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Résumé

Cette étude vise a étudier la composition chimique, I'activité antioxydante et antimicrobienne de I'huile essentielle de
I’écorce de Citrus sinensis Var Washington Navel. L'identification des composés chimiques a été réalisée par une
analyse chromatographique. L'activité antioxydante a été étudiée par le test de piégeage des radicaux 1,1-diphényl-
2-picrylhydrazyl (DPPH). Les résultats ont montré que les principaux composants de I'huile essentielle étaient le
limonéne (80,44%), suivi du B-Myrcene (2.27%) et du Sabinene (1,18%) . A des concentrations de 0.06mg/ml jusqu’a
1mg/ml, I'huile a une activité antioxydante comparable (52.07 a 93.27 %) a celle d'un composé de référence, l'acide
ascorbique . L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle contre les agents pathogénes [Staphylococcus aureus
,Escherichia coli et Morganilla morganii,Citrobacter Koseri,Pseudomonas aeruginosa,s Candida albicans
,/Aspergillus niger et Aspergillus tirreus) par la méthode de diffusion sur disque a été examiné. Les bactéries & Gram
positif étaient plus sensibles & I'huile (zones d'inhibition 20 + 0.42 mm) ; Les bactéries Gram-négatives étaient
résistante. L’huile essentielle de Citrus sinensis a une activité modérément inhibitrice vis- a- vis a des levures
Candida Albicans ez !’ par un diamétre (17 = 0.27mm) et I’ Aspergillus Niger ( 20 + 0.32 mm de diamétre) et fortement
inhibitrice sur la croissance d’Aspergillus Terrus enregistré avec une zone d’inhibition (25 £ 0.40mm de diamétre)
.L'huile essentielle obtenue a montré des résultats prometteurs pour son application en tant qu'agent bioconservateur.
Mots clés: Citrus sinensis var Washington Navel, huile essentielle, activité antimicrobienne, antioxydant, microbes

pathogénes.

Chemical Composition, Antimicrobial and Antioxidant Activity of the Essential Oil of

Orange Peel (Citrus sinensis Var Washington Navel) Harvested in Tipaza (Algeria)
Abstract
This study aims to investigate the chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity of essential oil from
the bark of Citrus sinensis. The identification of the chemical compounds was carried out by chromatographic
analysis. The antioxidant activity was studied by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging test.
The results showed that the main components of the essential oil were Limonene 80.44%, followed by p-Myrcene
2.27% and Sabinene 1.18%. At concentrations of 0.06mg/ml up to 1mg/ml, the oil has an antioxidant activity
comparable (52.07 to 93.27%) to that of a reference compound, ascorbic acid. Antimicrobial activity of essential oil
against pathogens [Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Morganilla morganii, Citrobacter Koseri,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus niger and Aspergillus tirreus) by disk diffusion method

was examined. Gram-positive bacteria were more sensitive to oil (zones of inhibition 20 + 0.42 mm);

p-1
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Gram-negative bacteria were resistant. The essential oil of Citrus sinensis has a moderately inhibiting activity against
Candida Albicans yeasts by a diameter (17 + 0.27mm) and strongly inhibiting the growth of Aspergillus Terrus
recorded with a zone of inhibition (25 £ 0.40mm in diameter), and moderately inhibiting for Aspergillus Niger (20 £
0.32 mm in diameter) The essential oil obtained showed promising results for its application as a biopreserver agent.
Keywords: Citrus sinensis var Washington Navel, essential oil, antimicrobial activity, antioxidant, pathogenic

microbes.

1- INTRODUCTION

Le genre des Agrumes (Rutaceae) comprend des arbres, des arbustes et des herbes de différentes tailles
et utilisations. Ce sont les plantes arboricoles les plus répandues dans le monde et représentent l'une des
cultures les plus importantes [1].
Le Brésil, la Chine, I'Inde, le Mexique, I'Espagne et les Etats-Unis produisent plus des deux tiers des
agrumes du monde [2]. L’ Algérie occupe une place importante dans la méditerranée avec une production
annuelle estimée de 1.4 million de tonnes et la part la plus importante est réservée aux oranges avec 1
million de tonnes par an. Elle occupe la 2°™ place dans la région nordafricaine et la 4™ dans la région
méditerranéenne selon des études préliminaires pour ’année 2016 [3](FAO, 2016).
Les agrumes sont consommeés sous forme fraiche ou sous forme de jus. Un tiers de la production des
agrumes est traitée industriellement pour produire du jus, résultant en la formation de 15 millions de tonnes
de déchets par an dans le Monde [4].
Bien que les sous-produits d'agrumes soient parfois appelés déchets d'agrumes, ils contiennent encore de
grandes quantités de composés précieux, tels que des fibres, des sucres, des protéines, de la pectine, des
polyphénols des flavonoides et des huiles essentielles [5].
Les biologistes sont récemment devenus de plus en plus intéressés par les activités biologiques utiles des
huiles essentielles, en particulier leurs larges capacités antimicrobiennes contre un large éventail de
microbes pathogénes. Cette activité antimicrobienne est principalement due a leur composition chimique
complexe, comprenant des substances appartenant a un large éventail de classes chimiques, notamment les
terpénes , les aldéhydes , les alcools, les esters, les phénols, les éthers et les cétones [6] . Ainsi, la
compréhension de la constitution chimique des huiles essentielles naturelles volatiles pourrait s'avérer une
approche viable pour identifier et développer de nouveaux agents antimicrobiens pour surmonter le
probléme de résistance aux médicaments antimicrobiens
Le genre Citrus comprend plusieurs fruits importants, avec une prédominance de I'orange douce (Citrus
sinensis), de la mandarine (Citrus reticulata),du pamplemousse (Citrus vitis), du citron vert (Citrus
aurantifulia) et du lemon (Citrus limonum) [7].
les objectifs de cette étude est (1) d'analyser la composition de 1'huile essentielle de 1’écorce de Citrus

sinensis par GC-MS et (2) d'étudier I'activité antioxydante et antibactérienne de I'huile isolée.
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2. MATERIEL ET METHODES (12 points en gras)
2.1-Produits chimiques et micro-organismes d'essai:
Les produits chimiques et les réactifs ont été obtenus auprés de sigma Aldrich france . Un appareil
Clevenger en verre de taille moyenne a été utilisé pour isoler I'huile essentielle. Pour évaluer I'activité
antibactérienne, des souches bactériennes pathogénes Gram-( Escherichia coli et Morganilla
morganii,Citrobacter Koseri,Pseudomonas aeruginosa ) et Gram+ (Staphylococcus aureus) ont été
utilisées. L’activités antifongique a été réalisé sur une souche de levure Candida albicans et deux souche
de moisissures (Aspergillus niger et Aspergillus tirreus). L’ensembles des souches ont été obtenues aupres
de laboratoire d’hygiene de la wilaya de Blida Ces derniers sont isolées a partir des aliments et de I’eau .
2.2-Collecte de I’écorce d’orange de Citrus sinensis
Les fruits de I'orange douce ( C. sinensis ) utilisés comme matiére premiére ont été récoltés dans des fermes
dans la région de Koléa (wilaya de Tipaza ,Nord de I'Algérie) . Les fruits ont été lavés a I'eau pour enlever
la poussiére et les insectes et pelés. Les pelures de 1’orange ont subi un séchage a 1’étuve a 40 C° pendant
24h pour une ulterieure extraction des huiles essentielles.
2.3- Extraction de I'huile essentielle :
L’extraction de I’huile essentielle de citrus sinensis a été réalisé par Hydrodistillation dans un appareil de
type Clevenger. Le matériel végétal séché a été transféré dans un ballon a fond rond de 1 litre et immergé
dans de I'eau distillée avec un rapport solide/liquide de 1:5 (p/v). L'extraction a été poursuivie jusqu’a
qu’aucun supplément d'OE ne soit obtenu.

L'huile a été séparée de la couche aqueuse, recueillie dans des tubes a échantillons en plastique, séchée
sur du sulfate de sodium anhydre et stockée dans I'obscurité a 4 °C jusqu'a une utilisation ultérieure. Le
rendement de I'huile essentielle isolée a été calculé.
2.4-Analyse GC-MS:

Le GC-MS de du chromatogramme Hewlett Packard Agilent 6890 plus couplé a un Spectrometre de masse
. Hewlett Packard Agilent 5973a été utilisé pour l'identification des différents composants de I'huile
essentielle de 1’écorce d’orange. L'échantillon a été injecté sur une colonne HP-5MS (30 m x 0,25 mm
id, 0,25 u d'épaisseur de film). L'hélium a été utilisé comme gaz porteur avec un débit de 7,0 29,5 psi et
un rapport de division de 1: 5. La température de la colonne a été maintenue a 60 °C pendant 8 minutes
avec une augmentation de 20 °C par minute jusqu'a 280 °C.

Les constituants volatils ont été identifiés en fonction de leur temps de rétention par rapport aux données
de la littérature correspondante en conjonction avec celles disponibles dans les bibliothéques de
spectrométrie de masse (NIST 2011 v.2.3 et Wile).
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2.5- Activité anti-oxydante in vitro :

L'activité antiradicalaire a été évaluée en mesurant I'activité de piégeage de I’huile d'écorce de C. sinensis
examinée sur le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazil (DPPH). Le test DPPH a été réalisé comme décrit
par Epsin et al.[8] . Les échantillons (100 pl chacun) a été mélangés avec 3 ml de solution DPPH.
L'absorbance des solutions résultantes et le blanc (avec seulement DPPH et aucun échantillon) ont été
enregistrés aprés un temps d'incubation de 30 min a température ambiante contre de l'acide ascorbique
comme controle positif. Trois répétitions ont été enregistrées. La disparition du DPPH a été mesurée par
spectrophotométrie a 517 nm. Le pourcentage d'activité de piégeage des radicaux a été calculé a l'aide de
I'équation suivante :

%DPPH= (ABS DDPH blanc — ABS DPPH échant) / ABS DPPH Blanc) *100.

%DPPH : taux de DPPH piégé ou taux d’inhibitions.

ABS DPPH blanc : absorption du test négatif (solution de DPPH) en nm.

ABS DPPH échant : absorption de I’échantillon.

2.6-Evaluation de I'activité antibactérienne :

La méthode de diffusion sur disque de gélose a été employée pour la détermination des activités
antimicrobiennes de I’huile essentielle de 1’écorce d’orange. En bref, les cultures fongiques ont été
cultivees sur PDA. Le tapis mycélien de culture de 7 jours a été lavé, mis en suspension dans une solution
saline normale. Les unités formant colonies (UFC/mI) de la suspension du champignon test ont été
déterminées et l'inoculum test a été ajusté a 10° UFC/ml. Ces conidies ont été utilisées pour des essais
antifongiques. Des inocula (0,1 ml) ont été appliqués et étalé sur la surface de la plaque PDA [9]
L'activité antibactérienne a été réalisé en utilisant une croissance de culture a 37 ° C pendant 18 h et ajusté
a environ 102 unités formant colonies par millilitre (UFC / ml) . Le milieu de culture utilisé pour les
bactéries était la Mueller Hinton Agar (MHA) [10]. Cing cents microlitres des inoculums ont été étalés sur
des plagues contenant du MHA et un disque de papier Whatman (9 mm de diamétre) a été imprégné de 10
ul d'huile non diluée et ont été placés sur les plagues ensemencées. Les plaques ont été laissées 30 min a
température ambiante, et incubées a 37 °C pendant 24 h [11,12 ]. Les diamétres des zones d'inhibition
étaient mesurée en millimétres.Tous les tests ont été réalisés en triple exemplaire [13].

3- RESULTATS ET DISCUSSION

3.1- Rendement et composition chimique de I'huile essentielle:

Le rendement en huile essentielle des écorces d’orange sinesus (Washington Navel) séché et extraite par
la méthode d’Hydrodistillation de type clévenger est de 1’ordre 0.44% . Ce rendement est inferieur a celui
obtenus par Bousbia, dont la valeur est de 1.0%. Cette différences entre les résultats peut étre expliquée
par le fait que les rendements des huiles essentielles sont influencés par plusieurs facteurs lors de leur
extractions . Ces facteurs peuvent concerner la plante elle méme (espéce, variété, race chimique, etc.) ou

sont liés aux conditions expérimentales (procédé d’extraction, durée d’extraction, etc.).

p. 4
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Cette différence peut étre expliquée selon Kelen et Tepe [14] par le choix de la période de récolte car elle
est primordiale en termes de rendement et qualité de I’H.E. Le climat, la zone géographique, le degré de
fraicheur, la période de séchage sont des facteurs qui peuvent entre autres avoir un impact direct sur les
rendements en H.Es selon ( Mahato et al.)[15].

Par ailleurs cette huile présente un aspect liquide mobile et limpide, une couleur jaune pale et une odeur
caractéristique du péricarpe du fruit mdr et frais. Les résultats de I'analyse GC-MS, y compris la teneur et

la composition de I'huile essentielle sont présentés dans le tableau 1.

Au total, 29 composés représentant plus de 98,19% de I’huile essentielle total ont été identifié. (85,82%)
sont des monoterpenes, (5,87%) sont des alcools monoterpénes, (5,17%) sont des aldehydes en générale

responsables de 1’odeur de I’huile essentielle d’orange, et (1,07%) sont des Sesquiterpenes (figure 1).

85,82%

20
80
70
60
50
40
30
20
10

Monoterpene  Alcools Aldehydes Sesquiterpenes

Figure 1: Pourcentage des différents composants de 1’huile essentielle

de Citrus sinensis.
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Tableau 1: Composition chimique de 1’ huiles essentielles de Citrus sinensis.

AQUES et al.

Numéro d’ordre du

Temps de rétention

Noms de composés

Composition en

La Famille chimique

composé (min) (%)
1 8,866 a-Pinéne 0,63 Monoterpénes
2 9,675 Camphene 0,04 Monoterpénes
3 11,179 Sabinene 1,18 Monoterpénes
4 12,379 B-Myrcene 2,27 Monoterpénes
5 13,242 Octanal 2,32 Aldéhydes
6 13,970 a-Terpinene 0,07 Alcools monoterpénes
7 15,994 I-Limonene 80,44 Monoterpenes
8 16,533 B-Ocimene 0,13 Monoterpénes
9 17,088 y-Terpinene 0,28 Monoterpénes
10 18,991 o —Terpinene 0,30 Monoterpenes
11 20,365 Linalool 3,61 Alcools monoterpéne
12 22,476 trans- Oxyde de limonene 0,11 Monoterpénes
13 23,686 B-Citronellal 0,20 Monoterpénes
14 25,411 4-Terpineol 0,91 Alcools monoterpéne
15 26,534 a-Terpineol 1,07 Alcools monoterpene
16 27,459 Decanal 0,87 Aldéhydes
17 28,240 B-Cyclocitral 0,05 Aldéhydes
18 29,893 Géranial 0,75 Aldéhydes
19 31,994 Néral 1,06 Aldéhydes
20 37,836 Eugenol 0,26 Phénol
21 41,204 trans-Caryophyllene 0,08 Sesquiterpenes
22 45,845 Valencene 0,74 Sesquiterpenes
23 47,243 (-)-a-Panasinsen 0,06 Monoterpenes
24 48,226 Acetoeugenol 0,21 Alcools monoterpéne
25 51,084 Oxyde de caryophyllene 0,11 Sesquiterpénes
26 55,605 (-)-B-Panasinsene 0,18 Monoterpénes
27 57,725 B-Sinensal 0,06 Aldéhydes
28 60,723 a-Sinensal 0,06 Aldéhydes
29 63,282 Nootkatone 0,14 Sesquiterpénes
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Lu et al.[16] ont constaté que la méthode d’extraction des huilles essentielles par hydrodistillation permet

d’avoir un rendement plus élevé et favorise I'extraction de I'nuile oxygénée comme les monoterpénes.

Par ailleurs le principal monoterpene identifié au cours de notre analyse CG/MS est le limonéne 80,44%,
suivi du B-Myrcene 2.27% et du Sabinene 1,18%. Pour les monoterpénes oxygénés, le composant
principale est le linalol 3,61%. De petites quantités de sesquiterpénes, a la fois des hydrocarbures et des
sesquiterpénes oxygénés, ont été trouvees. Ferronatto & Rossi [17] ont également déclaré que les HE de
Citrus sinensis avait des teneurs élevées en limonene (91,4%), ce qui corrobore avec nos résultats. Ces
derniers ont déclaré que les deux composés le myrcene et le linalol étaient considérés comme des
constituants majeurs résultat confirmé dans notre étude.

Veldzquez-Nufiez et al. [18] ont étudié les composants des huiles essentielle de zeste d'orange et ont trouvé
le limonéne (96,6 %) comme le principal composé suivi par d'autres terpenes, comme le myrcene (1,72%)
et B-pinene (0,53%). Espina et al. [19] ont mené une étude sur 1’écorce d’orange espagnole 56 composants
sont identifiés ; le principal était le limonene (85,5 %), I'oxyde de cis-limonéne (1,03 %) et le myrceéne
(0,92 %). Il faut souligner que certaines études ont déja montré I'influence des génotypes sur la composition
chimique de I’huile essentielle d'agrumes ; dans tous les résultats, le limonéne était un constituant majeur
[20].

Des études antérieures concernant I'huile essentielle de C. sinensis de différents endroits se sont concentrés
sur la composition de 'huile de I’ecoce de la variété VAL. Par exemple, le limonene (94,7 %) et le myrcéne
(2 %) ont été signalés comme les principaux composants du cultivar viethamien VAL [21]. Quatre ans
plus tard, une étude algérienne a rapporté que le limonéne (78,5 %), le myrcéne (5,3 %) et le b-pinéne
(2,7 %) étaient les composants typiques de I'huile d'écorce de cultivar VAL [22]. Le limonéne (94,95 %)
et le myrcéne (1,87 %) étaient rapportés comme composants de base du cultivar italien VAL [23].
3.2-Activité anti-oxydante in vitro :

Plusieurs études ont recommandé l'utilisation des huiles essentielles dans les industries alimentaires et
pharmaceutiques comme antioxydants naturels en raison de la combinaison de leur activités antioxydantes
prometteuses et de profils toxicologiques relativement sirs [24]. En 2000, Choi et al.[25] ont testé I'activité
antioxydante de 31 huiles essentielles d'agrumes et ont trouvé qu'elles étaient des antioxydants similaires
ou meilleurs que le Trolox . Incité par ces études et d'autres, une méthode de dosage in vitro simple et
fiable utilisant des radicaux libres DPPH a été utilisée pour étudier le potentiel antioxydant de I'huile
essentielle isolée a partir d’ecorce d’orange douce de la région de Tipaza. Les résultats du dosage
antioxydant, qui sont présentées dans le tableau 2, indiquent qu'a des concentrations de 0.06mg/ml jusqu’a
Img/ml, I'huile a une activité antioxydante comparable (52.07 & 93.27 %) a celle d'un composé de

référence, l'acide ascorbique (20.92 a 90.85 %).
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Les activités de piégeage des radicaux libres des composés d'essai et de référence augmentaient au fur et a
mesure que les concentrations augmentaient ; cependant, I'acide ascorbique (IC 50 =4.55) s'est avére étre

environ 3 fois plus puissant que I'huile essentielle sur la base de la valeur IC 50 .

Tableau 2 . Activités anti-oxydantes in vitro de I'huile essentielle de citron vert et de l'acide ascorbique
par la méthode DPPH.

