140 g/j
e Plus de 140 g/j

35- Taux de ponte

e Moins de 50%
e Entre 50 et 60%
e Entre 60 et 70%

O Oofd

O Ooo

O

0o

0 O

O ood

Non

Non

Non
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Plus de 80%

36- Pic de ponte

~ 24 eme semaine
=~ 26 eme semaine
~ 28 eme semaine

~ 30 eme semaine

Stabilité (persistance) du pic de ponte

2 semaines
4 semaines
6 semaines
Plus de 7 semaines

O oo

O OO0
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