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Laflatoxine B1 est une micotoxine, produite par Aspergillus flavus,
qui peut présenter des risques pour la santé des animaux et de
I’homme, notamment par I'intermédiaire de la production laitiére. Les
systémes basés sur le foin comme dans la zone du Parmesan, pré-
sentent-ils des risques particuliers de contamination ?

RESUME

. Les concentrations en aflatoxine B1 ont été mesurées sur 257 échantillons
e fourrages fanés de prairies naturelles et de luzerne prélevés pendant
ans. Les enrubannages sont plus souvent contaminés et présentent des
aux moyens de micotoxine plus élevés (3,00 + 0,95 ppb) que les foins de
prairies naturelles et de luzerne dont seulement 1,4% des échantillons
- dépassent 10,0 ppb, le seuil retenu par la législation italienne pour les ali-
. ments étant de 50 ppb. Ces résultats confirment que les fourrages fanés ne
résentent aucun risque pour la santé des animaux en rapport avec l'afla-
oxine B1 et qu’ils ne peuvent élre responsables d’éventuelles contamina-
. tons du lait par l'aflatoxine M1.
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1. Introduction

B Les risques présentés par les micotoxines

Les micotoxines sont des métabolites secondaires produits par
des espéces fongiques (Aspergillus, Fusarium, Penicillum) qui peuvent
s'avérer dangereuses : elles présentent une grande toxicité hépatique
et rénale, et une action cancérigéne pour toutes les espéces animales
ainsi que pour 'homme.

En Europe, les infestations les plus importantes sont provoquées
par Aspergillus flavus qui trouve, a nos latitudes, des conditions
ambiantes favorables & sa croissance et a la production d’aflatoxines
B1 et B2 (humidité relative élevée et température de 8 a 42°C). Ces
toxines sont particuliérement stables, méme dans les processus de
transformation des aliments, et on peut les trouver longtemps aprés la
mort du mycélium. Les micotoxines peuvent ainsi atteindre direc-
tement 'homme, par les aliments végétaux ou indirectement par
la viande, les oeufs, le lait €t ses dérivés, provenant d’animaux nourris
d’aliments contaminés (BottaLico, 1988).

B Laflatoxine B1 et les fourrages conservés

Les aspects de la contamination et de la toxicologie des mico-
toxines en général et des aflatoxines en particulier ont été présentés
par de nombreux auteurs (SToLoFF, 1977 ; Pompa, 1984 ; LampE, 1993).
L'aflatoxine B1 mérite une attention particuliére en raison de ses impli-
cations sanitaires, notamment pour les groupes de population humai-
ne a plus haut risque et pour les animaux eux-mémes (Saap et ZAky,
1995). Cette aflatoxine est présente dans les fourrages destinés
aux vaches laitiéres. Bien qu'il soient moins sensibles que les autres
espéces monogastriques, les bovins présentent une réduction de la
production laitiére avec anorexie et lésions hépatiques suite a la
consommation plus ou moins prolongée de micotoxine (Pompa, 1984).

Compte tenu de la corrélation directe entre le taux d’aflatoxine
Bl dans les produits destinés a l'alimentation animale et le niveau
d’aflatoxine M1 dans le lait bovin (Branc et Karieskinp, 1981 ;
Milchwirtschaftlicher Verein Baden-Wurtemberg, 1996), les disposi-
tions législatives italiennes (D.M. 322/90 et modifications suivantes,
appliquant la norme CEE 74/63) fixent 4 50 ppb les quantités maxi-
males de micotoxines dans les matiéres premiéres destinées a
I'alimentation animale. A défaut de définjfion de limites précises, on
considére habituellement la méme valeur limite pour les fourrages. La
présence d'aflatoxine M1 dans le lait est particuliérement importante
dans le cas de son utilisation fromagére, qui peut multiplier sa concen-
tration par 5 a 8 (APPLEBAUM et al., 1982).