Les concentrations mg/ml Activité %
L’huile essentielle Acide ascorbique

0 0 0

0.06 52.07+2.09 20.92+1.20
0.0125 85.29+1.12 68.42+0.29
0.25 90.49+1.10 85.83+1.94
0.5 92.98+0.19 90.15+0.36
1 93.27+0.27 90.85+0.20

Valeur IC 50 13.68 4.55

Song et al.[26] a expliqué ce comportement par la présence d'authentiques composants
aromatiques,comme le c-terpinene, le terpinoléne, le géraniol, le b-pinéne et myrcéne, qui ont de bonne
activités antioxydantes. Cette activités pourrait étre également attribuée a la synergie entre certains
composés . Cependant, les HE étudiées ont montré une activité antioxydante relativement faible par rapport
a celles rapportées par Frassinetti et al.[27] qui ont découvert que les HE d'orange amére, d'orange douce,
de citron et de la mandarine ont enregistré des activité antioxydante (20 a 70 %) a des concentrations allant
de 50 a 1000 ug/ml. Cette différence de résultats est probablement d en raison des méthodes utilisées pour
l'extraction, la variété des plantes, et la méthode choisie pour I'évaluation de 1’activité antioxydante.

3.3-Activité antibactérienne et antifongique

Les huiles essentielles sont bien connues pour exercer une activité antimicrobienne et sont des candidats
potentiels pour le développement d'agents antimicrobiens a partir de sources alternatives [28] .En raison
de leur nature lipophile, les huiles essentielles peuvent interagir et modifier la perméabilité de la membrane
cellulaire des micro-organismes, entrainant éventuellement la mort du micro-organisme [29].Le spectre
antimicrobien d'une huile volatile dépend invariablement de sa composition chimique. Dans la présente
étude, le L-limonéne s'est avéré étre le principal constituant chimique de I huile d'agrumes , contribuant a
son arbme prononcé et a ses actions antibactériennes [30].Les résultats de l'analyse de I'activité
antibactérienne (rapportés par le diametre de la zone d'inhibition, tableau 3 ) indiquent que I'huile
essentielle exerce une activité sur la bactérie Gram+ ( Staphylococcus aureus). Cette bactérie a manifesté

une sensibilité modéré dont le diameétre de la zone d’inhibition est situé a 20 + 0.42 mm

p. 8



Revue de la faculté des sciences de la nature et de la vie Blida1 (2023)0 (1) : pp 0001-0013 .(B
ISSN (Print): xxxx-Xxxx

e-ISSN (Online): XXXX-XXXX

AQUES et al.

Cependant, aucune activité des HE n'a été remarquée contre P. aeruginosa, E-coli, citrobacter, morganilla
morganii.Ces résultats sont en accord avec ceux de Burt [31] qui ont montré que les bactéries Gram-
négatives sont généralement plus résistantes aux HE d'agrumes que les Gram-positives. Selon Burt [31],
la résistance des bactéries Gram-négatives aux HE est attribuée en partie a la complexité des structures
de ces microorganismes a I'inverse de celles des bactéries Gram-positives. Comme trouvé par Djenane
[32] pour d'autres HEs.

Chao et al.[33] ont donne une explication précise sur la structure des bactéries et leur action a la présence
des HEs. Les bactéries Gram négatif sont dotées d’une couche de peptidoglycane coincé entre la membrane
plasmique et une assise externe constituée de lipopolysaccharids et de protéines. Cette structure peut
empécher la prise d’huile ou protéger la couche peptidoglycane vis-a-vis des huiles. La membrane externe
de lipopolysaccharids (LPS) des bactéries gram négatif constitue une barriére a la perméabilité des
substances hydrophobes, qui en entrant empéchaient la croissance des bactéries Gram négatif.

Dans le cas des bactéries (Gram+), la couche peptidoglycane se situe a I’extérieur, permettant ainsi a ces
bactéries d’étre plus disponibles a entrer en contact avec les huiles.

Tableau 3 : Activité antibactérienne de I'huile essentielle de Citrus sinensis
Souches bactériennes

Staphylococcus = Escherichia col  Citrobacter Morganilla  Pseudomonas

aureus (Gram-) Koseri morganii aeruginosa
(Gram+) (Gram-) (Gram-) (Gram-)
Diamétres 20£0.42 9,0+£0.14 9,0+0.12 9,0+£0.12 9,0+0.17
d’inhibition
(mm)
Sensibilité Sensible Résistante Résistante Résistante Résistante

Pour les levures et les moisissures les résultats antifongiques de I’HE obtenu par la mesure du diamétre
d’inhibition de la croissance de ces germes sont rapportés dans le tableau 4 . Selon Oussalah et al.[34] :
’activité biologique d’une huile essentielle est & mettre en relation avec sa composition chimique, les
groupes fonctionnels des composés majoritaires alcools, phénols, aldéhydes) et les effets synergiques entre
les composants. Chez les moisissures, une présence d’une action fortement inhibitrice de la croissance
d’Aspergillus Terrus enregistré avec une zone d’inhibition (25 + 0.40mm de diamétre), et pour

d’Aspergillus Niger a une inhibition modéré de 20 + 0.32 mm de diametre.

Ce comportement peut étre dii au fait que le champignon neutralise 1’effet de cette faible concentration
par son métabolisme normale ou la dose appliquée pourrait étre insuffisante pour permettre a ’huile de

réagir face au pathogene [35].

p.-9
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L huile essentielle de Citrus sinensis a une activité modérement inhibitrice vis- a- vis a des levures Candida
Albicans par un diamétre (17 £ 0.27mm), le mode potentiel de 1’action des essences aromatiques contre
les levures pourrait étre di a I’affaiblissement des processus enzymatiques impliques dans la production
énergétique et la synthése des composantes structurales [36]. Les constituants majeurs des huiles
essentielles (I-limonene et terpinéne-4-ol) peuvent inhiber I’activité respiratoire dans les cellules intactes
de levures et dans les mitochondries isolées [37]. L’action antifongique d’huile essentielle vis-a-vis C.
albicans est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d’une rupture de

celle-ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure [38].

Tableau 4: Activité antibactérienne de I'huile essentielle de Citrus sinensis

Souches des moisissures et de levure
Candida albicans Aspergillus niger Aspergillus tirreus
yiamétres  d’inhibition (mm) 17+0.27 20£0.32 25+0.40
ensibilité Sensible Sensible Sensible

4- CONCLUSION

L'analyse chimique de I'nuile essentielle extraite de Citrus sinensis var. Washington Navel a montré que
le limonéne (85,82 %) était le principale composant suivi du Linalool (3.61%),. Les résultats de notre étude
ont montré que cette huile a la probabilité d'étre appliquée comme conservateur car elle présente un
pouvoir antioxydant, antibactérien et une activité antifongique contre les agents pathogénes d'origine

alimentaire.
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Abstract:

The present work was designed to assess the toxic effect of emamectin benzoate (EMB) on the rat
adrenal gland and the probable ameliorative effect of Ascorbic acid (AA) association. Adult male rats
"Rattus norvegicus" weighing 210 + 10 g were given ascorbic acid (200mg/Kg/b.w.), EMB or both daily
by gavage for 28 days. Rats were randomly assigned to three equal groups: control, EMB and EMB +
AA groups. The toxic effect of EMB was measured on body weight gain, absolute and relative weights
of the adrenals and histological architecture of the tissue. Results shows an increase in body weight gain
in all groups and the higher body weight gain was noticed in the EMB group. Adrenal glands in the
EMB group showed severe histological changes, such as strong cell necrosis and vacuolization,
increased lymphocytic infiltration. Oral administration of vitamin C concomitantly with EMB
ameliorated all these changes and resulted in normal histological and cellular contents of the adrenal
glands. Those data showed protective action of vitamin C supplementation in emamectine benzoate-
exposed animals against adrenal histological architecture.

Key words: Emamectin benzoate, Vitamin C, Adrenal gland, Rat.

Introduction

Pesticides are chemical agents that are primarily used in the agricultural industry to
control pests of plants [1]. These xenobiotics are active products that can be harmful to the
environment and human health. Apart from carcinogenic effects, three types of effects of
pesticides deserve special attention: neurological, reproductive and developmental, and
endocrine disrupting effects [2]. Insecticides are the most widely used pesticides, and are known
to disrupt the endocrine system and generate oxidative stress [3,4,5].

Because of the health problems induced by insecticides, much effort has been expended
in evaluating the relative ameliorative effect of vitamins. Simultaneously, it is known that
supplementation with ascorbic acid during toxicity studies protects against organ damage

caused by the toxic [6].
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Ascorbic acid is a six-carbon compound structurally related to glucose it exists in two
active forms: the reduced form known as ascorbic acid and the oxidized form, dehydroascorbic
acid [7]. Vitamin C in the form of L-ascorbic acid, sodium L-ascorbate, calcium L-ascorbate,
6-palmityl L-ascorbic acid has been authorized as technological antioxidant additive in foods
and as a nutrient and/or dietary supplement [8].

Ascorbic acid (AA), a well-known cell protective natural antioxidant, plays an important
role in the biosynthesis of collagen and carnitine, in the activation of hormones, in the
metabolism of certain amino acids and vitamins, in the detoxification of xenobiotics by the
liver, and its antioxidant and anti-inflammatory properties are associated with its reductive
capacity [9]. It has been shown that avermectins may affect the endocrine, nervous, and
hepatorenal systems of animals [10, 11]. The most important endocrine glands are the adrenal
glands, which contribute to water conservation as the main producer of salt retention hormones,
play a fundamental role in the regulation of blood pressure, metabolism and adaptation to stress
[12]. In view of these findings, we performed this study to evaluate the protective effects of
ascorbic acid, against EMB-induced adrenal-toxicity in male Wistar rat.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

A commercial formulation of emamectin benzoate (MK244), named Proclaim®, 5% purity of
active compound, and produced by Syngenta Company was used in the experiments. A pure
reference standard of emamectin benzoate (> 98.1%, purity, Syngenta Agrochemicals,
Greensboro, USA) was purchased from the Biopathology laboratory (CHRU Lille, France).
Vitamin ¢ (E300), which content was more than 99%, was purchased from Ingredis IPS,
Chemical Co., Ltd.

2.2. Animals

Healthy adult male Wistar rats weighing between 210 + 10 g were obtained from the CRD
Saidal, Medea, Algeria. Animals were housed in cages with controlled temperature (22 °C) and
12 h light/dark cycles. The rats were acclimated to the laboratory conditions for 8 days before
treatment and had free access to a standard commercial pellet diet (ONAB: Office National des

Aliments de Bétail, Alger, Algerie) and water ad libitum.

p- 15
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The study protocol was performed in accordance with the OECD guideline 407 for repeated
dose 28-day oral toxicity studies in rodents [13].

2.3. Experimental design

Before the acclimatation period, Animals were randomly divided into three groups of seven rats
each such that the weight difference within and between groups does not exceed + 20% of the
average weight of the total rats as follows:

-The first group served as a control and received distilled water

- The EMB treated-group was given EMB at dose of 10 mg/kg b.w.

- The EMB + vitamin C group received EMB by gavage (10 mg/kg b.w.) and were co
administered with vitamin C intraperitoneally (200 mg/kg/day) 6 h after the onset of emamectin
benzoate administration.

All the treatments continued for a period of 28 days, body weights were recorded daily
throughout the acclimatation and experimental periods. Before sacrificing the animals, they
were fasted overnight and euthanized under light ether anesthesia. The tested concentration was
chosen based on our preliminary experiments, using this experimental model [14]. The
selection of vitamin C dose was done according to [15].

2.4. Measurement of body weight, absolute and relative organs weight

On termination of 28th day treatment, rats of each group were fasted overnight and were
consecutively anesthetized with inhaled diethyl ether and then sacrificed by cervical
dislocation. At the end of the experiment adrenals were dissected out, and weighed. The relative
organs weight (organ weight/100 g of body weight) was calculated.

2.5. Histopathological studies

Adrenal glands sections from all groups were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, and
dehydrated in ascending concentrations of ethyl alcohol (70-100%). Subsequently, 3-um tissue
sections were cut, mounted on slides, stained with hematoxylin and eosin (H&E) for adrenal
histopathology, Masson trichrome stain.

2.6 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statistica version 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA).
Data were calculated using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Duncan’s
post-hoc tests. Data were expressed as the mean £SD. P < 0.05 was considered as the level of

significance.

p.- 16
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3. Results
3.1. Body Weight,

No deaths occurred in any group throughout the experiment. Some signs of general toxicity
were apparent in male rats treated with EMB 10 mg/Kg/d. The body weight of the control and
the EMB-or the EMB + VitC-treated rats as well as the percentage of body weight gain (BWG),
average feed and water intake during the experiment are summarized in table 1.

Body weight of rats significantly decreases after EMB exposure after 28 days. Comparison of
the final body weight with the initial body weight revealed a significant difference and hence
the increase of about 20%, 19% was considerable in the control and EMB + Vit C-groups
respectively compared with an increase of about 7 % in the EMB group. Average feed and
water intake during the treatment significantly (p < 0.05) decreased at 28 days for the EMB
group, whereas no significant change was observed for the EMB plus vitamin C group when
compared with the control group.

Table 1: Body weight gain (%), average feed and water intake in rats from control, EMB and

EMB +VitC-treated groups at the acclimatation, treatment and post-treatment periods

Groups / Period Control® EMB&¢ EMB + vitCb:¢
Acclimatation BW (g) (8 days) 219.04 + 3.38 221.22 +8.14 220.62 £ 4.7
Experimentation BW (g) (28 days) 264.76 + 2.19 236.50 +5.28" | 261.81 +3.05
% BWG 20% 7% 19%

210 mg of EMB/kg/day; *10 mg of EMB/kg/day+ 200 mg/Kg VitC; °Results are given as a
mean = SD for seven rats in each group. EMB and vitamin c -treated groups vs. control group:
*p<0.05.

3.2. Evaluation of organ weights

Results in Table 2 indicate that administration of proclaim resulted in a significant increase in
the liver, kidney and testicle weight of the rats in the EMB group, whereas a slight change was
observed for the EMB plus vitamin C group when compared with the control group. On the
other hand, EMB + Vit C exhibited no significant alteration in the relative weight of treated
rat's organs in comparison with that of control rats after 28 and 42 days. Vitamin C reduced and
amelioratesthe absolute and relative organs weight of rats.
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Table 2: Effects of emamectin benzoate (EMB) and vitamin C co-administred with EMB on
absolute and relative (*100) adrenal gland weights in control, EMB and EMB +VitC-treated
groups at the 28 days of treatment
ORGANS WEIGHT (g)
after 28Day period-treatment
Control® EMB #° EMB + VitCP ¢

Absolute | Relative Absolute |Relative Absolute | Relative

Adrenal 0,04 +/1,36+0,03|0,03+£0,00(1,10+0,11 |0,03+£0,00 | 1,16 £ 0,04
(Right) 0,00
0,04 +(1,27+0,010,03£0,00 {1,15+0,09 |0,03£0,00 | 1,16 £ 0,09
Adrenal (Left) | 0,00

25 mg of EMB/kg/day; ® 10 mg of EMB/kg/day; ° Results are given as a mean + SD (n=7).

*Statistically different from the control group (P < 0.05).

3.4. Histopathology of the adrenal gland

Microscopic examinations revealed pathological lesions induced by the insecticide emamectin
benzoate showed that EMB induced multiple foci of hemorrhage, inflammatory cell infiltration
and cellular necrosis and vacuolization in the cortex and medulla of treated rats (Figure 3; A,
B, C and D). These lesions were significantly reduced by the administration of vitamin C

(Figure 2 A and B) when compared to the control group (Figures 2A and 3A).
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Figure 1. Photomicrographs of rat adrenal gland from the control group showing normal
appearance of the adrenal cortex (A) and medulla (B); H&E staining; G x 400.
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Figure 2. Photomicrographs of rat adrenal gland from EMB-treated rats showing
disorganization of the adrenal parenchyma with cellular necrosis (A and C) and vacuolization
(C and D) in the adrenal cortex and medulla; H&E staining; G x 400.
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Figure 3: Photomicrographs of rat adrenal gland from EMB+AA-treated rats showing normal
adrenal histoarchitecture of the cortex (A) and medulla (B); H&E staining; G x 400.
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Discussion

The aim of our study was to evaluate the possible protective effect of vitamin C against
histological lesions of the adrenal glands following the administration of a 10 mg/kg oral dose
of the insecticidal agent emamectin benzoate for 28 days to male Wistar rats. The toxicity of
emamectin benzoate has been studied by several authors who have shown that emamectin
benzoate can cause neurological disorders [16], nephrotoxicity, hepatotoxicity [14, 17] and
reproductive toxicity in Wistar rat [18].

After 28 days of treatment the body weights and the percentage body weight gains were
reduced in the EMB-group. This result is consistent with our previous study in rats showing
that subchronic exposure to EMB significantly reduced body weight gain [14]. Body weight
changes are known to be good indicators for detecting potentially toxic chemicals [19]. This
decrease in weight gain may result from a decrease in food intake or increased breakdown of
lipids and proteins due to toxicities associated with the treatment [17, 20].

Based on the results of the present study lower mean food and water consumption was
noted in the 10 mg/kg EMB group. This may have been due to the toxic effect of EMB causing
decreased intake and absorption of nutrients by the gastrointestinal tract and altered efficiency
of food conversion [21]. Similarly, [22] also found a reduction in body weight in rats treated
with emamectin benzoate hydrochloride for three weeks and suggested that the loss of body
weight in treated rats could be explained by low food intake.

Interestingly, vitamin C co-treatment rats showed no significant difference on body
weight, food and water consumption when compared to the control group. These results are in
agreement with the findings of [15] and [23] who reported that co-treatment with vitamin C
ameliorate body weight and food intake in rat, and the studies of [24] in rabbits and [25] in
human.

The histological study of the adrenal parenchyma showed a normal architecture of the cortex
and adrenal medulla in the control group and the three zones of the cortex were clearly distinct.
In EMB treated rats a disorganization of the adrenal tissues was observed with pyknotic nuclei
and numerous vacuoles. Supplementation with vitamin C in the third group showed a clear
difference compared to the EMB group, we noticed a similar organization of the adrenal

parenchyma to control group.
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The vacuolization in adrenal tissues of rabbits treated with EMB explain the increase of the
body weight and the adrenal hypertrophy. Otherwise, the addition of vitamins improves clearly
the alteration induced by proclaim. We previously demonstrate that the toxic effects of
insecticide can affect the architectural structure of adrenal gland [14]. In the other hand,
ameliorative effect of vitamins with antioxidant action like vitamin C and E against EMB and
other pesticides has been object of several studies [15]. Many papers have reported that
pesticide induced higher oxidant stress in mammals, recently, [26], showed that treatment with
avermectin may produce oxidative stress and generate reactive oxygen species (ROS)inducing
oxidative damage and immunotoxicity to the spleen tissue of pigeons. Therefore, inactivation
detoxification and removal of free radicals depend on enzymatic and non-enzymatic
antioxidants defense molecules in tissues like vitamin C, which acts as an important antioxidant
in many body tissues.

In conclusion, food and water intake and histologic structure of rat adrenal gland were improved
by vitamin C supplementation in animals exposed to emamectine benzoate. These findings
suggest that vitamin C provides substantial protection against the toxic effects of EMB in rats.
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Abstract

The focus of this review is to provide an overview of the botanical characteristics and the potential biochemical
properties of three species of jujube plants, namely Ziziphusmucronata, Ziziphuslotus, and Ziziphus sativa, which
belong to the Rhamnaceae family. These plants have been used in traditional African medicine for many years to
treat a variety of human and animal infections. The information for this paper was collected using multiple search
engines, such as Pubmed, Science Direct, Google Scholar, Scielo, SciFinder, and Scopus. The plants are rich in

phytoconstituents, which may explain their biological activities.

Keywords:Ziziphusmucronata, Ziziphus lotus, Ziziphus sativa, botanical characteristics, biochemical properties.

