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Résumé

La pratique de l'utilisation des antibiotiques dans la production des poissons et la

présence des résidus d'antibiotique ont été étudiées par plusieurs chercheurs.

On a choisi trois articles scientifiques dont le but d’étudier la présence de ces

derniers dans les poissons d’élevage.

Le premier article est présenté sous le titre d’utilisation d'antibiotiques et résidus
d'oxytétracycline chez le poisson-chat africain (Nigeria). Les résultats ont montré que la
majorité des répondants (95%) ont fréquemment administré des médicaments (dans I'eau et
les aliments) a leurs poissons sans ordonnance vétérinaire et sans respecter le délai d'attente.
La Commission a établi une limite maximale de résidus de 600 et 200 pg/kg respectivement.
Cela impliquait qu'une quantité appréciable de poisson, présentait des risques liés aux résidus

d'antibiotiques et a la sécurité alimentaire.

Le deuxieme article montre une détermination de I'amoxicilline dans les tissus de
poisson-chat et de saumon par chromatographie liquide avec dérivatisation précolonne de
formaldéhyde. Les récupérations moyennes d'amoxicilline dopée a 2,5-20 ppb étaient >80 %
pour le poisson-chat et >75 % pour le tissu musculaire de saumon, avec des coefficients de
variation de <6 %. Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) pour les tissus
de poisson-chat le tissu musculaire de saumon étaient respectivement de 0,5 a 1,2 ppb et de
0,8 et 2,0 ppb.

Le troisiéme article étudie la validation primaire des tests Charm Il pour la détection
des résidus d'antimicrobiens dans une série de poissons d'aquaculture. Les résultats de cette
étude démontrent I'adéquation de la technique Charm Il comme outil de dépistage rapide pour
la détection des résidus d'antimicrobiens dans une variété d'especes de poissons aux limites

maximales de résidus (LMR) établies dans les lignes directrices de I'UE.

Mots-clés : Aquaculture des poissons d'élevage, antibiotiques, résidus d’antibiotique,

Maximum limite de résidus, Dépistage.



Abstract

The practice of antibiotic use in fish production and the presence of antibiotic

residues have been studied by several researchers.
Three scientific articles were selected to study the presence of these in farmed fish.

The first article is presented under the title of antibiotic use and oxytetracycline
residues in African catfish (Nigeria). The results showed that the majority of respondents
(95%) frequently administered drugs (in water and feed) to their fish without veterinary
prescription and without respecting the withdrawal period. The Commission established a
maximum residue limit of 600 and 200 pg/kg respectively. This implied that a significant

amount of fish presented risks related to antibiotic residues and food safety.

The second article shows a determination of amoxicillin in catfish and salmon tissues
by liquid chromatography with pre-column derivatization of formaldehyde. Mean recoveries
of amoxicillin spiked at 2.5-20 ppb were >80% for catfish and >75% for salmon muscle
tissue, with coefficients of variation of <6%. The limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ) for catfish tissue and salmon muscle tissue were 0.5-1.2 ppb and 0.8-2.0 ppb
respectively.

The third article investigates the primary validation of Charm Il tests for the
detection of antimicrobial residues in a series of aquaculture fish. The results of this study
demonstrate the suitability of the Charm Il technique as a rapid screening tool for the
detection of antimicrobial residues in a variety of fish species at maximum residue limits
(MRLs) set in EU guidelines.

Keywords: Farmed fish aquaculture, antibiotics, antibiotic residues, Maximum Residue

Limit, Screening.
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Introduction générale

Introduction générale

La péche est une activité importante dans le monde entier. Elle contribue aux moyens
de subsistance de centaines de millions de personnes en leur assurant un revenu. Elle satisfait
des exigences nutritionnelles essentielles de plus d’un milliard de personnes, notamment dans
les pays en développement. Elle répond a des exigences culturelles et récréatives. Ces
derniéres décennies, les péches mondiales sont devenues un secteur tres dynamique de
I’industrie alimentaire et les états cotiers se sont efforcés de tirer parti des nouvelles
possibilités en investissant dans des flottilles de péche et des usines de transformation
modernes pour répondre a la demande internationale croissante de poisson et de produits de la
péche. Suivant les statistiques de captures déclarées, la production halieutique mondiale a
régulierement progresse, passant de 19,3 millions de tonnes en 1950 a prés de 80 millions de
tonnes au milieu des années 1980 (FAO, 2002).

En Algérie, la consommation de poisson et de fruits de mer frais est de I’ordre de 4,5
kg/ha/an. Ce chiffre est tres largement inférieur a la moyenne mondiale qui est de 1’ordre de
19,4 kg/ha/an et reste en dessous des préconisations de I’organisation mondiale de la santé
(OMS) (6,2 kg/ha/an). Dans notre pays, 99,7% des produits halieutiques proviennent de la
péche cotiére et artisanale et les 0,3% restants étant issus de la péche en eau douce pratiquée
dans les barrages (carpe et barbeau essentiellement) (Chiheb, 2006).