180



B Motivations de I’étude

De nombreux travaux ont concerné les aliments destinés au
bétail (AnFossi et al., 1990 ; JuszkiEwICZ et al., 1993 ; RasHDA-AL et al.,
1993 ; RoB et al., 1993 ; SaHiv et Cercl, 1994) ; 1a plupart de ces études
se sont intéressées aux ensilages et aux aliments concentrés, le foin
étant souvent considéré comme une source secondaire ou négligeable
d'aflatoxines. Toutefois, le foin représente fréquemment une por-
tion importante de la ration des vaches laitiéres, notamment en
cas de production de fromages & longue durée d’'affinage ; il peut
ainsi représenter un réservoir potentiel d’aflatoxine, par exemple
suite 4 une mauvaise fenaison (mauvaises conditions météorologiques)
ou a une conservation imparfaite. La premiére coupe est particuliére-
ment concernée, car elle représente une part importante de la produc-
tion et le climat printanier, généralement défavorable au séchage des
fourrages, rend la fenaison difficile et aléatoire.

Aprés une étude préliminaire conduite dans la méme région
(PeriNt et DELBONO,1998) en 1997, le but de cette étude était d’éva-
luer I'ampleur de la présence éventuelle d’'aflatoxine dans les four-
rages des élevages de vaches laitiéres de la province de Reggio
Emilia, zone typique de production du Parmesan. Dans ce systéme
fourrager basé exclusivement sur le foin, la qualité nutritionnelle et
sanitaire du foin est essentielle. A 'heure actuelle, presque tout le foin
est séché au sol ; seule une petite part est réalisée avec ventilation en
grange ou séchage des balles rondes (a I'aide d’'un systéme de pla-
teaux).

2. Matériel et méthodes

B Présentation de I’étude et de la zone

L'étude a concerné 253 échantillons de fourrage de prairie
naturelle et de luzerne, récoltés au cours de 4 années dans des éle-
vages situés dans la province de Reggio Emilia (figure 1}. Ces fourrages
étaient conservés sous forme de foin traditionnel et d’enrubannage.

Dans cette zone, en raison de la distance de la cote Adriatique et
de la présence de la chaine des Apennins, I'influence de la mer est peu
sensible. Le climat est de type continental, caractérisé par des hivers
relativement rigoureux et de fortes températures en été. La pluviomé-
trie annuelle varie de 700 mm dans la zone basse a 1 200 mm dans la
zone de moyenne montagne (700-800 m d’altitude). Les précipitations
sont mal réparties durant 'année, avec un maximum en automne et
un déficit hydrique considérable de juin a aoitt. En mai, il pleut en
moyenne 1 jour sur 3 ; par conséquent, le risque de mouiller les foins
est trés élevé.

Le choix des élevages, du nombre et de la distribution des pré-
lévements a été raisonné en fonction des volumes de production lai-
tiére et des différents problémes techniques rencontrés lors des opéra-
tions de fenaison dans les deux zones considérées (plaine et collines).
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La majorité (96%) des fourrages collectés étaient des foins de prairies
naturelles et de luzerne, le reste (4%) étant des enrubannages (ensi-
lages préfanés) de luzerne prélevés exclusivement en plaine. La teneur
en matiére séche (MS) des foins variait entre 86 et 88%, tandis que
celle des enrubannages (tous bien conservés) se situait entre 35 et
40%. Les prélévements étaient effectués :

- par carottage radial des balles de foin jusqu'a 75 cm de profon-
deur,

- dans la mangeoire, a différents moments de la distribution,
pour les enrubannages.

De cette fagon, il a été possible d’'obtenir des matériaux homo-
génes, conservés a -20°C jusqu'au moment de l'extraction et de I'ana-
lyse.

B Extraction et analyse de I'aflatoxine B1

L'extraction de l'aflatoxine B1 était effectuée sur 25 g de fourra-
ge, traité selon la méthode décrite par ClRiLLl et al. (1986), avec
quelques modifications. L'extrait était ensuite utilisé pour les détermi-
nations analytiques, effectuées par HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography). Les conditions opératoires suivantes étaient appli-
quées : colonne Hypersyl 5 ODS (250x4,00 mm), phase mobile :
eau/acétonitrile/alcool isopropilique/acide acétique (proportions :
79/7/7/7 v/v), flux : 0,8 ml/min.

e
.