1- INTRODUCTION

The genus Ziziphus belongs to the Rhamnaceae family, Although there are around 170 species of
Ziziphus around the world, there are only 58 species that are extensively used by local people and
medicinal practitioners in arid and semi-arid regions to cure many diseases and as functional foods [EI
Maaidenet al., 2020; Yahia et al., 2020; Adeli & Samavati, 2015; Medan et al., 2004). It is known by
the ancient Greeks as the tree zizyphon and in the Arabic called "Zizouf or Zefzouf", with reference to
its mythical name (Simpson, 2006). This genus includes trees, shrubs, climbers, and one herb
(Richrdson, 2006). The Rhamnaceae are regarded to be multipurpose plants and used as foods, folk

medicines and environmental protector (Guo et al., 2017).

2- GEOGRAPHICAL DISTRIBUTION AND CHARACTERISTICS OF THE
HABITATS

Because of their rusticity, jujube trees are often present in regions with an arid and sub-arid climate
where the possibilities of fruit production are very limited (Brosse, 2000; Catoire et al.,1999). Most of
the jujubes known in Europe are fruits of mediocre size,but there are varieties with large fruits of
excellent quality (figure 1), which would be interesting to propagate both in Asia and in Africa
(Abdeddaim et al., 2014; Bergeret&Ribot, 1990; Becker,1983; Munier, 1973; Paris &Dillmann, 1960,
Vavilon, 1930).
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2-1- ZizyphusmucronataWilld: The Hyena jujube tree

It is found from the Senegal River to maritime Casamance. It is frequent around the temporary pools of
the Sahel, along the Sudanese dry valleys and in the scree of the Bowes (Kerharo& Adam, 1974). In
Burkina Faso, it is mainly found in arid and semi-arid zones (Ouedraogo, 2000). It is distributed
throughout summer rainfall areas of sub-Saharan Africa, extending from South Africa northwards to
Ethiopia and Arabia (Olajuyigbe & Afolayan, 2013).

2-2- Ziziphus lotusLamk: The Berber jujube tree

Its geographical area includes North Africa, Libya, the south and south-east of Egypt, Asia Minor,
Cyprus, Greece, Afghanistan. It is grown in southern Portugal,Spain and in Sicily. Its geographical area
is extended to the Saharo-Scindian botanic domain = Sahara (Hoggar - llank), Mauritania
(AdrarSoutouf, AdrarTmar, Hodhi), Boucle du Niger (Bourem in Gao), Arabia and Pakistan [Brosse,
2000; Catoire et al., 1999; Baba Aissa, 1999).

2-3- Ziziphus sativa Gaertner: The Asian jujube tree

The Asian Jujube (Zizyphus sativa) is widespread in a vast part of temperate and subtropical Asia
ranging from the Mediterranean in the west to Mongolia and subtropical China in the east. It exists in
Turkestan, Japan, where it is subspontaneous. Its cultivation has spread to the South of the Caspian, to
Turkestan and to Asia Minor, as well as to certain regions of Transcaucasia. According to the work of
Vavilon (1930), this species should be considered native to Afghanistan. It has been known in cultivation
for more than 3,000 years. It was introduced in southern Europe, particularly in the Mediterranean region
in the first centuries B.Christ. Its importance is even greater in China, where it is the most widespread
of all cultivated fruit trees. Its fruits occupy the first place among those consumed by the Chinese people,

where it plays a great role because of the food value of its fruits (El Maaiden et al., 2020).

P
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Ziziphus sativaGaertner ZizyphusmucronataWilld Ziziphus lotusLamk

Figure 1: Fruits of the three species of jujube
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Jujube trees are woody plants that sometimes take on a bushy appearance, with a very developed root

system. The spreading branches often bear thorns, isolated or grouped in pairs (Goetz, 2020). The leaves

are small or medium, more or less oval or elongated, sometimes acuminate, alternate, glabrous or hairy.

The flowers are small. The fruit is drupaceous with a woody core, hard, rounded or elongated in shape,

usually comprising two compartiments, only one of which contains a small kernel. The pulp is fleshy or

dry, very rich in sugar in species with edible fruits, very variable in size and shape (Evreinoff, 1964;

Chevalier, 1947). The botanical characteristics of the aerial parts (leaves, flowerx,fruits) of five jujube

species are recapitulates in the Table 1.

Table 1: Botanical characteristics of three species of the genus Ziziphus

Species Characteristics References
Zizyphusmucronata Leaves: alternate, broadly ovate with subcordal (Kerharo&
asymmetrical base and denticulate edges. Adam, 1974)
Inflorescence: axillary cymes with numerous greenish
flowers.
Fruits: spherical drupes about 1cm in diameter, greenish
then dark red-brown when ripe. The pulpisvery bitter.
inedible
Zizyphuslotus leaves: oval-oblong, small, glabrous on both sides, (Ozenda,
deciduous, alternate, finely serrated 1977,
o ) . Chevalier,
Flowers: axillary, small; yellow, grow in clusters at the base 1947)
Fruits: ovoid, oblong, size of a large pea, red when ripe, with
a thin, yellowish-white, slightly glutinous, sweet pulp,
covering a large kernel. Edible.
Ziziphussativa Leaves: small, ovat, alternate, serrated or not, glabrous or  (Evreinoff,
hairy 1964)

Flowers: small, yellowish

Fruits: drupe similar to a large cherry or an olive, with a hard
woody core, comprising a small almond. The kernel is
covered with a semi-fleshy pulp, very quickly dry, rich in
sugar. Edible.

4-Biochemical composition of the threejujube species

Many phytochemical studies conducted on Zizyphus species show the presence of primary metabolites
as well as interesting active secondary metabolites (Table II).
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Table 11: Main biochemical components of the three jujube species
Species Biochemical components References
Z. mucronata Tanins, alcaloids, saponosids. (Mongalo et al., 2020 ;

Dénou et al., 2016)

Z. lotus Sulfuredproteins, sugars, vegetableoil, alcaloids, (Kaleem et al., 2014;
triterpenoids, flavonoids, polyphenols, saponins, Abdeddaim et al, 2014;
tanins, pectin, sodium, phosphore, zinc, manganese, Chouaibi et al., 2019 ;
iron, calcium, potassium, magnesium, ascorbicacid Borgi et al., 2007 ; Le
and vitamin A. Croueour et al,., 2002 ;

Nour et al., 1987)

Z. sativa ascorbic acid, proteins, sugars, lipids, starch, vitamin  (adzu et al., 2003 ; Isrin ,
A, thiamin, riboflavin, calcium, phosphorus, 2001)

saponins, flavonoids, essential oil, mucilages.

5- Fields of uses of jujube

The dry and thorny branches and the twigs of jujube tree are used to form defensive fences (Adzu et al.,
2002). The leaves are widely used as supplementary fodder for camels and goats. It is the only
spontaneous ligneous species found at the northernlimits of the desert. In Africa, jujube wood is used
for carving and carpentry (Epfraim et al., 1998). The others parts of the jujube plants, especially the
berries, have many uses as functional food and also as remedies for many diseases except
Zizyphusmucronata fruits which is very toxic(Madikizela et al., 2014; Lahlou et al., 2002; Ghazanfar,
1994).

6- CONCLUSION

The characterization of the botanical and de phytochemical profile of Zizphus species are very important
to detect the differences between them. There is also a need to carry out the comprehensive safety
profiles of these species, including heavy metal detection and toxicological characteristics. Further
researches are needed to explore other compounds responsible for such activities and their mechanisms
of action.

The data on the possible biological properties of these species in the treatment of cancer, sexually
transmitted infections, skin related and gynaecological complaints need to be explored and validated

both in vitro and in vivo.
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Résumé
L’investigation des toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) a été faite a partir des bulletins de notification

des cas recensés par la direction de la santé et de la population de la wilaya de Blida, dont le but de dégager le
profil épidémiologique de ces affections dans la wilaya, afin de déterminer un bilan de ces TIAC.

L’analyse descriptive des cas des TIAC déclarées montre que les deux sexes sont touchés, le sexe féminin est le
plus exposé, ainsi que la majorité des TIAC touchent en particulier les enfants de [5 a 9] soit 52 enfants et les
jeunes adultes de [20 a 29 ans] soit 84 personnes et de [30 a 39 ans] soit 59 personnes, et que la plupart des cas
sont enregistrés durant lasaison estivale. La classe d’aliments la plus incriminée est celle des produits carnés, suivi
de celle de la péatisserie, lait et ses dérivés, il est important de noter qu’aucun décés n’a été enregistré durant cette
année. Donc il s’agit ici d’une intoxication aigue sans hospitalisation.

Le non-respect de la chaine du froid, la négligence et manque des régles d’hygiéne personnel, ainsi que I’hygiéne
des denrées alimentaires étaient les principaux facteurs favorisant les TIAC, et les agents les plus fréquemment
confirmés ou suspectés étaient les Salmonelles enteritidis, Staphylococcus aureus et les coliformes totaux.

Mots clés : Toxi-infections alimentaires collectives, Epidémiologie, Bilan, Blida.

Balance sheet on the collective alimentary Toxi-infections for Wilaya of Blida.
Abstract
We shall investigate this issue of collective alimentary toxi-infections relying on actual incidents reported by the

department of health and population within the Wilaya of Blida, and to find clues in how to get rid of this
epidemiological profile of these affections the Wilaya, in order to determine a balance sheet about GAll

The descriptive analysis of many (CATI) shows that both genders male and female had been infected but especially
females, also the CATI seems to effect children between [5 to 9 years] so 52 children and young adults between
[20 to 29 years] so 84 persons and between [30to 39] so 59 persons, and the majority of these cases had been
recorded to be in the summer season.

The most incriminated food according to the statistics are the ones that contains meat followed by pastry products
and delights, milk and its derivatives, it's important to mention thatthere is no decease cause had been reported this
year. Than this is acute intoxication

The lack of respect for the rules of conservation, and the neglection of hygiene regulations and personal
cleanliness, in addition to the hygiene of ingredients and commodities of these suspected products. Those were the
most crucial factors to cause CATI in Blida,the confirmed bacteria or at least suspected to be the cause of those
infections were: Salmonelles entritidis, Staphylococus aureus, fecal coliforms.

Keywords : Collective alimentary Toxi-infections, Epidemiology, Balance Sheet, Blida.
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1- INTRODUCTION
Les maladies transmises & I’'Homme par les aliments sont un probléme de santé international, dans les

pays industrialisés comme dans les pays en développement ou en transition sanitaire et économique.
Plus de 250 morbidités entrent dans ce cadre, la plupart sont des infections, que leur origine soit
bactérienne, virale ou parasitaire. D’autres résultent de la contamination par des toxines ou des
substances chimiques présentes sur un support inanimé comme la nourriture ou I’eau [1]. De part le
monde, I’incidence globale des toxi- infections alimentaires est difficile a estimer, la plupart de ces
infections sont non diagnostiquéeset donc non déclarées [2].

Selon Baumgatner et Schmid (2013) [3], les denrées alimentaires et 1’eau potable constituent pour 1’étre
humain des biens élémentaires, de ce fait, la population préte une grande attention auxinfections et aux
intoxications dues a I’alimentation, et suit de prés la survenue de flambées, réguliérement relayée par la
presse. Ces foyers de toxi-infection alimentaire ont une importance médicale, mais souvent aussi des
répercussions économiques. Il est donc important que les autorités compétentes trouvent leur origine et
restaurent la sécurité alimentaire le plus rapidement possible.

L’innocuité d’un aliment correspond a une qualité seuil et la norme zéro défaut doit étre atteinte pour
certains systémes aliment-microorganisme, en particulier a partir du moment ou la présence du
microorganisme dans le produit risque d’avoir une incidence défavorable et parfois trés grave sur la
santé du consommateur.

Il n’en reste pas moins vrai, qu’actuellement les maladies microbiennes d’origine alimentaire sont des
affections a la “mode” dont chacun d’entre nous peut étre la victime.

L’évolution du mode de vie caractérisé par un passage de la cuisine familiale a la restauration collective,
un recours a des aliments préparés a 1’avance hors du domicile, I’apparition de produits nouveaux ont
entrainé une augmentation des risques. Les “accidents” affectent souvent un nombre élevé d’individus
et sont amplifiés et souvent mal commentés parles médias [4].

Pour Jacob (1990) [5], les toxi-infections alimentaires continuent de poser un important probléme de
sante publique, dans le monde développé comme dans le monde en développement. Dans les groupes
vulnérables, nourrissons ou vieillards par exemple, les maladies sont d'une gravité accrue. Le nombre
de cas tend a étre sous-estimé dans les statistiques du fait que les personnes atteintes ne consultent pas
systématiquement un médecin et que, de leur coté, les médecins ne portent pas toujours a la connaissance
de l'autorité sanitaire compétente tous les malades qu'ils ont consultés. En outre, certains cas de toxi-
infection alimentaire peuvent ne pas étre reconnus comme tels.

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) dans leur « fréquence reste élevéemalgre les mesures
de surveillance et de prévention prises au niveau de la production, de la distribution et de la conservation

des aliments.
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La contamination de ces aliments peut étre le fait de la matiére premiére (animal ou végétale), d’une
contamination par I’environnement, par I’Homme ou par un autre aliment (contamination croisée) » [6].
Les risques des toxi-infections alimentaires existent tout au long de 1’année en Algérie. Ce sont des
maladies souvent infectieuses et accidentelles et représentent un véritable probléme de santé publique.
Le travail consiste a décrire le profil épidémiologique des toxi-infections alimentaires dans la wilaya de
Blida prés Covid 19. Pour cela nous nous sommes rapprochés de la Direction de la santé et de la
population de la wilaya de Blida afin de collecter toutes les informations sur les TIAC durant une année
établir un bilan sur ce phénomeéne. L’objectif de ce travail est de :

- Faire un constat sur I’existence des toxi-infections alimentaires collectives au niveau de la
wilaya de Blida,

- Mesurer I’'importance de ces Toxi-infections alimentaires,

- Mettre en évidence ’origine des Toxi-infections alimentaires collectives, les plats incriminés et
les agents causals en précisant les microorganismes responsables de ces TIAC,

- Présenter une synthése de la surveillance des toxi-infections alimentaires collectives dansla

wilaya pour une année.

2- MATERIEL ET METHODES (12 points en gras)

La méthodologie sui dans ce travail consiste a :

« Lacollecte des données
La collecte des données a été réalisée a partir des fiches de déclaration qui sontdes bulletins de
notification des cas de toxi-infection alimentaires collectives et aussi par les rapports d'investigation qui
ont été utilisées afin de décrire les caractéristiques épidémiologiques des TIAC survenus durant la
période d’étude. A partir de ces bulletins et rapports, nous avons constitués une base de données par
commune.
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a tous les cas de toxi-infections alimentaires collectives
qui ont été déclarés au niveau de la direction de la santé et de la population de la wilaya de Blida pendant
une année, nous avons exploité les registres et les bulletins de notification des cas toxi-infections
alimentaire collectives. Nous avons retenu les maladies a déclaration obligatoire seulement. Les cas que
nous avons consultés a travers les bulletins de notification des toxi-infections alimentaires collectives
comportent les données sur :

* Le nombre et les caractéristiques des personnes touchées : Nom, prénom, age, adresseexacte,
évolution (traitement, hospitalisation, évacuation, ...),

* La situation chronologique : Date, heure des premiers symptémes, Communes, nombrede cas,

observations,

p. 34
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* Lieu de contamination avec précision adresse exacte et commune : public, domicile,autres (fétes...),
observations,

* Les symptdmes présentés : vomissements, douleurs abdominales, diarrhées, fievre,autres...,

* L’historique alimentaire (énumérer les aliments consommés les 24h avant lesmanifestations
clinigues) : aliments consommés, lieu de préparation des aliments, observations,

* Les prélevements effectués : analyses chimigques ou microbiologiques sur I’aliment, eau,selles ou
autres,

* Les mesures prises sur le terrain (visites d’inspection).

% Epidémiologie

L’enquéte s’est réalisée a partir des données de la DSP (Direction de la santé et de la population) de
Blida, le bilan obtenu énumére 460 personnes regroupées en 75 cas de TIAC durant une année a travers
les Communes de la wilaya de Blida.

La consultation des archives de DSP nous a permis d’aboutir aux résultats exposes :

»75 TIAC déclarées en une année, impliquant 460 malades,

»Aucunes personnes décédées.

2

< Systéme de surveillance

- La déclaration obligatoire

Les TIAC font partie de la liste des maladies a déclarations obligatoires, leur signalement permet de
prendre des mesures rapides dans le cas de restauration collective. La déclaration se fait par
I’intermédiaire d’une fiche spécifique (Bulletin de notification des cas de toxi-infection alimentaire

collective) qui doit étre adressée a la Direction de la Santé et de la population.

Toute suspicion de TIAC dans une collectivité, dans la restauration ou dans I’industrie agro-alimentaire
doit étre immédiatement signalée a fin qu’une investigation soit réalisée.

- La source de la déclaration

Toute toxi-infection alimentaire collective doit faire I’objet d’une déclaration obligatoire qui permet au
service SEMEP (service d’épidémiologie et de médecine préventive) et la DCW (Direction du
Commerce de Wilaya) de réaliser une enquéte épidémiologique destinée a identifier les aliments
responsables (grace a I’enquéte cas témoins), le micro-organisme responsable (grace a une analyse
microbiologique et une enquéte cas témoins) et 1’origine de la contamination et les facteurs qui ont
favorisé la TIAC, a fin de prendre les mesures spécifiques.

La déclaration opératoire d’une TIAC se fait par I’acheminent suivant :L’alerte peut étre données par :

v Les services hospitaliers (urgences...),

v Laboratoire,

v Les cuisines (dont I’établissement scolaire, creches, ...),
v La médecine de travail.
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Coordination des actions par :
Le service d’épidémiologie et de médecine préventive (SEMEP) des Etablissements publique de santé
de proximité (EPSP) ou le directeur de garde au niveau des hopitaux en weekend ou nuit. Pour cela des

procédures seront suivies tel que :
v Des prélévements des selles et de vomissement doivent étre effectués chez les malades,
v Réalisation d’une enquéte épidémiologique au prés des cas (questionnaire type),

v S’assurer de la conservation d’un échantillon-témoin de chaque plat servi a la collectivitéau
cours des 72 heures (a conserver au réfrigérateur et non au congélateur).
En cas ou la suspicion de TIAC n’est pas confirmée, le dossier est classé. A I’inverse et sila suspicion
de TIAC est confirmée les actions suivies sont :
En se basant sur les résultats de la pré-enquéte a travers les opérations déja citées, la procédure se
poursuit a la Direction de I’EPH ou I’ESPS, les TIAC font partie de la liste des maladies & déclaration
obligatoire donc impératif de déclarer la TIAC a la Direction de la santé et de la population de la wilaya.
En cas d’une TIAC de grande envergure la direction de la prévention du ministére de la santé de la
population et de la réforme hospitaliére est informée, ainsi que 1’Institut national de santé publique,
ceci au niveau central, alors qu’au niveau local I’information est communiquée a la wilaya et a la
direction de commerce de la wilaya afin qu’elle prenne les mesures nécessaires sur le terrain en

particulier dans les unités de production et/ou au niveau des commerces.

3- RESULTATS ET DISCUSSION.

3-1. Nombre de cas et de personnes affectées par les TIAC.

Les toxi-infections alimentaires collectives déclarées a Blida en une année ont donné un nombre
total de TIAC de 75 cas avec un nombre de personnes touchées de 460 individus, dont agnn’a décédé.

Toutes les TIAC (100%) ont été déclarées par les médecins hospitaliers.

Tableau 1 : Toxi-infections alimentaires collectives déclarées a Blida.

Nombre total de TIAC Nombre total de personnes touchées
75 460
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3-2. Répartition des TIAC a travers les mois de ’année.