Actuellement, différents produits vétérinaires sont utilisés en élevage des poissons,
sous la responsabilité ou non des vétérinaires dans le but de lutter contre les pathologies et

améliorer le rendement. Parmi ces produits, les antibiotiques occupent une place de choix.

Les antibiotiques sont des molécules chimiques ayant tout d’abord un réle
thérapeutique mais certains également sont utilisés pour leur action zootechnique combinée a

I’alimentation animale.

En effet depuis les années 40-50, I’industrie agro-alimentaire s’est mise a utiliser
régulierement des antibiotiques dans I’alimentation animale comme facteur de croissance

pour accroitre sa productivité.

Néanmoins, leur utilisation sans contrdle peut conduire a la formation des résidus
dans les produits issus de ces animaux, surtout lorsque les délais d’attente ne sont pas

respectés par les utilisateurs.

v
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Les risques potentiels liés a la présence des résidus dans les denrées alimentaires
d’origine animale sont de plusieurs ordres : risques cancérigenes (Nitrofuranes), risques
allergiques (Pénicillines, Streptomycine), risques toxiques (Chloramphénicol), modification
de la flore intestinale (Tétracyclines), sélection de bactéries résistantes aux antibiotiques

(plusieurs antibiotiques sont concernés).

C’est pourquoi nous avons fait une synthése de trois études dont 1’objectif général est
la detection des résidus d’antibiotiques dans les poissons d’élevage, la premicre étude se fait
au lbadan, la capitale de I'Etat d'Oyo, dans le sud-ouest du Nigeria, concernant la deuxiéme
étude les poissons sont prends de Jefferson (Etats-Unis), et pour la troisieme étude, les
échantillons sont amenés des poissonneries et des supermarchés en Belgique. lls sont utilisés
trois protocoles différents. Notre choix pour les trois articles dont le but de construire une

base sur I’identification des résidus d’antibiotique par des plusieurs méthodes.
Notre étude de synthése comporte quatre chapitres :

Le premier chapitre concerne la partie bibliographique : nous avons parlé brievement

de généralités sur I’aquaculture et sur les poissons.

Le deuxiéme chapitre représente des genéralités sur les antibiotiques ; leur mode
d’action et classification. On a cité les résidus d’antibiotiques ; facteurs de résistance, les
risques présenté par eux ; le délai d’attente, LMR des antibiotiques et les résidus

d’antibiotiques dans les milieux aquatiques.

Le troisieme chapitre représente le mateériel et les méthodes ; nous avons montré dans
cette partie 1’échantillonnage effectué dans les trois régions des trois études qui sont détaillés
dans notre mémoire, puis nous avons donné le volet expérimental qui comporte la recherche

des résidus d’antibiotiques dans les poissons d’élevage.

Le dernier chapitre comporte les résultats et les discussions : les résultats obtenus
pour chaque méthode, ainsi que les interprétations pour ces résultats des expérimentations. En

fin ce document se terminera par une conclusion et des références bibliographiques.
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I.1. Historique de I’aquaculture

La situation actuelle de I’aquaculture a connu un développement qui s’est étalé sur

plusieurs étapes :

La premiere phase place la méditerranée comme un des berceaux de
I’aquaculture puisqu’elle se situe entre 1500 années av JC et 400 années av JC. Elle
concerne tout d’abord des espéces d’eau douce, capturées et maintenues en stabulation par les
égyptiens sur les rives du Nil en bassin et en terre, pisciculture rudimentaire contemporain
observée en Chine et en Inde. Enfin c’est au 5¢éme siécle av JC qu’une forme

rudimentaire de conchyliculture est apparue en Grece et en Italie.

La seconde phase est celle liée au développement de la valliculture Italienne
concomitante a celle de la pisciculture d’eau douce en Europe centrale. Ce développement
contrairement & celle observée dans le temps archéologique, est lié non seulement a une
demande de produit aquatigue mais aussi a la disponibilit¢ de région défavorisée

difficilement utilisable par I’agriculture.

La troisieme phase est celle du développement de la conchyliculture, cette activité est
née ou pilotée et ressuscitée au début du 19°™ siécle, non pas en méditerranée, mais sur les
cotes de I’atlantique. C’est que vers le milieu du 19°™ siécle que cette activité est déplacée
vers les cotes méditerranéennes, on utilise les techniques adaptées a des cotes sans
marées : Tables fixes aux radeaux. Les premicres fermes conchylicoles s’établirent tout
d’abord en Corse et a Than en France a Naple et a Tarente en Italie, puis dans divers autres
sites de méditerranées occidentales et centrales au cours du 20°™ siécle (cote d’adriatique

italienne, Croatie et Albanie ; lagunes de Tunisie, d’Algérie et du Maroc).