Ficure 1 : Localisation
de la région d’étude.

Ficure 1 : Localization of
the region under study.
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Concentration d'aflatoxine B1 (ppb

_ Moyenne

Enrubannage de luzerne
Foin de prairie naturelle
Foin de luzerne

Total o

*n: nombre d'échantilions

3,0040,05
 226:273
1,56 £ 2,19

TaBLEAU 1 : Répartition
des analyses selon I'in-
tervalle de concentra-
tion d’aflatoxine B1 et
le type de fourrage.

TasLe 1 : Distribution of
analyses according to
interval of B1 aflatoxin
content and to forage

type.

TaBLEAU 2 : Concentra-
tions moyennes d’afla-
toxine B1 des analyses
selon la localisation et
le type de fourrage.
TAaBLE 2 : Mean B1 afla-
toxin contents of ana-
lyses according to loca-
lization and to forage
type.

Dans ces conditions, le pourcentage moyen de récupération
d'aflatoxine B1, caractérisée par un temps de rétention de 5,1 minutes,
a été de 75% ; I'évaluation quantitative, au moyen de courbes précé-
demment calculées en utilisant une micotoxine standard a concentra-
tions dégressives, présentait une limite de 0,1 ppb.

Les coefficients de corrélation (R}, qui définissent la réponse ana-
lytique, ont été constamment supérieurs a 0,99, alors que les coeffi-
cients de variation (CV), indicatifs de la précision de la méthode, ont
été caractérisés par des valeurs comprises entre 8,5% et 7,4%.
L'analyse statistique a été effectuée en utilisant le test non parameé-
trique de Kruskall-Wallis du logiciel Statistix pour Windows.

3. Résultats

B Concentration d’aflatoxine B1 dans les fourrages

Les résultats obtenus sur le niveau de contamination par I'afla-
toxine B1 des différents fourrages (foins et enrubannages de prairies
naturelles et de luzerne) sont résumés dans le tableau 1 et présentés
par intervalles de concentration.

-
Méme si les données relatives aux enrubannages portent sur un
nombre relativement bas d’échantillons, provenant seulement de la
plaine, les évaluations effectuées démontrent une présence constan-
te d'aflatoxine Bl, mais les valeurs moyennes de contamination
restent modestes (3,00 ppb).

En ce qui concerne les prairies naturelles, 47 échantillons
{41,2% des aliments examinés) étaient dépourvus d’aflatoxine Bl tan-

Plaim  Collines ‘

n Moymnasﬂ:émtyps n Moyennostécantype
10 3004085 O
. 285+285 64 1,813;2,46
2145281

133:188 38
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dis que, dans 15,8% des échantillons, la concentration dépassait
5,00 ppb. Globalement, la contamination des prairies naturelles est de
2,26 ppb, celles de la plaine étant plus contaminées que celles des
collines (2,85 vs 1,81 ppb, tableau 2).

Un pourcentage comparable (42,6%) déchantillons compléte-
ment négatifs est observé pour les foins de luzerne qui présentent par
ailleurs des pourcentages plus bas (respectivement 6,8% et 0,8%) pour
les niveaux de contamination élevés (5,00 - 9,99 et supérieur a
10,00 ppb). Dans les collines, la luzerne présente des valeurs légé-
rement supérieures a celle de la plaine (2,14 vs 1,33 ppb).

B Analyse statistique des données

Méme si les moyennes globales de contamination des 3 types de
fourrages présentent des valeurs différentes, la forte variabilité des
données m'a permis de mettre en évidence qu'une différence significa-
tive entre les enrubannages et les foins de luzerne (P<0,01).

En ce qui concerne les différents niveaux de contamination des
aliments considérés en fonction de leur nature (tableau 2), on a pu
mettre en évidence une différence significative (P<0,01) seulement
entre les valeurs relatives aux enrubannages de prairies naturelles et
celles des foins de luzerne provenant de la plaine.

Enfin, I'analyse statistique relative a la confrontation des mémes
aliments en fonction des deux zones de provenance permet de consta-
ter une différence significative (P<0,05) relativement aux prairies natu-
relles et non aux foins de luzerne.