Mombre de TIAC
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Figure 1 : Répartition mensuelle de TIAC déclaré a Blida.
La figure 1 de la distribution mensuelle des toxi-infections alimentaires collectives enregistrées dans la

base de données des déclarations obligatoires de la DSP 2016 montre que sur les 75 cas recensés, dont
la majorité des TIAC ont été enregistrés dans les mois juillet, aoQt, septembre, dont le pic de ces TIAC
est atteint au mois d’aott. Nous pouvons annoncer le cas particulier du mois de janvier avec 12
toxi-infections alimentaires collectives qui ont été enregistrées dans la wilaya de Blida cas des
Maladies a Transmission Hydriqgue (MTH) a la commune de Meftah, tandis que nous n’avons

enregistrés aucune TIAC au mois de décembre.

3-3. Répartition des patients de toxi-infections alimentaires collectives selon les tranches
d’age.
La répartition des patients des TIAC en fonction des tranches d’age a montré que la classe d’age

la plus touchée est celle de [20 a 29 ans] avec 84 personnes, suivie de ceux ayant de 30 a39
ans, soit 59 personnes, en plus des enfants de la tranche de 5 a 9 ans (soit 52 enfants),
Il faut noter qu’une partie des malades, soit 96 personnes pour lesquelles 1’age est

indisponible dans les enregistrements.

D’apres les résultats de cette figure, la majorité des TIAC impliquent la catégorie des jeunes
adultes, suivie par les adolescents et les enfants, ceci peut s’expliquer par le fait que les jeunes
adultes et les adolescents fréquentent plus la restauration hors foyer tel que les cantines
scolaires, fast food...

Toutefois, les enfants ne peuvent pas maitriser les régles d’hygiéne et mesurer les risques, ce
qui peut entrainer la contamination, Les jeunes enfants sont définis comme une population dite
« fragile » ou a « risque », dans le sens ou leur systéme immunitaire est moins protecteur
que celui d’un adulte, donc, les conséquences d’une TIAC peuvent étre plus importantes

(symptdmes plus fort).
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Figure n°® 2 : Répartition du nombre de malades selon les classes d’aAge.

3.4- Répartition des toxi-infections alimentaires collectives selon le sexe.
Il est & noter a travers les deux figures 3 et 4 que les TIAC touchent en premier lieu les femmes avec 263

cas (57,17%) contre 197 cas pour les hommes, soit un peu plus de deux cas surcing, en particulier en

mois de mars, juillet, octobre et novembre. D’ou, le sexe féminin est touché plus que le sexe masculin

par les TIAC.
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Figure n° 3 : Répartition du nombre Figure n°® 4 : Répartition en parts
de malades selon le sexe. relatives des malades selon le sexe.

3.5- Répartition du nombre de TIAC a travers les saisons.

La figure 5 et le tableau 2 montrent que les toxi-infections alimentaires collectives a Blida sont plus
fréquentes pendant la saison estivale pour 34 cas, soit 46% du total des TIAC, avec 200 patients, suivis
de 19 cas (soit 25%) pour 172 personnes atteints pendant I’hiver, alors qu’un cas sur cing a été
enregistré pour 45 personnes pendant le printemps et enfin en automne 7 cas (soit 9%) de TIAC ont été

noté pour 43 personnes.
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D’aprés ces résultats nous avons remarqué que les risques des toxi-infections alimentaires e@ttout au
long de I’année, mais enregistrent les taux les plus importants durant la période estivale, ceci
s’explique par la chaleur qui favorise le développement des microbes a la consommation des denrées
alimentaires non contr6lés par les estivants et aux repas collectifs que les personnesmmetlors de fétes
(mariage baptéme,...). Il est également rapporté que la rupture de la chaine de froidet le non-respect des
réegles d’hygiénes dans la préparation des repas sont directement responsables des toxi-infections

alimentaires, ce qui favorise et multiplie les risques.
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B Nombre de personnes 172 45 200 43

B Nombre de TIAC 19 15 34 7

Figure n° 5 et Tableau 2: Répartition du nombre de personnes et de TIAC selon
les saisons.

3.6- Les aliments incriminés identifiés ou suspectés.
Le bilan établi des TIAC survenue dans la wilaya de Blida, nous laisse constateé que les aliments les plus

fréguemment mis en cause des intoxications étaient les produits carnés (16%), suivie de celle de la
patisserie et le lait et ses dérivés pour chaque type d’aliments (a 12%).

Nous notons aussi qu’un peu plus d’un cas sur trois (soit 34%) des aliments n’ont été pas identifiés. Nous
pouvons donner comme exemple les plats dans une cérémonie de mariage (plats variés) ont été regroupes
dans une catégorie aliments non identifiés.

L’aliment est le siége d’une multiplication de souches pathogenes ou d’une production detoxines. Pour
qu’il ya ait une TIAC, il faut donc :

Y Contamination de 1’aliment par souche a risque,
/ Aliment renfermant les éléments nutritifs nécessaires a la croissance du germe et/ou a

1’élaboration des toxines,
Y Séjours de I’aliment dans ces conditions permettant cette croissance et cette élaboration.
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Selon Lochouarn (2012) [7], tous les aliments crus sont davantage a risque de contamination. Ainsi, la
restauration collective n'utilise plus d'ceufs crus, mais des préparations industrielles d'ceufs pour limiter
les risques de salmonelles, rappelle Frangois-Xavier Weill, de I'InstitutPasteur. Les aliments a base de
lait ou d'ceufs crus (mayonnaise, crémes...) doivent étre sortis au dernier moment du réfrigérateur.
Toutes les préparations a base d'ceuf cru, les fromages au lait cru, les viandes crues peuvent présenter
un risque pour les personnes fragiles, enfants de moins de 3 ans, femmes enceintes avec surtout le
risque de listériose, et personnes dgées. Néanmoins ce n’est pas le cas de 1’ Algérie, ou on utilise encore
des produits crus et non des produits de préparations industrielles tel que les ceufs, ce qui augmente les

risques des TIAC.

Pour Rigaud (2017) [8], le nombre des micro-organismes (notamment les bactéries) trouvés dans nos
aliments, et c’est bien normal, tout ce dont ils ont besoin pour se multiplier rapidement et produire
éventuellement des toxines. C’est bien que les aliments les plus complets (viandes, poisson, lait, ceufs),
c'est-a-dire ceux qui contiennent le plus de nutriments (protides, lipides, glucide...) sont les plus
susceptibles d’étre contaminés, si 1’on fait des erreurs de conservation, certains aliments sont
particuliérement a risque, comme le lait et la viande. Mais presque tous les aliments peuvent induire des
toxi-infections alimentaires, si des précautions ne sont pas prises lors de leur récolte, leur préparation et

leur conservation.

M Eau et jus, café

W Pizza, ceufs et mayonnaise
M Lait et dérivés

M produits carnés

M Patisserie

m Sandwich et frite

M Fruits

1 Aliments non identifiés

Figure n° 6 : Parts relatives des aliments incriminés dans les TIAC dans la wilaya de
Blida

3.6- Lieux de survenue des toxi-infections alimentaire collectives
La restauration commerciale implique la restauration rapide (fast food), les pizzerias, les viennoiseries,
cafétéria, restaurant..., alors que la restauration familiale implique & domicile, les cérémonies du

mariage, autres fétes familiales..., tandis que, les autres lieux implique 1’épicier, boucherie, marché ...

p- 40
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H Restauration commerciale
4 Resauration familliale

1 Autres

LI Non identifié

Figure n° 7 : Parts relatives des lieux de survenue des TIAC a Blida.

D’aprés les résultats de cette enquéte, nous avons trouvé qu’un peu moins de la moitié des cas, soit 45%
des toxi-infections alimentaire collectives sont survenues dans la restauration commerciale, suivie par
les cas non identifiés a 29%, par contre la restauration familiale n’a enregistré qu’un peu moins du
dixiéme des cas recenses a 8%.

La gravité des cas est estimée a partir du taux d’hospitalisation des malades et du taux de mortalité.

Tableau n® 3 : Etat de santé des personnes touchées par les TIAC.

Evolution Effectif Fréguence
Favorables 447 97.17%
Complications 13 2,83%
Déces 0 0

D’aprés ce tableau 3, I’évolution de 1’état de santé des personnes qui ont été touchées par les toxi-
infections alimentaires été généralement favorable aprés traitement asymptomatique, soit 447 cas non
hospitalisés, et qui ont recu un traitement ambulatoire ou asymptomatique; les 13 casrestants ont été
hospitalisés, en représentant une part relative de 2,83%. Nous avons constaté qu’aucun décés n’a été
signalé dans la wilaya de Blida.

Parmi les 460 cas déclarés, la symptomatologie clinique pour 116 personnes (25,22%) était
essentiellement de type vomissement, diarrhée, douleurs abdominales et fievre. Les trois quart des cas

(74,78%), soit 344 personnes la symptomatologie clinique n’était pas identifiée.

Les enquétes ont été faites sur les lieux et les prélévements ont été adressés vers le laboratoire d’hygiéne
de la wilaya, nous avons compté 75 TIAC qui ont été déclarés durant une année.

Nous avons noté que sur les 75 cas de TIAC, seules 29 ont été enquétés (soit 38.67%). Notre recherche
a montré que sur ces 29 TIAC, un peu plus de deux cas sur cing, soit 12 cas (41.38%) les germes ont

été identifiés, tandis que les 17 cas restants, le germes n’ont pas été reconnus.

p- 41
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Les trois agents responsables les plus fréqguemment confirmés des TIAC étaient : lescoliformes totaux,
Staphylococcus aureus et Salmonella enteritidis. La présence des deux premiers est un indicateur de
contamination par un manque d’hygiéne, que ¢a soit d’un origine fécale, ou un manque de propreté
corporelle du personnel (mains, fosses nasales...), alors que I’existence de Salmonella enteritidis qui se
trouve généralement dans les aliments d’origine animale crus, tels que les aliments préparés avec des
ceufs crus (mayonnaise, patisserie...), ou dans les aliments insuffisamment cuits comme la volaille, la
viande..., ces bactéries peuvent aussi contaminer des aliments laissés sans réfrigération durant plusieurs
heures. Donc ’existencedes ces bactéries est un témoignage de contamination croisée entre aliments,
ainsi que une mauvaise réfrigération des préparations a base d’ceufs crus (type mayonnaise) ou mauvaise
cuisson des viandes et volailles. ..

4- CONCLUSION
Les toxi-infections alimentaires collectives ont une tendance a progresser rapidement avec 1’évolution

de la restauration collective et leur diffusion de plus en plus large avec le développement de l'industrie
agro-alimentaire qui s'accompagnent d'un risque de plus en plus élevé de TIAC.

L'enquéte épidémiologique et le contrdle strict de I’alimentation en restauration collective et la
réalisation de Vvérification périodique, doivent étre appliqués pour mieux traiter et prévenir ce probléme
de santé publique. Et ¢a exige une coordination rigoureuse entre les praticiens médecins, les vétérinaires,
les épidémiologistes et les spécialistes de la restauration collective et du secteur agro-alimentaire...
Pour cela nous avons réalisé une investigation pour saisir le bilan des TIAC survenus au niveau de la
wilaya de Blida, afin de connaitre la répartition spatiale et temporelle de cesTIAC, toute en montrant
les aliments, plats et micro-organismes responsables de ces intoxications alimentaires, ceci nous a
conduit aux résultats suivants :

Le nombre des TIAC notifiées est relativement élevé en une année, ceci peut étre lié a la mal éducation
sanitaire et mauvaise communication en matiére d’hygiéne alimentaire et la prise de conscience du
citoyen du danger et les conséquences de ce phénomene.

Le bilan de toxi-infections alimentaire collectives a montré qu’il ya eu 75 cas enregistrésportant sur 460
personnes, dont la plupart sont des femmes, les adolescents et les jeunes personnes, réparti tout au long
de I’année en particulier durant la période estivale, a 1’exception de quelque cas au mois de janvier,
toute en sachant que les principaux plats incriminés sont le laitet dérivés, la patisserie, viande et produits
carnés, en plus de I’eau contaminée, les toxi-infectionsalimentaires collectives sont dues essentiellement
aux Salmonelles enteritidis, Staphyloccocus aureus et les coliformes totaux.

Les toxi-infections alimentaires collectives dans la wilaya de Bilda sont amplifiées dans la période
chaude de I'année (période estivale) par rapport a la situation bioclimatique de la région qui se situe

entre le semi tempéré au semi-aride.
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La plupart des personnes touchées par les TIAC sont les jeunes et les adolescents, car la wilaya de
Blida est une zone de transition entre lesquatre coins de 1’ Algérie avec une densité d'activités socio-
économiques appréciables (zone industrielles, caserne, instituts et universités,...), d’une part, de I’autre
Blida est classée par les sept wilayas les plus peuplée, ce qui peut engendrer un risque en plus.

Notre recommandation s’articule au tour de la surveillance efficace des maladies transmises par les
aliments et I’eau et de leurs sources est nécessaire.

Les consommateurs doivent vérifier la nature des aliments et la facon dont ils ont été préparés et
préserves. Les fast food, Pizzeria pour se rafraichir ensuite par une glace représententun véritable danger
en effet le risque est encore plus important au niveau de ces commerces dont la majorité ne répond pas
a la moindre norme d'hygiéne.

La sensibilisation du public et 1’éducation des consommateurs, des producteurs et des préposés a la
manipulation des aliments aident a prévenir la propagation de ces TIAC.

La restauration collective nécessite un suivi régulier et il faut &tre conscient que chaque TIAC déclarée
limite son aggravation, il faut également fournir d’avantage d’efforts pour développer le systeme
d’enquéte et d’investigation épidémiologique.

Ce travail pourra étre complété par une étude statistique, afin d’approfondir 1’analyse du phénoméne
des TIAC et une investigation épidémiologique des foyers qui sont un outil indispensable pour les
professionnels et les décideurs de santé afin de mieux connaitre, et doncde mieux traiter et prévenir
ce probléme de santé publique. L’étude peut s’élargi sur le temps pour des enquétes de surveillance a
travers plusieurs années et dans I’espace dans d’autres wilayas, et pourquoi pas faire des comparaisons
entre régions et strates bioclimatiques en Algérie.
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Abstract

The first aggressiveness manifestations of four fungi (Fusariumgraminearum, Fusariumculmorum,
Fusariumverticillioides and Microdochiumnivale) responsible for the Fusarium head blight was assessed on seed
germination and roots growth of durum wheat (Triticum durum). This study investigated pathogenicity and
aggressiveness, the two most important characteristics of Fusarium head blight agents and it is the first report that
compares the aggressiveness of four different Fusariumspices and allows to proposing a treatment strategy.
Currently, in vitro tools have proved to be very useful in identifying disease responses in wheat to FHB
infection.Petri dish assay was realized to evaluate the effect of four fungi test on seed germination and roots growth
of durum wheat. The results have shown that F. verticillioides is the most aggressive on the seed germination, the
number and the size of roots and indicates that infection by F. graminearum, F. culmorum, F. verticillioides and
M. nivale begins at the germination stage and that the four fungi act on root growth of durum wheat. These findings
would allow us to recommend the treatment of the soil or (and) seeds wheat before sowing by biocontrol agents

which could increase the treatment effectiveness and reduce fungal inoculum rate.

Keywords: Fusarium head blight, germination, growth, roots, Triticum durum.

Premiéres manifestations d’agressivité de quatre mycetes agents de la fusariose du blé

dur (Triticumdurum)

Résumé

Les premiéres manifestations d'agressivité des champignons responsables de la fusariose (Fusariumgraminearum,
Fusariumculmorum, Fusariumverticillioideset Microdochium nivale), a été évaluée sur la germination et la
croissance des racines du blé dur (Triticumdurum). La pathogeénicité et I'agressivité, sont deux caractéristiques les
plus importantes des agents de la fusariose su blé dur, cette étude est le premier rapport qui compare l'agressivité
de quatre espéces de Fusarium différentes.

Actuellement, les techniques in vitro se sont réveélés tres utiles pour identifier les manifestations de la fusariose du
blé. Un test sur boite de Pétri a été réalisé pour évaluer I'effet de quatre tests sur les champignons sur la germination

des graines et la croissance des racines du blé dur.
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Les résultats ont montré que F. verticillioides est le plus agressif sur la germination des graines, le nombre et la
taille des racines. Cette étude indique que l'infection par F. graminearum, F. culmorum, F. verticillioidesetM.
nivale commence au stade de la germination et que les quatre champignons agissent sur la croissance des racines
du blé dur.Ces résultats nous permettraient de recommander le traitement du sol ou (et) les graines de blé avant le
semis par les agents de biocontrdle qui pourraient augmenter I'efficacité du traitement et réduire le taux d'inoculum
fongique.

Mots clés : fusariose, germination, croissance, racines, Triticumdurum

1- INTRODUCTION
Wheat is the major crops cereal produce in the word. The global statistics indicate that wheat

production in the world for 2021 stands at 776,7 million tones, which form the proportion of

one-third of the world’s total grain production [1].

Cereals are the predominant crops grown by Algerian farmers covering annually 3 to 3.5million
ha which is nearly 40% of Algeria’s total agricultural land. Irrigated cereals cover about 245000
ha. However, the country depends on imports for 45% of its food consumption. Although
agriculture does not contribute significantly to the country’s Gross Domestic Product (8.1%),
it is an important sector as it contributes to food security for its 35 million people, of which
14% are employed in agriculture. Therefore, since independence in 1962, Algeria has continued
to give high priority to agricultural research and development both for social and economic
reasons [2]. Algeria’s wheat and barley production outlook is optimistic as normal crops
conditions have observed for the 2020-2021 marketing year, according to a report from the

Foreign Agricultural Service of the United States Department of Agriculture [3].

The yield of Algeria's cereal production was notably impacted by low rainfall and various biotic
constraints [4]. Among the biotic constraints, Savary et al. (2019) estimated that 21.5% of
current yield losses are due to pests and diseases [5]. Of the 31 pest and pathogens reported in
wheat, funga ldiseases as leafrust, Fusariumheadblight, Septorialeafblotch, striperust, spot
blotch, tan spot, and powderymildew cause the most serious losses. These attacks can cause
alterations in chemical properties and quality [6]and cause significant losses when susceptible
varieties are used and environmental conditions are favorable for disease development.
Fusarium head blight (FHB) is consistently one of the most important barley diseases
worldwide [7].
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However, these diseases can be controlled effectively if they are identified in time.
Interestingly, the pathogens responsible for wheat diseases cause specific symptoms. Therefore,
it is important to recognize these symptoms in order to identify different diseases [8,9].
Pathogenicity is a qualitative measurement that reflects the ability of a fungus to cause disease,
while aggressiveness is a quantitative measurement for the level of the disease provoked by the
pathogen: A more aggressive pathogen will reach a given disease level faster [10].
Aggressiveness is a fundamental aspect, which is considered important to understand the
interaction between host-pathogen in Fusarium head blight wheat system [11].

Several assays can be used to quantify the aggressiveness, i.e., head inoculations under field
conditions [12, 13 et 14], floret inoculations in controlled conditions (growth chamber or
greenhouse) [15] et [16], coleoptile inoculations [12] or the Petri-dish test [17], and genetic
variability of pathogenic Fusarium [7].

Ideally, two or more assays should be performed and the data should be compared to check
whether the ranking in aggressiveness is consistent. However, there are only few studies that
use more than one assay to assess aggressiveness of the fungal isolates [7].

The aim of this study was to assess the first aggressiveness manifestations of Fusarium
graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium verticillioides and Microdo chiumnivale
responsible agents of Fusarium head blight on seed germination and roots growth
(development) of durum wheat (Triticum durum), using the Petri-dish test.

2- MATERIALS AND METHODS

2-1- Plant cultivar

Seeds of the wheat Triticum durum var. Hoggar (Vitron) were obtained from the ITGC (Technical
Institute for Crops, Algeria). This semi-early variety was selected by CIMMYT (International Maize
and Wheat Improvement Center, Mexico), and introduced in Algeria in 1986. T. durum var. Hoggar
(Vitron).

2-2- Fungal pathogens

The used fungal cultures include F. graminearum, F. culmorum, F. verticillioides and M. nivale (Tab.I).
Cultures were maintained in Potato Dextrose Agar medium (PDA) and transferred weekly as single
spore cultures. Symptoms observed in wheat seedling bioassays indicated that virulence was not lost

during routine maintenance of the pathogens cultures.

p. 47
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Table I: List and origin of fungal phytopathogens.
Fungal species Code Origin Isolation year
Fusariumculmorum FC01/08 T. durum var. Vitron, ITGC 2008
(crown region)
Fusariumgraminearum FG04/08 T. sativumHiddab 1220, 2008
ITGC ( crown region )
Fusariumverticillioides FVv01/07 T. sativumvar. Latino, INA 2007
(spike)
Microdochiumnivale MNO01/08 T. durum var. Vitron, ITGC 2008

( crown region)

2-3-  Inoculum preparation
To prepare the inoculum, fungi were planted on PDA medium and incubated under continuous white
light (lamp 20W F. / 154 IKS-Day-light) at 28 °C in Petri dishes (10 cm in diameter).

After seven days, the spore suspensions were prepared by scraping the surface of the crop using a metal
spatula and filtered through muslin to remove mycelial fragments. The suspensions werethen adjusted
with sterile distilled water containing 0.2% of Tween (20) and 0.5% of gelatin to give a final

concentration of 10° spores / ml of each fungi species using direct enumeration with Malassez cell [18].

2-4-  Seeds sterilization
The distribution of weight classes from a sample of 1000 seeds of our batch of durum wheat. The modal
class seeds were sterilized before use. The sterilization used to remove original microorganisms was

performed by passing seeds of wheat through the following successive baths:
-Ethyl alcohol bath 70% for 2 minutes.
-Diluted bleach bath (one drop of bleach in 250 ml of tap water) for 15 minutes.

- Because bleach is toxic, it is necessary to wash the seeds in 10 successive baths of sterile water before

being dried under laminar hood (to prevent rotting of the seed).
2-5-Wheat seeds inoculation by fungi tests

Sterilized dried wheat seeds were inoculated by soaking for 24 hours with spore suspensions of 10°

spores / ml for each of the tested fungi. Seeds were then allowed to dry on sterile filter paper.

The control seeds processed by sterile distilled water. Thirty seeds placed in a Petri dish of 10 cm
diameter in soaked cotton with sterile distilled water. Incubation was performed for three days in the
dark at 28 °C, then five days in continuous white light at 28 °C [17]. The experiment was repeated three

times.The germination percentage, the number and the seedlings roots length were then measured.

p.- 48
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2-6-  Performance racing
To calculate the percentage of germination, we conducted a count of germinated seeds relative to the

total number of seeds. The seed is considered germinated when the shell is pierced by the ridicule.

% of germination = (Number of germinated seeds/ Total number of seeds) x100

2-7-  Statistical analysis
Student test is used to evaluate the effect of the four fungi test on germination of durum wheat at a
threshold of 5%.

Statistical analysis was also conducted to study the effect of the four fungi on the wheat seedlings roots
growth and this using analysis of variance to one factor (ANOVA |). Moreover, the Tuckey test allowed
us to highlight the mean responsible for the reject of the null hypothesis of ANOVA I. Statistical analysis
performed using the R program (R Development Core Team, 2015).

3- Results and discussion

3-1-  Fungi effect on durum wheat T. durum var. Vitron germination
Inoculated seeds had a variable percentage of germination compared to the control (91,22%) (Fig.1).

The weakest percentage of germination was registered for the species F. verticillioides(5.93%) which

corresponds to the most aggressive fungi.

Effect of the four fungal pathogen inoculation on germination (p< 0.05) was significant. The decrease
in the germination percentage ranged from (-93.49%=+5.38) in the presence of F. verticillioides, (-
88.67+6.08) in the presence of F. graminearum, (-72.47%=8.75) in the presence of M. nivale and (-
60.89+9.85) in the presence of F.culmorum.

Percentage of germination (%)
100

9

80

70

30 | |

20 |
; = -

Control F.culmorum M nivale  F. graminearum F.verticillioides

Figurel: Four fungi tests effect on germination percentage of durum wheat T. durum var. Vitron.
Means are calculated from three repetitions and confidence intervals are given at 95%.
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3-2-  Fungi effect on roots growth of durum wheat T. durum var. Vitron

The number and the size of seedling roots of durum wheat affected by the four fungi are shown in the
following two figures and (Tab.2). The four fungi strike causes a decrease in root growth, yet, F.
graminearumand F. verticilliodesare the two fungi that affect (decrease) most the growth of durum

wheat roots (Fig.2 and Fig.3).

Table 2: Effect of four Fusarium tests on the number and the size of seed lings roots of durum wheat
T. durum var. Vitron.

Fungal species Average number of roots (cm) Averageroot size (cm)
F. verticillioides 1,00 1,20
F. culmorum 2,43 2,50
F.graminearum 3,58 2,95
M. nivale 3,54 3,83
Control 4,77 4,60

Roots number of wheat seedlings
3
|
Q

T T T T
Foulmorum  F.graminarum F.verticilliodes M.nivale

Fungi

Figure 2: Four fungi tests effect on roots number of durum wheat T. durum var. Vitron

Roots size of wheat seedlings
fels]v)

o

8

T T T T
Feoulmorum  F.graminarum  F.verticilliodes M.nivale

Fungi

Figure 3: Four fungi tests effect on roots size of durum wheat T. durum var. Vitron.




Revue de la faculté des sciences de la nature et de la vie Blida1 (2023)0 (1) : pp 0001-0013 .(B
ISSN (Print): xxxx-Xxxx

e-ISSN (Online): XXXX-XXXX

Lounaci et al.

3-3- Fungi effect on roots number of wheat seedlings
Null Hypothesis (HO0): the difference is not significant between the average of the four fungi = the four

fungi exert the same effect on roots number of wheat seedlings.

Alternative Hypothesis 1 (H1): the difference is significant between the average of the four fungi. There
is at least a pair of averages significantly different = the four fungi do not exert the same effect on roots
number of wheat seedlings.

Analysis of variance applied to the raw data shows that p <0.001 (Tab.3), it means that HO is rejected
and H1 is accepted.

The difference is significant between means of the four fungi; they do not exert the same effect on durum
wheat seedlings roots number. Tukey's test (Tab.4) shows that the effect of F. culmorum and M. nivale
on durum wheat seedlings roots number differs significantly compared to F. graminearum and F.

verticillioides.

Table 3: Results of variance analysis (the number of roots of wheat seedlings).

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
Fungi 3 98.4 32.80 15.47 1.76e-09
Residuals 356 754.8 2.12

Df: degrees of freedom, Sq Sum: Sum of squares of deviations, Mean Sq: Average of squared deviations

Table 4: Results of Tukey test (the number of roots of wheat seedlings).

diff Iwr upr p adj
F. graminearum- F. culmorum -0.8666667  -1.4269331 -0.3064002  0.0004591
F. verticilloides— F. culmorum -1.1777778  -1.7380442 -0.6175113 0.0000006
M. nivale — F. culmorum 0.0000000  -0.5602664  0.5602664 1.0000000
F. verticilloides - F. graminearum -0.3111111  -0.8713776 0.2491553 0.4793713
M. nivale — F. graminearum 0.8666667  0.3064002 1.4269331 0.0004591
M. nivale — F. verticilloides 1.1777778  0.6175113 1.7380442 0.0000006

diff: averages difference, lwr :lower bound, upr: upper bound, Sig: Signification, Critic value of Tukey: 3,633

3-4- Fungi effect on wheat seedling roots

According to the results of the analysis of variance p <0.001 (Tab. 5) HO is rejected and the difference
is significant between averages of the four fungi. This means that the four fungi do not exert the same
effect on durum wheat seedlings root size. Tukey's test (Tab.6) shows that the effect of F. culmorum
and M. nivale on durum wheat plants roots size is substantially different compared to F. graminearum

and F. verticillioides.
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Observation under optical microscope (Gx40) of the infected roots has revealed the existence of a large
root necrosis caused by the four fungi tests (Fig. 4), and a winding hyphae of F. culmorumonon the
roots of durum wheat (Fig. 4c).

Table 5: Results of variance analysis (roots size of wheat seedlings).

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
Fungi 3 116.4 38.79 14.06 1.11e-08
Residuals 356 982.1 2.76

Df: degrees of freedom, Sq Sum: Sum of squares of deviations, Mean Sq: Average of squared deviations

Table 6: Results of Tukey’s test (roots size of wheat seedlings).

Diff lwr upr p adj
F. graminearum- F. culmorum -1.0177778 -1.6568941 -0.3786614 0.0002854
F. verticilloides— F. culmorum -1.2355556 -1.8746719 -0.5964392 0.0000056
M. nivale — F. culmorum 0.0000000 -0.6391163 0.6391163 1.0000000
F. verticilloides - F. graminearum -0.2177778 -0.8568941 0.4213386 0.8154803
M. nivale — F. graminearum 1.0177778 0.3786614 1.6568941 0.0002854
M. nivale — F. verticilloides 1.2355556 0.5964392 1.8746719 0.0000056

diff: averages difference, Iwr :lower bound, upr: upper bound, Sig: Signification, Critic value of Tukey: 3.633

Winding of the
mycelium on the root

— Root necrosis
Macrononidia

Root necrosis

Root necrosis

Root necrosis

(d)

Figure 4. Observations by light microscopy (Gx40) of the negative control roots and positive control
ones: (a) negative control, (b): root infected by F. verticillioides, (c) roots infected by F. culmorum, (d):
root infected by F. graminearum, (e), (h): root infected by M. nivale.
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3-5- DISCUSSION

Aggressiveness is the most important fungal trait affecting Fusarium head blight (FHB) disease invasion
and stability of host resistance [19]. It is widely accepted by the scientific community that the critical
period of sensitivity of wheat Fusariumisreduced to ten days, starting from the heading and ending with
the flowering [20].

However, the infection process is not completely established. In this study we investigate pathogenicity
and aggressiveness, the two most important characteristics of Fusarium head blight agents in a pesticide
reduction context and the need to justify the several treatment plans of durum wheat. The study reports
the first comparison of the aggressiveness of four different Fusariumspices among the head blight agents
using Petri dish assay. All the Fusarium spices tested fulfilled the requirement of pathogenicity (ability
to cause disease), thus they are pathogenic. This tool would be a reliable indicator to decide whether to

treat or not, and a better treatment optimization.

We have shown in this work that the inoculated seeds have a variable percentage of germination
compared to the control. F. verticillioides was the most pathogenic fungus on the germination of durum
wheat seeds (5.93%). The average number of roots was reduced from 4.77 to 1.00, and roots length
decreased from 4.60 to 1.20 cm. The attack of fungi causes a decrease of roots growth; it is small with
M. nivale unlike F. verticillioides.

Statistical analysis showed that the four fungi exert a significantly negative effect on the number of
wheat seedlings roots. The two most aggressive fungi are F. graminearumand F. verticillioideswith the
same degree on growth reduction on wheat seedlings roots. Boudoudou et al. (2009) studied the first
manifestations of Fusarium on the germination of rice seedlings. The results showed that, among the
fungi tests, F. graminearum was the most pathogenic species. Unlike their results, M. nivale tested by
the researchers affects the least germination and seedling development of rice step; ours show that M.

nivaleinfects wheat grains from early step of germination [18].

Similarly, Xue et al. (2015) evaluated the effects of inoculation time and pathogenicity of four species
of Fusarium (F. culmorum, F. graminearum, F. sporotrichioides and F. avenaceum) causing Fusarium
head blight, this study performed on 12 genotypes of oat under controlled experimental conditions. They

showed that F. culmorumand F. graminearum have a high and equivalent pathogenicity [21].




Revue de la faculté des sciences de la nature et de la vie Blida1 (2023)0 (1) : pp 0001-0013 .(B
ISSN (Print): xxxx-Xxxx

e-ISSN (Online): XXXX-XXXX

Lounaci et al.

Abdallah-Nekache et al. (2019) showed that F. culmorum isolates were the most aggressive on the wheat
seedlings and on the head. However, F. pseudograminearum isolates were the most aggressive on the
crown. TheirstudyhighlightthatF. culmorumis the dominant speciesassociatedwith FHB and FCR in
Algeria[22].

Results of Nachaat. (2020) showed differences between treatments inoculated with FHB isolates and
control for all tested criteria. Regarding latent period of detached leaf test, variability in aggressiveness
within and among the species was detected [23]. For more precision in the determination of the four
fungi (F. culmorum, F. graminearum, F. verticillioidesand M. nivale) tests effect, observations under
optical microscope (Gx40) of infected roots by Fusarium head blight wheat agents have revealed the
existence of a large root necrosis caused by the four fungi tests, and a winding hyphae of F. culmorumon
durum wheat roots.

Our results join those found by Qostal et al. (2019) who they showed the negative effect of F. culmorum,
F. graminearum, M. nivaleand some other species of Fusarium on durum wheat and barley roots in the
north of Morrocco[24]. Martin-Rodrigues et al. (2015) found that to infect successfully pine roots. F.
circinatum employed features that are similar to those previously described for other root-infecting
pathogens, such as mycelial strands, single runner hyphae and simple hyphopodia, as well as other
features that are reminiscent of those that are known to be involved in biotrophic invasion, such as
bulbous invasive hyphae and filamentous invasive hyphae [25].

The same, Chen et al. (2020) realized a microscopic observation of infectedriceroots. In riceseedlings,
F. fujikuroihyphaewerefound to directlypenetrate the epidermis of basal stems and roots, thenextend
inter- and intracellularly to invade the vascular bundles. Occlusion of vascular bundles and radial
hyphal expansion fromvascular bundles to surroundingparenchymawereobserved in adult plants [25].
We have assessed the Fusarium root rot disease microscopically in durum wheat (Triticum durum) in
a comparative study of four fungi (F. culmorum, F. graminearum, F. verticillioidesand M. nivale).
Here, we show an aspect of the four fungi life cycle, i.e., the head blight fungus uses a unique root-
infection strategy with an initial stage typical for root pathogens and a later stage typical for spike
infection.

Abundant sporulation observed at the root surface as well as inside tracheids in both roots and root
collar region. The fungus can spread from the roots to the aerial parts of the plant, and once there,
colonization appears to be similar to the process that occurs when the pathogen inoculated in the stem.
Wilting symptoms and plant demise may be the result of a reduction in water uptake by roots and of

the blockage of the vascular system by fungal hyphae and resin.
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Root colonization negatively affects seedling development and leads to systemic plant invasion by
tissue-adapted fungal strategies. Another major outcome is the identification of partial resistance to root
rot. Disease severity assessments and histological examinations both demonstrated three distinct disease
phases that, however, proceeded differently in resistant and susceptible genotypes. Soil-borne inoculum
and root infection considered significant components of the life cycle with important implications for
the development of new strategies of resistance breeding and disease control [26].

It would appear that the amount of inoculum is little affected by agronomic practices but almost
exclusively dependent on climatic conditions. The way of the most promising fight could be the varietal
choice provided a sensitivity ranking can be established. Meanwhile, chemical control is the most
effective way to control current disease despite the confirmation of the presence of resistant population’s
benzimidazole and strobilurin [27].

Proposed control methods currently often only take into account that a fungal species, or it is by taking
into account the proportion between species during growing wheat, and possibly their status resistance,
that control methods should target [28, 29, 30].

4- CONCLUSION

Currently, in vitro tools have proved to be very useful in identifying disease responses in wheat to FHB
infection. first aggressiveness manifestation of F. culmorum, F. graminearum, F. verticillioidesand M.
nivale assessed on Petri dish. Fungi strains with different aggressiveness are still important for Fusarium
head blight resistance breeding program as the absolute field disease level is difficult to predict. At high
disease level, highly aggressive inocula will express too strong disease symptoms and at low disease
level, non-aggressive inocula will express minimum symptoms.

This study concluded that infection by F. graminearum, F. culmorum, F. verticillioides and M.
nivalebegins at the stage of germination and acts on durum wheat roots growth, which allowed us to
propose to treat the soil or (and) seeds of wheat before sowing by biocontrol agent. This late should have
a large spectra action toward several fungi species, and could increase the effectiveness of treatment and
reduce fungal inoculum rate.
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Résumé :

Les maladies cardiovasculaires y compris les cardiopathies coronariennes constituent la premiere cause de
mortalité en Algérie. L’objectif de cette étude est d’estimer la prévalence de I’infarctus du myocarde dans la
population de Blida, et de caractériser le profil lipidique des sujets chez lesquels un infarctus du myocarde est
confirmé. Nous avons mené une étude épidémiologique transversale descriptive, prospective et mono- centrique
au niveau du laboratoire des urgences du Centre Hospitalo-Universitaire de Blida. Le diagnostic de I’infarctus du
myocarde était basé sur le dosage de la troponine sérique lors de I’examen biologique. La prévalence de I’infarctus
du myocarde est de 44,5 %. Une corrélation positive hautement significative a été notée entre la troponine sérique
et I’age des patients (R= 0,73 ; P=0,000).Une corrélation positive significative a été constatée entre la troponine et
le taux du LDL cholestérol (R= 0,56 ; P=0,04) .Cependant, aucune corrélation significative n’a été observée entre
la troponine et le HDL cholestérol (R= - 0,43 ; P=0,06 ) et la la troponine et le taux des triglycérides (R=0,37 ; P
= 0,07).Conclusion :Les chiffres concernant la prévalence de I’infarctus du myocarde sont alarmants et doivent
inciter les pouvoirs publics a mettre en place un cadre stratégique multisectoriel de lutte intégrée contre les facteurs
de risque modifiables.

Mots-clés : Infarctus du myocarde, troponine, profil lipidique, prévalence, facteur de risque.
Prevalence of myocardial infarction and cardiovascular risk factors in the population of
the Blida region (Algeria)

Abstract: Cardiovascular diseases, including coronary heart disease, are the leading cause of death in Algeria.
The objective of this study is to estimate the prevalence of myocardial infarction in the population of Blida, and
to characterize the lipid profile of subjects with confirmed myocardial infarction. The objective of this study is to
estimate the prevalence of myocardial infarction in the population of Blida, and to characterize the lipid profile of
subjects with confirmed myocardial infarction. We conducted a descriptive, prospective, single-center, cross-
sectional epidemiological study at the emergency laboratory of the University Hospital Center of Blida.The
diagnosis of myocardial infarction was based on the determination of serum troponin during the biological
examination. The prevalence of myocardial infarction was 44.5%. A highly significant positive correlation was
found between serum troponin and patient age (R= 0.73; P=0.000).A significant positive correlation was found
between troponin and LDL cholesterol level (R=0.56; P=0.04).However, no significant correlation was observed
between troponin and HDL cholesterol (R= - 0.43; P=0.06 ) , troponin and triglyceride levels (R=0.37; P=0.07.
The figures on the prevalence of myocardial infarction are alarming and should encourage public authorities to set
up a multisectoral strategic framework for integrated control of modifiable risk factors.

Keywords:Myocardialinfarction, Troponin ,Lipidprofile,Prevalence,Riskfactor
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1- INTRODUCTION

Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent un ensemble de pathologies du systéme circulatoire
dont le cceur et les vaisseaux sanguins. Parmi les plus connues sont les cardiopathies coronariennes ou
les infarctus du myocarde (IDM) appelées également insuffisances coronarienne ou ischémies
myocardiques [1]. Ces derniéres occupent une place importante au sein des MCV du fait de leur grande

fréquence et leur mortalité élevée.