4. Discussion, conclusion

Les résultats obtenus permettent avant tout de constater que
I'utilisation des foins des zones considérées pour I'alimentation
des vaches laitiéres ne présente aucun risque d'effet toxique pour
ces animaux, pour lesquels les seuils dangereux retenus sont de 50 a
150 mg/animal pour 5 jours (ALLCROFT et LEwis, 1963) ; ces valeurs
pourraient étre atteintes si le niveau de contamination du foin allait de
0,84 a 2,5 ppm, en considérant une consommation quotidienne
moyenne de 12 kg MS de fourrage. Les données constatées ici sont,
dans le pire des cas, 200 fois inférieures a ces concentrations.

Abstraction faite des risques directs pour la santé des animaux,
on peut aussi constater que les niveaux d’aflatoxine B1 dans tous
les aliments considérés sont nettement inférieurs au taux de
50 ppb prévu par la législation italienne pour les matieres premiéres
et habituellement utilisé pour les fourrages.

Nos résultats sont cohérents avec ceux observés par d’autres
auteurs européens qui, dans des aliments forts différents, constatent
des concentrations comprises entre 0,9 et 4,2 ppb (Anrossi et al,
1990 ; RoB et al., 1993 ; Saap et Zaky, 1995 ; Milchwirtschaftlicher
Verein Baden-Wurtemberg, 1996). Toutefois, des taux plus élevés
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(40 ppb) ont été retrouvés par Juszkiewicz et al. (1993) sur des échan-
tillons prélevés en Pologne, et des niveaux variant entre 11,2 ppb et
260-360 ppb sont rapportés par RasHDA-Au et al. (1993) et SaHIv et
CErcl (1994) sur des aliments provenant de la zone asiatique ; ces don-
nées sont probablement a attribuer a des conditions environnemen-
tales et de conservation favorables au développement des moisissures
et, par conséquent, a la production de micotoxines.

Le bas niveau de contamination présenté par les prairies natu-
relles et de luzerne enquétées, ainsi que le nombre relativement bas
d’échantillons contenant des quantités de toxine supérieures a
5,00 ppb, confirme non seulement que ces aliments ne représentent
pas une source primaire d’aflatoxine Bl, mais démontre également
leur validité et salubrité pour I'alimentation des vaches laiti¢res, dont
ils constituent en moyenne 50% du régime.

Enfin, il est intéressant de remarquer que la différence des condi-
tions atmosphériques et d’environnement entre plaine et collines n'a
pas une influence majeure sur les niveaux de contamination par I'afla-
toxine B1, sauf pour les prairies naturelles, qui ont présenté une dif-
férence plus marquée (P<0,05).

En conclusion, I'étude effectuée permet d’affirmer que I'éven-
tuelle contamination du lait par I'aflatoxine M1 provenant des ali-
ments destinés au bétail ne peut étre attribuée aux foins produits
dans les zones considérées mais plutdt & une mauvaise conservation
des matieéres premiéres employées pour la production d’aliments
concentrés ou a des conditions de stockage déficientes pour ces der-
niers dans les exploitations.

Accepté pour publication, le 25 mars 1999.
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SUMMARY

Preliminary studies on the presence of B1 aflatoxin in cured
. forages in the province of Reggio Emilia (Italy)

The contents of B1 aflatoxin in 257 samples of cured forages were
| measured (by HPLC) in natural pastures and lucerne fields of the pro-
vince of Reggio Emilia during 4 years. Wrapped forages were more
often contaminated and exhibited higher mean levels of mycotoxin
(3.00 ppb) than hay from natural pastures and lucerne, where only 1.4%
of samples had levels above 10.0 ppb ; Italian regulations set the thre-
shold for feeds at 50 ppb. Contamination did not depend on whether the
forages came from hills or from lowlands, nor on the climatic conditions ;
he only significant differences were between natural pastures. These
results confirm that cured forages involve no risk to animal health
connected with B1 aflatoxin and cannot be responsible for any contami-
nation of milk by M1 aflatoxin.
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