L’IDM est défini par la survenue d’une nécrose cardiomyocytaire, dans un contexte clinique évocateur
d’ischémie myocardique aigue[2]. C’est une complication aigue et grave de 1’athérosclérose[3] .La
principale étiologie (95%) de I’IDM est donc 1’athérosclérose coronaire. La rupture de la plaque
athéromateuse et 1’activation de la coagulation conduisent a 1’occlusion coronaire et a la nécrose
myocardique[4]. Le diagnostic de cette maladie repose sur 1’association de la détection d’une
augmentation d’un biomarqueur cardiaque spécifique (la troponine), au-dessus du 99e percentile de la
limite supérieure de la normale, témoignant d’une nécrose cardio-myocytaire et des éléments cliniques
(douleur angineuse ou apparentée), ou para-cliniques (électrocardiogramme [ECG], échocardiographie
trans-thoracique [ETT], coronarographie), évocateurs d’une ischémie myocardique évolutive et
aigue[5]. Les marqueurs biologiques cardiaques jouent donc un réle majeur dans la prise en charge et la
stratégie thérapeutique des différentes pathologies cardiovasculaires. Dans la pathologie ischémique, les
tests conventionnels sont abandonnés au profit des marqueurs biologiques de référence trés spécifiques,
les troponines[6]. Les troponines font partie de I’appareil contractile du muscle cardiaque. Leur
spécificité du tissu en fait un excellent marqueur de nécrose et leur dosage est actuellement considéré
comme la pierre angulaire du diagnostic d’infarctus du myocarde[7] qui représente 1’extréme urgence
coronaire dont le pronostic dépend essentiellement de la précocité de la prise en charge[8]. La prise en
charge thérapeutique des maladies cardiovasculaires ischémiques a beaucoup évolué ces derniéres
années[9] .Cependant, les maladies cardiovasculaires restent encore aujourd’hui la principale cause de
mortalité dans les pays occidentaux[10] et dans la plupart des pays en voie de développement[11]. Elles
sont la premiere cause de mortalité en Algérie[12].D’aprés la littérature peu nombreuse les travaux qui
se sont intéressés a 1’étude de I’infarctus du myocarde en Algérie, on ne se dispose pas de données
nationales concernant la prévalence de I’ischémie myocardique. L’objectif de notre travail était d’abord
: d’estimer la prévalence de I’insuffisance coronarienne au sein de la population de Blida cela passe par
le diagnostic d’infarctus du myocarde par la mesure de la troponine sérique qui est un excellent marqueur
de nécrose et d’identifier les facteurs de risque spécifiques de cette population. Puis a caractériser le
profil lipidique des sujets souffrant d’une insuffisance coronarienne. Cela a été effectué par le dosage

des paramétres lipidiques suivants : Cholestérol Total, Triglycérides, LDL et HDL- cholestérol.
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2- MATERIEL ET METHODES

Premiére partie de I’étude

La premicre partie de notre travail est sous forme d’une étude épidémiologique transversale descriptive,
prospective et monocentrique qui est tenue au niveau du laboratoire des urgences du Centre Hospitalo-
Universitaire (CHU) de Blida durant la période entre le 17 février et le 17 avril 2019.

Considérations éthiques

Tous les objectifs et les modalités de I’étude ont été clairement expliqués aux responsables du laboratoire
des urgences au niveau du CHU de Blida et aux sujets qui ont signé sur un formulaire de consentement
pour la participation a une recherche biomédicale. Cette étude a été approuvée par le Conseil du Comité
d’¢éthique du Centre hospitalo-universitaire (CHU) de Blida.

Examen clinique et diagnostic électrocardiographique

Les patients présentant I’un des symptomes révélant la présence d’un IDM principalement des douleurs
thoraciques sont recus au niveau du service des urgences du CHU pour une consultation cardio-logique
comportant un diagnostic électro-cardiographique : Un ECG est réalisé en urgence, dans les 10 minutes
du premier contact médical. L’ECG avec les données de I’examen clinique confirment ou infirment le
diagnostic. Il permet de distinguer les syndromes coronariens avec sus-décalage du segment ST (SCA
ST+) et les SCA sans sus-décalage ST. Seulement les patients présentant un SCA sans sus-décalage ST
feront I’objectif du diagnostic biologique qui est basé sur le dosage de la troponine sérique. Dans notre
cas 1124 patients ont présenté un syndrome coronarien sans sus-décalage dusegment ST. Le diagnostic

biologique a été réalisé également au niveau du laboratoire des urgences du CHU.

Diagnostic Biologique

Prélévements sanguins

Des prélévements sanguins sur des tubes héparinés sont envoyés au laboratoire des urgences dés que
les sujets sont admis en vue d’un dosage de la troponine.

Dosage de la troponine

Les performances du dosage de la troponine ont été réalisé sur I’automate mini vidas (Bio-Mérieux).
Le principe du dosage associe la méthode immuno-enzymatique sandwich en une étape a une détection
finale en fluorescence ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay). Le test Vidas est composé d’un cone
et d’une cartouche a usage unique. Le cone constitue la phase solide de la réaction et la cartouche
contient tous les réactifs nécessaires a I’analyse. Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement
par ’instrument. Aprés la centrifugation du prélévement, un échantillon de 200 pL du sérum est prélevé
puis transféré dans le puit contenant les anticorps anti-troponine cardiaque marqués a la phosphatase

alcaline (conjugué). Le mélange échantillon/conjugué est aspiré puis refoulé plusieurs fois par le cone.
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Cette opération permet a la troponine | de se lier d'une part aux immuno-globulines fixées sur le cone et
d'autre part, au conjugué formant ainsi un sandwich. Des étapes de lavage éliminent les composants non
fixés. A la fin du test, les résultats sont calculés automatiquement par 1’instrument par rapport a deux

courbes de calibration mémorisées correspondant aux deux étapes de révélation.

Valeurs de références de la troponine

Les valeurs de référence internes établies par le laboratoire des urgences du CHU de Blida sont comme
suit :

— Résultat inférieur & 19 ng/l : Négative, le sujet est non atteint d’IDM.

— Résultat entre19 et 100 ng/l : 1l y a une forte probabilité que le patient présente un IDM. Dans ce
cas, il est nécessaire de refaire le dosage toutes les 2h afin de vérifier la stabilité de la valeur de la
troponine (augmentation ou diminution de la valeur)

— Résultat supérieur a 100ng/1 : Positive. Le patient est atteint d’IDM.
Deuxiéme partie de I’étude

Il s’agit d’une caractérisation du profil lipidique chez les patients chez lesquels un infarctus du myocarde
a été confirmé (troponine positive).Durant notre période d’étude 1124 patients se sont présentés au
laboratoire pour un dosage de la troponine dont 500 patients avaient une troponine positive. Seulement
100 patients de I’ensemble de notre population sont concerné par le bilan lipidique et seront soumis a
une enquéte comportant un questionnaire cela est dd a la non disponibilité des réactifs pour réaliser le
bilan lipidique sur un effectif plus élevé. Les 100 patients retenus pour 1’étude ont répondu aux critéres

d’inclusion de 1’étude.

Critéres d’inclusion

— Sujets présentant une troponine positive lors de I’examen biologique ;

— Acceptation libre, de mani€re verbale ou écrite de participer a 1’étude.

Critéres d’exclusion

- Les patients habitant hors wilaya de Blida ;

- Prélévement hémolysé.

Recueil des données

Les différents ¢léments d’enquéte épidémiologique ont été obtenus en cours d’hospitalisation a 1’aide
d’un questionnaire fondé sur I’interrogatoire, I’examen de chaque patient et 1’analyse de son dossier
médical. Le questionnaire a été réalisé a partir d’une revue de la littérature mettant en avant les

principaux facteurs de risque impliqués dans les maladies cardiovasculaires y compris les IDM :
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Facteurs de risque modifiables :

Tabagisme, dyslipidémie, hypertension artérielle, diabéte et les habitudes alimentaires, la surcharge

pondérale et I’obésité (déterminées par le calcul de I’indice de masse corporel IMC) ) et ’activité

physique.

Facteurs de risque non modifiables :

L’age, sexe, antécédents familiaux ou personnels et I’insuffisance rénale.
Bilan lipidique

Dans cette deuxiéme étape de notre travail, un bilan lipidique comprenant le dosage du cholestérol total
triglycérides, HDL-Cs et LDL-Cs a été réalisé automatiquement dont le principe du dosage de chagque

paramétre est comme suit :
Dosage du cholestérol total

Il s’agit d’un test enzymatique—colorimétrique. Le cholestérol libre ainsi que le cholestérol estérifié
présents dans 1’échantillon donnent un complexe coloré quantifiable selon les réactions suivantes :
Cholestérol ester + H,O®Cholestérol + Acide gras (Enzyme : Cholestérol estérase)

Cholestérol + ¥/, O+ H,O ® Cholesténone + H,O, (Enzyme : Cholestérol oxydase)

2H,0; +4-Aminoantipyrine+Phénol®Quinonéimine+4H,O(Enzyme:peroxydase)

Dosage des triglycérides

Il s’agit également d’une méthode enzymatique colorimétrique. La détermination enzymatique des
triglycérides se fait suivant les réactions:

Triglycérides + H,O®Glycérol + Acides gras (Enzyme : Lipoprotéine lipase)
Glycérol+ATP®GIlycérol-3-phosphate+ADP (Enzyme:Glycérol kinase)
Glycérol-3-phosphate+0.®H,0O,+Dihydroxyacétone (Enzyme: Glycérol-3-phosphateoxydase)
H.0, +Amino-4-antipyrine+p-Chlorophénol® Quinonéimine (Enzyme:Peroxydase)

Dosage du HDL- cholestérol (HDL- Cs)

La déterminationdirectedeHDL (cholestéroldelipoprotéinesdehautedensité) se fait sans
besoindeprétraitement ou centrifugation del’échantillon. Elle estréaliséeendeuxétapes:
Elimination delipoprotéines non-HDL.:

Esterscholestérol®Cholestérol+Acidesgras(Enzyme : Cholestérol estérase)

Cholestérol+ O,®Cholesténone+H,0,(Enzyme:Cholestéroloxydase)

2 H,0,®2H,0 +0O,(E:Catalase)

MesureduHDL.:

Esterscholestérol® Cholestérol+Acidesgras (Enzyme : Cholestérol estérase)
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Cholestérol+ O.® Cholesténone+H,0,(Enzyme: Cholestéroloxydase)

2H,0; +4-Aminoantipyrine®Pigment Quinone+4H;0
Dosage du LDL - Cholestérol (LDL-Cs)

Le dosage se fait selon une méthode de calcul directe par la formule de Friedwald a condition

queles valeurs des triglycérides soient inférieures a 4g/L.

La formule de Friedewald:

LDL-Cs = Cholestérol total — [(TG/5) + HDL-Cs]

Il est important de noter que tous les dosages des paramétres lipidiques ont été effectues sur
I’automatePICTUS200.

Analyse statistique

Dans notre étude 1’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel « SPSS 21.0.» Nous avons considéré
un seuil de significativité de 5% pour toutes les analyses. Nous avons calculé les moyennes et les écarts-
types pour les données quantitatives et les effectifs et les pourcentages pour les variables qualitatives.
L’analyse des distributions a été réalisée par le test de Shapiro-Wilk et le test de Kolmogorov-Smirnov.
Pour comparer la concentration sérique de la troponine entre les différentes catégories d’dge nous avons
appliqué le test non paramétrique de Mann-Whitney car la distribution était significativement différente
de la distribution normale (p < 0,05). Pour analyser la relation entre la troponine et les différents
paramétres lipidiques dosés nous avons utilisé le coefficient de Spearman car la distribution était aussi
significativement différente de la distribution normale (p < 0,05).

3- RESULTATS ET DISCUSSION

Parmi I’ensemble des sujets (1124) qui se sont présentés au laboratoire pour un dosage de la troponine,
500 d’entre eux (44.5%) sont atteints d’IDM ou ils ont une forte probabilité d’avoir un IDM avec une
troponine sérique supérieure a 100ng/l ou une troponine sérique comprise entre 19 et 100 ng/l,
respectivement et 624 patients avec une troponine négative donc sont Indemnes de cette pathologie
(55.5%).

La prévalence de I’infarctus du myocarde au sein de la population étudiée est donc de 44,5 %. La

population atteinte d'IDM, montre une prédominance masculine : 62%contre38%defemmes.
Profil lipidique des sujets atteints d’infarctus du myocarde

Cette partie de 1’étude concerne seulement les 100 sujets retenus pour faire le bilan lipidique qui ont
répondu aux critéres d’inclusion parmi les 500 ayant présenté une troponine positive (>19ng/L) durant

la période de I’étude. Donc pour cette partie, on a travaillé sur un échantillon comportant 100 patients.
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Caractéristiques de I’échantillon étudié :

Il s’agit de 100 sujets atteints d’un IDM dont 38 patients étaient du sexe féminin (38%) et 62 sujets
étaient du sexe masculin (62%). 49 patients avaient une corpulence normale (49%) ; 35 sujets étaient en
surpoids (35%) et 16 étaient obéses (16%).La concentration sérique moyenne en troponine était de
34457 ngll.

Quatrecatégories d’age sont distinguées :

-Un premier groupe dont I’age est compris entre 15 et 30 ans (13 sujets, soit 13%) ;

- Un deuxiéme groupe de 30 a 45 ans (12 sujets, soit 12%) ;

-Un troisieme groupede45a60 ans (28 sujets, soit 28%)

-Un dernier groupe dontl’ageestsupéricura60anscomprenant47sujets (47%). Cette tranche d’age étant
la plus représentée.

L’age minimum des sujets est de 15ans et le maximum est de89ans.

L’age moyen del a populationestde56 + 17ans.

Les concentrations les plus élevées de la troponine sont enregistrées chez les individus ayant plus de 60
ans (Tableau 1)

Tableau 1 : Comparaison de la concentration moyenne de la troponine entre les groupes d’age

Catégorie d’ageM+ ETMinMax Médiane P
(ng/l)

15-30 ans 768,7+ 1633,8 20622995
(n=13) <0,05
30- 45 ans813,5+ 1229,2 24 4604 364 DS
(n=12)
45-60 ans< 0,05
(n=28) 2032,8+ 4864 29 24419 208 DS
>60 ans< 0,05
(n=47)5699,8+1125122 40000700DS

M=ET : Moyenne Ecart type de 100 sujets. Min : Minimum ; Max : Maximum ;DS :. Différence significative de la
troponine sérique entre les catégories d’age.

Résultats du bilan lipidique

La concentration moyenne du cholestérol total dans notre population est de 1,7+0,4 g/l et celle des
triglycérides est de 1,1+0,5 g/l avec une valeur minimale 0,5 de g/l et une valeur maximale de 4,3 g/l
(Tableau 2).
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Tableau 2 : Résultats du bilan lipidique des patients ayant un IDM (100 sujets inclus).

M+ ETMinMax Médiane

CT (gl) 1,704 0,7 2,97 167
HDL-Cs (g/1)0,4+0,10,20,80,36

TG (g/1)1,5+0,70,54,30,88

LDL-Cs (g/l) 1,1#0,50,12,31,26

M=ET : Moyenne Ecart type de 100 sujets atteints d’infarctus du myocarde .Min : Minimum ; Max :
Maximum ; CT : Cholestérol total ;TG : Triglycérides ; HDL-Cs : Bon cholestérol ;LDL-Cs : Mauvais

cholestérol.

Dans les résultats qui suivent, on peut voir le taux d’atteinte de la population par les anomalies lipidiques

- 26 % des patients ont une hypercholestérolémie avec un taux du cholestérol total>2g/I

- 36 % ont une hyper-triglycéridémie avec un tauxdeTG>1.5¢/I

- 50 % ont un taux élevé de LDL-Cs

- 42 % ont un taux bas de HDL —Cs

- 13 % avec une dyslipidémie mixte (hypercholestérolémie + hyper-triglycéridémie).

Relation entre la troponine sérique et les parameétres lipidiques

Le (Tableau 3) présente les corrélations entre la troponine et les paramétres du bilan lipidique. Une
corrélation positive significative a été notée entre la troponine et le LDL-Cs (R= 0,56 ; P=0,04).
Cependant, aucune corrélation significative n’a été constatée entre la troponine sérique et les autres
paramétres dosés. Une corrélation hautement significative a été observée entre 1’age des patients et les

niveaux sériques de la troponine (R=0,73 ; P=0,000).

Tableau 3 : Corrélations de Spearman entre la troponine et les paramétres du bilan lipidique

R P
T/ Age 0,73 <0,05
TICT 0,24 0,08
T/ LDL-Cs 0,56 0,04
T/HDL-Cs -0,43 0,06
TITG 0,37 0,07

Avec R= coefficient de Spearman
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Prévalence des facteurs de risque cardiovasculaires

Parmiles100 sujets questionnés, 53 patients sont diabétiques (53%), et18 présentent une insuffisance
rénale (18%), Parmi les 100 patients qui ont fait I’objet de cette étude 36 déclarent avoir des antécédents
familiaux ou personnels (36%) de maladies cardiovasculaires, 57 sujets sont des hypertendus (57%), 32
patients sont des fumeurs (32%). Plus de 50% de la population étudiée présente au moins 5 facteurs de
risques avec des prévalences élevées, caractérisés par la dyslipidémie (78% de patients) et la sédentarité
(63%) et a un degré moins ’HTA (57%) et le diabéte (53%).

Alimentation et IDM

Parmi les sujets ayant fait 1’objet de 1’étude, 43 sujets (43%) déclarent avoir un régime alimentaire riche
en acides gras saturées [produits laitiers gras, les ceufs (principalement) et secondairement les viandes
grasses],en acides gras insaturés trans(les produits de panification industrielle surtout), riche en produits
sucrés et pauvres en fruits et légumes.Cependant,57 patients (57%) déclarent avoir un régime
alimentaire riche en fruits et [égumes, en céréales et pauvre en corps gras.

La présente étude vise a estimer la prévalence de I’infarctus du myocarde et des facteurs de risque
cardiovasculaires au sein de la population de la région de Blida et ensuite a caractériser le profil lipidique
chez les sujets ayant démontré un IDM confirmé.

L’estimationdelaprévalencedel’ IDMnécessitetoutd’abordledosagedestroponinesquisontungroupedetroi
sprotéinesquirégulentlescontractionsmusculaires.Leurprésenceest donc, normalement, indétectable
dans lesang. Le dosage des troponines est habituellement effectué lors d'une admission en urgence dans
un service de santé lorsqu’une atteinte cardiaque est suspectée. Durant la période de notre étude, le
nombre de demandes de dosage de troponines était trés important avec 1124 dosages en 2 mois
seulement. Il mérite une attention particuliere en ce qui concerne la prévalence des maladies

cardiovasculaires, plus précisément, les maladies coronariennes en Algérie.

Une prévalence non négligeable de I’infarctus du myocarde a été constatée dans la population étudiée.
L’athérosclérose étant la cause principale d’infarctus du myocarde, ses facteurs de risque regroupent
ceuxdel’infarctus du myocarde comme le témoigne plusieurs données de la littérature [13 ,14].La
prévalence de I’IDM dans notre étude était nettement élevée chez le sexe masculin. En effet, il a été
démontré que la maladie coronaire touche les femmes essentiellement aprés 65 ans, soit en moyennel0
a 15ans plustardque les hommes. Cette inégalité pourrait relever d’une protection vasculaire conférée
par les cestrogénes naturels, d’une accélération de 1’athérogenése contemporaine de la puberté
masculine, et de différences de niveau de certains facteurs de risque comme le tabac ou le profil
lipidique. Une ménopause précoce naturelle ou chirurgicale représente en elle-méme un facteur de risque

chez la femme [15].
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L’homme est nettement plus exposé aux accidents cardiovasculaires que la femme enpériode d’activité
génitale. Cependant, et cela a été longtemps ignoré, le niveau de risque chezla femme rejoint
progressivement celui de I’homme, plusieurs années aprés la ménopause [16]. L’incidence des MCV
augmente avec 1’age de fagon quasi exponentielle. Dans notre étude, les concentrations les plus élevées
des troponines ont ¢té notées chez les sujets dont 1’age dépasse les 60ans. Pratiqguement les IDM sont
inexistants avant 20 ans et les plaques d’athérosclérose apparaissent ensuite au niveau de 1’aorte
abdominale puis des artéres coronaires et, enfin, des artéres encéphaliques. Le role de 1’age n’est pas
univoque dans la physiopathologie de I’athérosclérose. L’augmentation de 1’dge allonge la durée
d’exposition aux autres facteurs de risque. Le processus d’athérosclérose pourrait étre en partie dii au
vieillissement [15]. L’hérédité joue a son tour un réle important, notamment en présence d’un antécédent
de maladiecoronaire précoce avant 45 ans chez I’homme et avant 55 ans chez la femme. Tous les
registres de patients confirment la fréquence des antécédents vasculaires chez les sujets hospitalisés pour
infarctus du myocarde[17].

Dans notre étude plus de la moitié des sujets atteints d’IDM souffraient de diabéte. Cette maladie
chronique, grave et fréquente est un facteur de risque modifiable, soit par prévention de son apparition,
soit par dépistage rapide, ou encore par un suivi « rigoureux» du traitement. Le diabéte et les maladies
cardiovasculaires sont fortement liés; prés de 80% des diabétiques décédent des suites de ces
affections[18]. La maladie coronaire est la premiére cause de mortalité et de morbidité chez les patients
diabétiques, avec un risque pouvant &tre multiplié par 4 par rapport aux patients non diabétiques. Une
étude finlandaise montre que la mortalité cardiovasculaire chez les diabétiques n’ayant pas de maladie
coronaire était aussi élevée que chez les patients non diabétiques ayant déja fait un infarctus. Autrement

dit, le diabéte pése aussi lourd qu’un antécédent d’infarctus[19].

Dans notre étude, la prévalence du tabagisme atteint 32%et elle est exclusivement remarquée chez le
sexe masculin. Le tabagisme est un facteur de risque associé a la maladie coronaire. Une étude
Parisienne précise qu’une consommation de 20 cigarettes par jour expose & un risque de coronaropathie
multiplié par 3,un risque d’infarctus ou de mort subite multiplié par 5. Le tabagisme expose a un risque
chronique(développementdel’athéroscléroseparoxydationdesLDL-CsetbaissedesHDL- Cs), mais aussi
a un risque de complication aigué expliquant la survenue fréquente de mort subite et d’infarctus chezle
fumeur [20]. A I’inverse, I’arrét du tabac se révéle trés efficace en prévention secondaire, puisque
lerisque cardiovasculaire diminue de 50 % aprés 1 an de sevrage et redevient égal a celui de la population
générale aprés 5 ans. Comparé aux autres mesures thérapeutiques prises aprés un premier infarctus du

myocarde, le sevrage tabagique permet de sauver 16 vies pour 1 000 patients traités [21].

La moitié des patients inclus présentaient un surpoids ou une obésité avérée, source du déréglement de

tous ces facteurs, responsables de différentes maladies ultérieures.

p. 68
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Une prévention de cet exces de poids ou sa réduction par un régime adéquat et I’exercice physique a
temps, permettrons de réduire les maladies cardio-vasculaires, entre autres I’TDM. La sédentarité parait
bien constituer un facteur de risque pour les maladies ischémiques. L’effet préventif d’un exercice
physique régulier vis a vis de la survenue des accidents coronaires a é€té bien établi par plusieurs enquétes
épidémiologiques. Pour étre efficace, elle doit se prolonger tout au long de la vie [22]. Dans notre travail,
I’anomalie lipidique atteint une prévalence importante. En effet, Le lien entre 1’hypercholestérolémie et
les maladies par athérosclérose est particulierementbien établi, essentiellement pour les maladies
coronaires. L’élévation du cholestérol total etdes LDL-Cs en particulier, est associée a une augmentation
du risque coronarien de fagon concordante entre les différentes études épidémiologiques [23].Le lien
entre 1’hypercholestérolémie et la survenue d’une athérosclérose prématurée est connu depuis plus de
70 ans, en particulier & partir des études sur les hypercholestérolémies familiales. La relation entre des
élévations modérées du taux de cholestérol et la survenue de complications cardiovasculaires a été
clairement établie dans 1’étude de Framingham rapportée par Kannel en1971[24]. Enfin la santé
cardiovasculaire est conditionnée par nos comportements et nos modes de vie. Le r6le de I'alimentation
est particulierement complexe car elle intervient a plusieurs niveaux sur les évenements eux-mémes, sur
les facteurs de risque et les marqueurs eux-mémes liés aux processus et aux meécanismes intimes

(inflammation, agrégation plaquettaire, oxydation des LDL, insulino-résistance...).

Depuis une guarantaine d'années, nombreuses d'études épidémiologiques ont souligné I'importance des
liens entre certains nutriments ou certains profils nutritionnels et le risque de survenue de maladies
cardiovasculaires. Dans les décennies suivant les années1950, les données scientifiques se sont
beaucoup focalisées sur I'impact des facteurs alimentaires, en particulier les acides gras(AG) saturés, et

sur la cholestérolémie [25].

Dansl'étudedes? pays, il a été rapporté une corrélation positive entre consommation en Acides gras
saturés (AGS) et mortalité Cardiovasculaire, mais les consommations en AGS étaient alors tres élevées
(>20% de l'apport calorique) en Europe du Nord et aux Etats-Unis. Les méta-analyses récentes
desétudesderéductiondesAGSmontrentuneffetfavorablemaislimitésurlerisqueCardiovasculaire[26].La

consommation réguliére de fruits et légumes est systématiquement associée a unemeilleure protection
cardiovasculaire. De nombreux mécanismes peuvent expliquer I'effet protecteur des fruits et légumes
surlerisquecardiovasculaire.Leurrichesseenantioxydants(vitaminesetcaroténoides)limitelerisqued'oxyd
ation des LDL, mécanisme important de I'athérogénes. La consommation réguliére de fruits et de
légumes exerce un effet bénéfique sur le tonus vasculaire, la fonction endothéliale et la pression
artérielle. Leur richesse en certains minéraux (potassium, magnésium) est associée a une baisse de la

pression artérielle [25].
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4- CONCLUSION

Depuis une vingtaine d’années, nous assistons a une augmentation sans cesse de maladies graves en
Algérie. Les maladies cardiovasculaires y compris les infarctus du myocarde constituent les causes de
déces les plus fréquentes dans notre pays. Les chiffres sont alarmantes et les demandes de dosages d ela
troponine sont en augmentation exponentielle et ttmoignent de la gravité du probleme. Les résultats
obtenus a travers cette étude confirment I’importance de la charge des facteurs de risque
cardiovasculaires dans la région de Blida, la plupart des facteurs modifiables sont fortement prévalent.
Unevulgarisationimportantedel’informationdanslesdifférentsmédiassurune
alimentationsainepermettraderéduirelefardeaudesmaladiescardiovasculaires.
Lesdonnéesrecueilliesparlaprésenteétudedoiventinciterlespouvoirspublics a mettre en place un cadre
stratégique multisectoriel de lutte intégrée contre les facteurs de risque modifiables, afin de maitriser

ces facteurs de risque et leurs déterminants socio-économiques.
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Abstract :

Context: Vitamin D has a special place in the scientific literature. Indeed, vitamin D deficiency is a major global
public health problem affecting all age groups.Objectives: The aim of this work is to study the relationship
between dietary intake and vitamin D status in the Algerian population.Method: A questionnaire on the main
dietary sources of vitamin D was distributed in a population of 945 healthy young adults for whom a 25-
hydroxyvitamin D assay was performed.Results: Mean 25-hydroxyvitamin D concentration was 14.41+9.16
ng/ml. No significant relationship was found between egg consumption and calcidiol levels (P=0.25) in a bivariate
analysis. The consumption of fatty fish at least once a week constitutes in our case a protective factor against
hypovitaminosis D (adjusted OR= 20.44; P=0.000). Consumption of dairy products with a frequency of once
serving per day and a frequency of one to two servings per day was associated with normal vitamin D status in our
study in multivariate analysis (adjusted OR = 0.084; P=0.000).Conclusion:A food fortification strategy should be
considered to ensure better vitamin D status.

Keywords:Vitamin D: Consumption; Vitamin D status;Deficiency; Algeria.

Association du statut plasmatique en vitamine D avec I'apport alimentaire en Algérie

(Etude transversale).

Résumé :

Contexte : La vitamine D occupe une place particuliere dans la littérature scientifique. En effet, la carence en
vitamine D est un probléme majeur de santé publique au niveau mondial, qui touche toutes les tranches d'age.
Obijectifs : Dans la présente étude nous visons a étudier la relation entre 1’apport alimentaire et le statut en
vitamine D dans la population algérienne.Méthode : Un questionnaire comportant sur les principales sources
alimentaires de la vitamine D a été distribué a un effectif de 945 sujets jeunes adultes en bonne santé pour lesquels
un dosage de la 25-hydroxyvitamine D a été effectué. Résultats:La concentration moyenne en 25-
hydroxyvitamine D était de 14,41+9,16 ng/mL. Aucun lien significatif n’est retrouvé entre la consommation des
ceufs et les niveaux du calcidiol (P= 0,25) en analyse bi-variée. La consommation de poissons gras au moins une
fois par semaine constitue dans notre cas un facteur protecteur contre I’hypovitaminose D en analyse multi-variée
(OR ajusté = 20,44 ; P=0,000). La consommation de produits laitiers avec une fréquence de moins d’une portion
par jour (OR ajusté = 0,084 ; P=0,000) et une fréquence d’une a deux portions par jour (OR ajusté =0,074 ; P=
0,000) était associée a un statut vitaminique D normal dans notre étude.Conclusion : Une stratégie de fortification
des aliments doit étre envisagée afin d’assurer un meilleur statut en vitamine D.

Mots clés : Vitamine D ; Consommation ; Statut en vitamine D ; Algérie.
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1- INTRODUCTION

The field of vitamin D has seen an exponential increase in the number of scientific publications (1)
Unlike conventional vitamins, vitamin D (or calciferol) is not exclusively provided by food, so this
definition is inappropriate for vitamin D.Rather, it is defined as a subclass of fat-soluble steroids and is
essential for phosphocalcium and parathyroid hormone (PTH) homeostasis in the human body (2).

Few foods naturally contain vitamin D. It exists in two forms, vitamin D2 (ergocalciferol), found in
plants, and vitamin D3 (cholecalciferol), found mainly in fatty fish (3, 4)Food (fatty fish, liver, meat,
eggs) provide only 100 to 200 IU of this vitamin per day,covering only 10-20% of needs. Dermal
synthesis after exposure to ultraviolet B rays (UVB) therefore remains the main source of vitamin D and
covers 90% of the vitamin's requirements (5).Indeed ,vitamin D deficiency is a major global public
health problem (6, 7) The prevalence of vitamin D deficiency varies according to the thresholds used to
define deficiency or insufficiency. However, whatever the threshold chosen, vitamin D deficiency would
be widespread throughout the world (8, 9, 10).

The objective of this work is to study the frequency of consumption of the main food products
containing vitamin D naturally or not (fortified products) and its relationship with vitamin D status in

healthy young adults in Algeria.
2- MATERIAL AND METHODS
Type, region and period of study

This is a cross-sectional descriptive-analytical, prospective and multicentric epidemiological study
carried out in the region of Blida located in the northern part of Algeria on 945 young adult subjects in
apparent good health who consulted the various medical analysis laboratories involved in our
investigation for a determination of 25-hydroxyvitamin D (25 [OH] D) or calcidiol between May 4 and
August 31, 2019.

Blood sampling, sample processing and bioassays

Blood samples were taken from each patient in the morning by venipuncture by the laboratory staff. A
volume of 9 mL of blood was collected on two tubes [one heparinized tube and one

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) tube].

After centrifugation at 4000 rpm for 2 minutes, the plasmas were divided into aliquots and then frozen
at -20°C Temperature that allows the stability of all biochemical parameters to be dosed for at least 8
months) (11,12).
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It is important to note that the 25(OH)D assay was performed by electrochemiluminescence technique
(cobas e411, Roche with a detection limit of 3 ng/mL) and on the mini vidas automated system marketed
by bio-Mérieux which combines the sandwich enzyme-linked immunosorbent method in one step with
a final ELFA ((Enzyme Linked Fluorescent Assay) fluorescence detection with a detection limit of
(8.1ng/mL).

Data collection

A questionnaire on the main dietary sources of vitamin D was distributed to all participants in this study:
Consumption of fatty fish (13); dairy products, eggs or egg products (14,15) ; foods fortified with
vitamin D (16).

Statistical analysis

All the data recorded on the questionnaire were transferred to an Excel file and then coded and sorted
for statistical analysis. In our study the statistical analyses were carried out with the software "SPSS

21.0." We considered a significance level of 5% for all analyses.

The frequency of food consumption was expressed as a percentage (%).The simple logistic regression
method with the calculation of raw odds-ration (OR) and their 95% confidence interval was used to
investigate the relationship between consumption (or not) of vitamin D-containing foods and vitamin D

status. Significant variables were then analysed by multiple logistic regression.
3-RESULTS AND DISCUSSION
Population characteristics

A total of 945 subjects are included, of which 303 subjects (32.1%) were male and 642 subjects (67.9%)
were female; the sex ratio is 0.47; the mean age of our population is 27.77+ 3.94 years. The mean
calcidiol concentration of our population is 14.41+9.16 ng/mL.which is quite low despite the high level
of sunshine characterizing the region and the period of the study. The same findings have been found in
numerous studies carried out in Africa (17) and in the Middle East (18), regions known for their very
high level of sunshine.The high prevalence of vitamin D deficiency and insufficiency in these
populations could be attributed to several factors the wearing of covering clothing, particularly among
Middle Eastern women, increased skin melanin content among urban Africans, lack of vitamin D

supplementation and food fortification, and insufficient exposure to sunlight (19).
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Frequency of consumption of food products containing vitamin D

73.4% of the subjects included report the consumption of fatty fish with a frequency of 1 to 2 servings
per month, 54.7% of the population report the consumption of dairy products with a frequency of 1 to 2
servings per day,89.7% of subjects consumed eggs and egg-based foods at least once a week.However,
all of the subjects surveyed reported that they did not consume vitamin D-fortified foods (Table 1),the

non-availability of these products on the Algerian market could explain these results.

Indeed and in literature seven clinical trials reported a significantly greater increase in circulating levels
of 250HD in intervention groups consuming vitamin D-fortified yoghurts compared to control groups
(16). This makes non-consumption of fortified products a determining factor involved in the

hypovitaminosis D observed in the Algerian population.
Table 1. Population distribution by frequency of consumption of foods containing vitamin D

Food item Number (n) Percentage (%)

Consumption of oily fish:

At least once a week 136 14,4
1 to 2 times /month 694 73,4
Never 115 12,2

Dairy products:

At least one serving per day 272 28,8
1 to 2 portions/day 517 54,7
3 or more portions/day 156 16,5

Eggs and egg-based foods:

1 to several times a week 848 89,7
< 3 times/month 97 10,3
Vitamin D-fortified foods 0 0

Relationship between dietary data and vitamin D status

In bi-variate analysis (Table 2), consumption of fatty fish with a frequency of once a week showed a
statistically significant relationship with vitamin D status (P=0,000), consumption of dairy products with
a frequency of less than one serving per day or with a frequency of once to twice a day also showed a

significant relationship with vitamin D status (P=0,000).
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However, no significant relationship was found between egg consumption and calcidiol levels (P=0.25).

Table 2.Results of the bi-variate analysis of diet-related determinants of vitamin D status.

Raw OR [95%] P
Dairy products :
At least one portion/day 11,89[5,63-25,12] 0,000
1 to 2 portions/day 13,54[7,30-25,11] 0,000
3 or more portions/day
Consumption of oily fish:
At least once a week 0,04[0,01-0,16] 0,000
1 to 2 times /month 0,82[0,24-2,81] 0,76
Never
Eggs and egg-based foods:
1 to several times a week 1,51[0,74-3,05] 0,25
< 3 times/month
Consumption of foods fortified with vitamin D o o

Multivariate analysis has identified the following dietary determinants of vitamin D status in our

population:
Consumption of dairy products

Consumption of dairy products with a frequency of one serving per day and a frequency of one to two
servings per day was associated with normal vitamin D status in our study with an OR = 0.084; 95%
CI [0.04- 0.17] (P=0.000) and an OR = 0.074; 95% CI [0.04-0.13] (P=0.000) respectively.

Eating oily fish

The consumption of oily fish at least once a week is in our case a protective factor against
hypovitaminosis D with an OR= 20.44; 95% CI [6.15 - 67.91] (P=0.000).

Our results corroborate that regular consumption of fatty fish (at least once a week in our case) is

associated with normal vitamin status (OR= 20.44; P=0.000) as reported in other published work :

Citing for example the study conducted in Russia involving 1,664 residents (1,544 adults aged 18-75
and 120 children/adolescents aged 3-17) where analyses of the questionnaires showed that regular fish

consumption (at least once a week) was associated with a higher level of 25-hydroxyvitamin D (20).

In many other studies the consumption of fatty fish has been found to be a protective factor against

vitamin D deficiency:

p. 77
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In a study of 103 healthy employees in Sydney, Australia, the consumption of fatty fish was a
determinant of vitamin D status (p < 0.05) (21).Finally, an increase in fish consumption has led to

significant improvements in vitamin D status in Poland (22).

The consumption of dairy products emerges as a protective factor of deficiency in multivariate analysis.
Several studies support our results. For example, Forrest and Stuhldreher reported in 4495 American
adults that not consuming milk daily was independently associated with vitamin D deficiency (P < 0.05)
(23). In contrast, other published work shows no significant relationship between the consumption of
dairy products and the vitamin D status of individuals (24,25).

In our study we did not find a significant association between egg consumption and vitamin D status in
bi-variate analysis (OR=1.51; P=0.25).

Results similar to ours were also found in a study conducted in northern France by Deplanque et al; on
a healthy adult population between 18 and 65 years of age (24) and another cross-sectional study of 72
people aged 60 years conducted by Okan et al; (p > 0.05) (26).However, in some studies, egg
consumption has been shown to be a protective factor for calciferol deficiency (27).

4- CONCLUSION

Given some of the risk factors for hypovitamin D hypovitaminosis related to modern lifestyles, the low
number of foods naturally containing vitamin D, and cultural or religious practices that often lead to sun
avoidance behaviour in countries with high levels of sunlight preventing better exposure to the sun,
fortification of foods with vitamin D appears to be the most appropriate means of improving vitamin D
intake and status in the general population to cover vitamin D dietary recommendations. A food
fortification strategy should be considered as soon as possible in order to make these products easily

accessible to the Algerian population.
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Abstract
Triboliumconfusumis one of the main insect pests of stored foodstuffs; its control requires a mastery of its biology.

In the present study, we investigated the effect of different diets (wheat flour, semolina, and crushed wheat kernels)
on some biological parameters of T. confusum which are life cycle, weight; longevity; fecundity; fertility; and sex
ratio, under laboratory conditions (30+2°C and 70+5% R.H). The insect grows on all the food substrates tested
and its life cycle is longer on semolina(43.07+2.09 days) and shorter on wheat flour (34.82+1.20 days).The pest
undergoes 8 larval stageson semolina and 7 stages on wheat flour and crushed wheat kernels. The weight of females
and males are the same on semolina and wheat flour, also the average weight of females is higher than that of
males for each type of substrate tested. Adults in a mixture population (in a group) have a long lifespan on different
substrates varying from 29.57 to 30.51 weeks in females and from 32 to 35.66 weeks in males. The longevity of
T. confusum adults is not affected by food substrates and sex.The pre-oviposition period varies from 5 to 7 days
depending on the food substrate, and the number of eggs laid by females also varies similarly. The fertility is
greater on crushed wheat kernels and semolina and the sex ratio is close to unity. These results provide important

information on the population growth of T. confusum on the three most consumed food substrates.

Keywords: Triboliumconfusum; Life table; Development; Reproduction; Weight; Food substrate
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1- INTRODUCTION

In Algeria, cereals and their derivatives play an important role in the food system and the national
economy (Djermoun, 2009). However, cereal production is faced to pedoclimatic, socio-economic, and
biotic constraints (Djermoun, 2009; Waongo et al., 2013; Kara et al., 2020). Insect pests represent the
major constraint in the storage system and can cause the total loss of stock (Ngamo et al., 2007).

The confused flour beetle, T. confusum is among the main insect pest of stored products, it leads to major
economic losses every year, by reducing the quality of infested products. It is a cosmopolitan insect and
its biology requires great attention (Almas$i and Poslonec, 2014).This insect is
holometabolousdisplaying a complete metamorphosis in which the immature stages differ from the adult
(Shanholtzer and Lumsden, 2012).T. confusumhas well-developed membrane wings but has never been
seen to fly(Robinson, 2005). It is a secondary pest that isunable to break the hard shell of whole grains,
it mainly attacks flour, semolina, and grains damaged by other insects or by mechanical harvesting
(Ozkaya et al., 2009). Contaminated foods create favorable conditions for the growth of molds, which
reduces their nutritional value (Nowaczyk et al., 2009).In serious infestation, the foodstuffs become
greyishwith an unpleasant odor and are unsuitable for human consumption (Lis et al., 2011).T. confusum
is harmful both in the larval and the adult stages, the damages caused by this insect pest range from 5 to
30% of the total worldwide production(Mohammed, 2013).Control of T. confusum relies heavily on the
use of synthetic pesticides that leads to serious problems such as environmental pollution; deterioration

of food grains due to chemical residues; insect resistance (Bounechada and Arab, 2011).

Biological parameters of insects, such as life table, longevity, and reproduction, are important elements
of their life history and reveal the optimal time forthe suppression of their densities (Abdelsamad et al.,
1988; Razazzian et al., 2015).

Studies on the biology of T. confusumon wheat flour are very old and limited (Brindley, 1930; Good,
1933; Chapman and Baird, 1934; Park and Frank, 1948), and recently Kavallieratos et al., (2020)studied
the biological features and population growth of T. confusumon crushed barley and crushed white rice.
To our knowledge, there is no information about the biology of T. confusumon semolina and crushed
wheat kernels. The present study aimed to determine the effect of three commodities (wheat flour,
medium grain semolina, and crushed wheat kernels) on some biological parameters of T. confusum under
laboratory conditions to better know this insect and plan measures for its control. Our results show that

the behavior of T. confusum is influenced by the type of resource.
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2- MATERIAL AND METHODS

Insect rearing

Insects were obtained from a flour mill in the Azazga region and maintained in the laboratory of applied
entomology, university of Tizi-Ouzou, Algeria. Adults are reared on 150g of medium grain semolina in
glass jars with lids that had small holes for ventilation and kept in a dark incubator at 30+2 °C and
70+5% R.H.

The life cycle of T. confusum on three food substrates

We followed the methodology used by(Kheloul et al., 2020). The first generation of adults was put in
wheat flour for oviposition; eggs are collected after 24h by sifting the flour through 250 mesh sieve.
The eggs begin to hatch between the 4th and 7th day, we have followed a homogeneous population of
60 first instar larvae (L1) after an egg incubation period of 4 days. Each larva is placed alone in a Petri
dish containing 0.5¢g of tested food substrates. At the fourth life stage, the larva is transferred to 0.5g of
the same renewed substrate to allow it to continue its development. The experiment is carried out under
the same laboratory conditions as the mass rearing. Life cycle monitoring is performed daily until the
emergence of adults. Moultingis marked by the presence of an exuviae which is removed in each
observation. The biological parameters evaluated are therefore the duration of each larval stage, the

pupal stage as well as the total duration of the development cycle from egg to adult.
Adult weight

To determine the average weight of adults on the three food substrates, the 1st instars larvae (L1) were
put alone in Petri dishes of 6cm diameter containing 1g of substrate.At the pupal stage, the pupae were
sexed and 40 adult males and females were weighed 48h after their emergence using an analytical

balance.
Adult longevity

The longevity of adults male and female was studied in groups over 12 months on three food
substrates.A total of 10 males and 10 females aged 24h were grouped in Petri dishes of 9cm diameter
containing 10g of food substrate. The number of repetitions is set at 5. The sexing of the individuals was
carried out at the pupal stage; the females were marked at their elytron with a blue dot using a marker
to facilitate their location. The experiment took place under the same conditions as mass rearing.

Mortalities were noted every week and the substrate is also changed.
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Fecundity

Adult males and females were separated at the pupal stage and then paired.60 pairs aged 24h
werefollowedand each pair is placed in a Petri dish of 6¢cm diameter with 2g of substrate. Fecundity is
assessed daily for one month only for the three food substrates because it takes more than a year to
estimate the total fecundity of these insects. Daily sieves were carried out for wheat flour and semolina,
using a 250u and 300 mesh sieve respectively; the eggs were counted and then put in the incubatorfor

one week to determinetheir hatching rate or embryonic survival rate.

In the case of crushed wheat grains, since it is difficult to locate the eggs in this substrate, the pair of
adultswere moved daily to a new Petri dish and the number of live larvae was counted. The pre-
oviposition period which corresponds to the time taken by the female to start laying eggs was

determined.
Post-embryonic survival rate and sex ratio

We used the modified experimental design of Gueye et al. (2015). It consists of the following 60 pairs
of T. confusum, aged twenty days; each pair is placed in a Petri dish of 6cm diameter, containing 2g of
each food substrate. After 24h, the adults are removed; the eggs are collected by sieving the semolina
and wheat flour. The eggs laid and hatched were counted. In crushed wheat kernels, it is difficult to
count the eggs; in this case, the total number of larvae is counted. The young larvae were kept until the

emergence of the adults, and the sexing of the individuals is carried out at the pupal stage.

The fertility or post-embryonic survival rate is determinedfor the flour and semolinaas well as the sex
ratio which gives the percentage of females of the offspring. If the sex ratio is greater than 50%, it is in

favor of females, otherwise, it is in favor of males (Gueye et al., 2015). The following formulas are used:
Fertility (%) = (Number of adults emerged/ Number of hatched eggs) x100
Sex ratio (%) = (Number of females/ Number of females+Number of males) x100

In the case of crushed wheat kernels, the biased fertility rate is the ratio of the number of adults that

emerged to the total number of larvae(Gueye et al., 2015).
Statistical analysis

The normality of the data is verified by the Kolomogrov-Smirnov and Shapiro-Wilk test, after that, the
results were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA) using the software Stat Box, version
6.4. Means were compared by Newman and Keuls test at a 5% level of significance. The results relating
to the longevity of T. confusumare submitted to the student's test, using Spss version 20. Means *

standard deviation of data are reported.
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3- RESULTS AND DISCUSSION

The life cycle of T. confusum on three food substrates
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The different stages of T. confusumfrom egg to adult were shown in table 1.

Table 1.The mean duration of different stages of T. confusum (in days) on three food substrates

Medium grain Wheat flour Crushed wheat
Life stages semolina kernels p
(Kheloul et al.
2020)
Eggs incubation 40 40 4+0 - -
1st instar larvae 2+0 2+0 2+0 - -
2nd instar larvae 6.27+1.60b 5.43+0,76 ¢ 7.42+1,18a 29.273 <0.001
3rd instar larvae 429+0.60a 3.05+£0.23¢c 3.68+0.67b 55.335 <0.001
4th instar larvae 349x0.76 a 279+0.35b 3.43+£0.53a 22.821 <0.001
5 th instar larvae 3.63+0.59a 3.02+0.13c 3.23+£050b 19.078 <0.001
6 th instar larvae 341+049a 296 +0.13b 3.40+049a 15.392 <0.001
7 th instar larvae 3.41+049c 557+055b 6.07£0.70 a 270.397 <0.001
8 th instar larvae 6.02+0.73 - - - -
Larvaldevelopment 3252+201a 2482+1.20c 29.23+1.74Db 264.437 <0.001
Pupation 6.55+0.50 a 6+£0b 6.47 £0.50 a 26.625 <0.001
Life cycle duration 43.07+2.09a 3482+1.20c 39.70+1.80b 287.816 <0.001

At each line, the means followed by a different letter are significantly different and the same letters indicate non-
significant differences within food substrates at the 5% level (ANOVA)

According to our observations, the incubation period of T. confusum eggs ranges from 4 to 7 days.
However, Ahmady et al. (2017) noted a shorter incubation time of T. confusum eggs of 2 to 3 days at 30
°C and 70% RH. While they take 7.6+0.2 days, at 25+1 °C and 65+5% RH, to hatch (Stamopoulos et
al. 2007). The number of larval stages varies according to the food substratetested; we observed 8 larval
stages on semolina and 7 larval stages on wheat flour and crushed wheat kernels. Other studies show
that the insect goes through 6 larval stages on wheat flour at 30 °C and 73% RH, with a total life cycle
duration of 29 days (Brindley, 1930). The results of (Stamopoulos et al. 2007)on wheat flour, agree with
ours, these authors count 7 larval stages in T. confusum, at 25+1°C and 65+5% RH, on the other hand,

the total duration of the cycle islonger at this temperature (49+2.02 days).
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The analysis of variance showed highly significant differences in the duration of the different larval
stages depending on the food substrate (Table 1), also, the total duration of larval development shows
highly significant differences between the three substrates, it is greater on semolina than on crushed
wheat kernels and flour. Once larval growth is complete, the larvae molt into pupae. Pupation time is
longer on semolina and crushed wheat kernels compared to flour. As for the total average life cycle
duration of T. confusum on the three food substrates, ANOVA analysis showed very highly significant
differences, the longest cycle is obtained on semolina (43.07 = 2.09 days) and crushed wheat kernels
(39.70 + 1.80 days) and shorter on flour (34.82 £ 1.20 days).

The speed of the development cycle is influenced by temperature and humidity (Howe, 1956). At 30 °C
and 70% RH, the development cycle of T. confusum, is 33 days on wheat flour, which is close to our
result (Ahmady et al. 2017). The development cycle of the related species T. castaneum on wheat flour
is 29.7 days, at 27+0.2 °C and 60+2% RH, and the insect goes through 5 larval stages (Baldassari et al.,
2008). At 30 °C and 70% RH, T. castaneum undergoes 6 larval stages on the same food substrate
(Abdelsamad et al. 1988). The number of larval molts is not fixed, it varies from 6 to 11 or more (Good,
1933). This variation is due both to external conditions, such as food, temperature, and humidity, and

individual characteristics that are completely independent of external influences.

For the three food substrates tested, our results reveal that the longest larval stages are the second and
the last instar which confirms the observations of (Stamopoulos et al. 2007). While in T. castaneum, the
last instar larva is the longest larval stage (Abdelsamad et al. 1988).

Adult weight

ANOVA analysis indicates a highly significant variation in the mean weight of females (f = 16.768, p
<0.001, df = 2) and in the mean weight of males (f = 33.725, p <0.001, df = 2) depending on the food
substrate. The Newman and Keuls test reveals no significant differences in the mean weight of females
and males on semolina and wheat flour (Table 2).The average weight of insects is higher on semolina
and flour compared to crushed wheat kernels,it may be due to the food which is more easily assimilated

by insects than crushed wheat kernels.

Table 2. Mean weights (mg) ofT. confusum females and males as a function of the food substrate.

Weight (mg)

Food substrate F p
female male
Semolina 2.3610.44 (a) 2.06+0.20 (a) 15.579 <0.001
Wheatflour 2.40+0.20 (a) 2.13+0.17 (a) 43.222 <0.001
Crushed wheat kernels ~ 2-04£0.23 (b) ~ 1.80+0.19 (b) 24.855 <0.001

The means within each column followed by different letters are significantly different at the 5% level (ANOVA).
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Moreover, the comparison between the average weight of males and females on each food substrate
showed highly significant differences(semolina: f=15.579, p<0.001, df=1), (wheat flour: f=43.222,
p<0.001,df=1), (crushed wheat kernels: f=24.855, p<0.001, df=1). Females have the highest weight
compared to males (Newman and Keuls test). On the other hand, the weight of T. castaneummales
(2.031£0.04 mg) does not differ from that of females (2.028+0.04 mg) when developing on wheat flour
(Sreeramoju et al., 2016).

Adult longevity

The longevity of females on the three substrates varies from 29.57 to 30.51 weeks and from 32 to 35.66

weeksin males (Table 3). We noticed also living individuals after 12 months of monitoring.

Table 3. The mean longevity in weeksof T. confusum in a mixed population according to the nature of
the substrate (nQ =50 and nd' = 50) (T°: 30 ° C, RH: 70%).

Number of Number of

Substrate Sexe living adults deadadults Meanlongevity
Females 17 33 29.57+10.04
Wheatflour

Males 20 30 32.53+10.14

Females 9 41 30.07+9.78
Medium grain semolina

Males 21 29 32+7.61

Females 21 29 30.51+£11.53
Crushedwheatkernels
Males 26 24 35.66+10.24

The t-test did not show any significant differences between the average longevity of males and that of
females (wheat flour: t-test = -1.161, df = 61, p = 0.250; semolina: t-test = -0.882, df = 68, p = 0.381;
crushed wheat kernels: t-test = -1.701, df = 51, p = 0.095).While in a mixed population of T. confusum
which feeds on wheat flour, at 30 °C and 70% RH, and with the same number of males and females,
these are females who live longer (30.1£2.96 weeks) than males (22.6+1.56 weeks) (Spratt, 1980).0On
the other hand, in Triboliumfreemani, males have a longer average lifespan (346.7 days) than females
(329.1 days) when they are found in groups and feed on wheat flour, at 32,5+0.5 °C and 70+7% RH
(Imura, 1987). In other stored food insects such as Rhyzoperthadominica and Prostephanustruncatus,
males have a longer lifespan than females, this is probably due to a continuous reproductive effort of

females which would have reduced their survival rate (Edde and Phillips, 2006).
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The t-test also reveals no significant differences between the mean lifespan of males on wheat flour and
semolina (t-test = 0.226, df = 57, p = 0.822), as well as on wheat flour and crushed wheat kernels (t-test
=-1.123, df = 52, p = 0.267), likewise on semolina and crushed wheat kernels (t-test = -1.483, df = 51,
p = 0.144).Also no significant differences in the mean lifespan of females on wheat flour and semolina
(t-test = -0.215, df = 72, p = 0.831), as well as on flour and crushed wheat kernels (t-test = -0.344, df =
60, p = 0.732), likewise on semolina and crushed wheat kernels (t-test = -0.174, df = 68, p = 0.863).

Fecundity of T. confusum on food substrates

Eggs laying started on the 5th day on the wheat flour with an average of 2.28 + 1.69 eggs and on the 7th
day on semolina with an average of 1.7 + 1.13 eggs. The number of eggs laid increases over time, up to
almost 7 eggs per day on flour and 6 eggs per day on semolina(figurel A).The pre-oviposition period
was highly significantly different among the two food substrates (f = 57.143, p <0.001, df = 1), it is
longer on semolina (7.71 £ 2.24 days) than on flour (5.36 + 0.86). In the case of crushed wheat kernels,
the larvae begin to appear at the end of the 5th day with an average of 0.4 £+ 1.36 larvae, the number of
larvae increases over time until reaching more than 10 larvae per day(figurel B). The pre-oviposition
period was estimated based on the number of larvae found; it is 6.05 £ 0.72 days. In one month of
experimentation, we counted a total of 11235 larvae from the eggs of 60 tested females.The pre-
oviposition period in T. confusum on wheat flour varies from 5 to 6 days and it is 4 days for T. castaneum,
at 29 °C and 70% RH (Ziegler, 1976). Furthermore, on Brazilian nuts, the pre-oviposition in T.
castaneum is 7.4+1.7 days, at 30£2 °C and 60+10% RH (Pires et al. 2019).

According to our results, the number of eggs laid varies depending on the food substrate; the high
number of larvae found in the crushed wheat kernels implies high fecundityon this substrate compared
to flour and semolina. Ajayi and Rahman (2006) confirm that in T. castaneum, oviposition as well as
the emergence of adults is influenced by the nature of the substrate. This difference in the number of
eggs laid on the three food substrates could also be explained by the daily sieving carried out on the
semolina and the flour. Indeed, sieving constitutes a mechanical disturbance that can reduce the

oviposition rate in T. confusum (Chapman and Baird, 1934).

p. 88
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Figure 1.The mean number of eggs laid by T. confusum females on semolina and wheat flour for 30
days (A).The mean number of larvae from eggs laid by T. confusum females on crushed wheat kernels
for 30 days (B)

e Embryonic survival rate
There wasa highlysignificant difference in the number of eggs laid (f = 53.293, p <0.001, df = 1), the
number of eggs hatched (f = 60.82, p <0.001, df = 1), and the egg hatching rate or embryonic survival
rate depending on the substrate (f = 12.427, p <0.001, df = 1) (Table 4). The hatching rate of T.
castaneum eggs, on sorghum flour, is 91.3% at 30 °C and 70% RH, this rate increases to 96.3% at 35
°C (Abdelsamad et al. 1988). At 32+1 °C, the embryonic survival rate of T. castaneum, on wheat flour
with 10% brewer's yeast, is 94.8% (Fardisi et al., 2013). The hatching rate of eggs depends on various
factors such as temperature, relative humidity, and food substrate (Park and Frank 1948; Ahmad et al.

2012).

Table 4. Hatching rate of T. confusum eggs on flour and semolina

Food substrate  Total number of eggs laid (n= Total number of hatched Hatching rate (%)
30 days) per 609 eggs
Wheatflour 9689 (a) 7831(a) 80,40+3,92 (a)
Semolina 6160 (b) 4730 (b) 76,3318,03 (b)

The means within each column followed by different letters are significantly different at the 5% level (ANOVA).

p- 89
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Post-embryonic survival rate and sex ratio

The fertility rate was affected significantly by the tested food substrates (f = 10.748, p <0.001, df = 2),
this rate is greater in the presence of crushed wheat kernels and semolina. Furthermore, statistical
analysis showed no significant difference in the sex ratio of T. confusumon the three food substrates and
it is close to unity (f = 1.409, p = 0.24623, df = 2) (Table 5).Our results also agree with those of Smith

and Barker (1991), the sex ratio is close to unity in Triboliummadens and Triboliumaudax.

Table 5.Comparison of fertility and sex ratio of T. confusum according to the nature of the substrate

Total Total Total Number of Number of  Fertility Sexratio (%)
Substrate number of  number of number of  females males (%)
eggs laid hatched larvae
eggs

Wheatflour 406 340 - 127 152 83.63;5)24.88 48.77
. 320 252 - 122 112 94.07+12.32 55.68

Semolina (@)
Crushedwheatkernels - - 319 148 162 97'5(3;‘;5'75 47.72

The means within each column followed by different letters are significantly different at the 5% level (ANOVA).

4- CONCLUSION

Our study showed that the type of resource used acts on the length of the development cycle, the
oviposition, the fertility,and the weight of T. confusum, but does not influence the longevity of males
and females.These findings will help to understand the biology of T.confusum and suggest suitable
management options. Therefore, future studies should focus on testing plant extracts and their chemical
compounds against T. confusumto minimize cereal losses through the use of synthetic insecticides.

These natural metabolites have advantages, such as low toxicity to mammals and rapid degradation.
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