La quatriéme phase de développement est liée cette fois-ci & un investissement
scientifique sans précédent, autant qu’a des mécanismes de financement externes (Maatar et
Bouhaine, 2004).

|.2. Définition de I’aquaculture

L’aquaculture est définie comme ’art de multiplier et d’élever les animaux et les
plantes aquatique (Barnabe, 1991). Selon Barnabe, (1989). Le terme aquaculture recouvre

toutes les activités qui ont pour objet la production, la transformation, le conditionnement et la
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commercialisation d'espéces aquatiques, qu'il s'agisse de plantes ou d'animaux d'eau douce,

saumatre ou salee.
1.3. Les différents types d’aquaculture
L’aquaculture s’intéresse a plusieurs catégories de productions dont les principales :

e La conchyliculture concerne I'élevage des mollusques.

e La pisciculture qui est I'élevage des poissons.

e L’astaciaculture définissant 1'élevage de I'écrevisse genre astacia.
e [’algoculture définissant la culture des algues.

e L’echinoculture concerne 1'élevage des oursins.
|.4. Objectifs de I’aquaculture

Le but fondamental, au sens commun, des activités aquacoles est de produire de la
matiére vivante a partir de I'élément aquatique, c'est-a-dire la production pour la
consommation humaine d'aliments riches en protéines. Elle consiste en fait a manipuler les
milieux aquatiques, naturels ou artificiels, pour réaliser la production d'especes utiles a

I'homme.

Les objectifs de I'aquaculture sont cependant relativement variés selon le

contexte économique dans lequel ils s'inscrivent.

Dans les pays industrialisés, c'est I'obtention de produits aquatiques tres
appréciés et de haute valeur commerciale que la péche ne peut pas fournir en quantité
suffisante. En Europe occidentale et au Japon c'est le Saumon, la Truite, le Loup, la Dorade,
les Algues, Crevettes, Perles, ... En outre, dans ces pays il y a une forte demande sur les
produits ayant des caractéristiques diététiques (faible teneur en graisse, richesse en vitamines

et oligoéléments).

Dans les pays en voie de développement, l'objectif est de produire des
protéines animales que les élevages traditionnels ne peuvent fournir en quantité suffisante du
fait de la surpopulation ou de la deésertification des sols. L'Inde, par exemple, connait

une production d'espéces tropicales tres appreciées (Benidiri, 2017).
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I.5. Impact environnemental

Les élevages des especes aquacoles ont connu une croissance rapide durant ces
derniéres décennies, les trois quarts de la production sont réalisées en Asie, le quart restant en
Amérique latine. D'immenses surfaces ont été défrichées pour installer des élevages ce qui
entrainant une forte érosion des sols et un affaiblissement de la protection contre les

Crues.

Les activités aquacoles affectent I'environnement notamment la qualité de I'eau, de

differentes facons;

e L'augmentation des composés liés au métabolisme des espéces aquacoles tel que les
déchets organiques, les composés azotés et le phosphore.

e Le changement de la température et le pH de I'eau.

e L'augmentation des solides en suspension, des solides sédimentables liés aux

aliments non ingéres.

La composition, la digestibilité et le taux de conversion des aliments conditionnent
en grande partie le niveau des rejets dus a l'activité piscicole, et donc la libération dans le
milieu naturel de matiere organique et de nutriments. Ceux-ci peuvent amener des
changements dans les écosystémes, particulierement les milieux aquatiques (hausse de

la charge en éléments).

Les opérations de production en aquaculture nécessitent l'utilisation de produits
chimiques (désinfectants, fongicides, antibiotiques...) dont I'impact sur la qualité de I'eau et

les organismes aquatiques des milieux récepteurs.
1.6. Apercu sur I'aquaculture mondiale
1.6.1. Situation mondiale de I’aquaculture

Les activités aquacoles observees depuis le milieu des années 1980, qui coincide
avec une relative stabilité de la production de la péche de capture depuis la fin des années
1980. Parallélement a la hausse de la production aquacole, la part du poisson d'élevage

dans l'alimentation a augmenteé rapidement.

L'année 2013 a été marquante a cet égard : pour la premiere fois, la part de

I'aquaculture dans les disponibilités en poisson aux fins de la consommation humaine a
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dépassé celle de la capture a I'état sauvage. La part des produits de l'aquaculture dans
la consommation totale de poisson était de 56 % en 2016 contre 6 % en 1966, 14 % en 1986 et
41 % en 2006 (fig 01).

Le développement de la production aquacole, en particulier pour ce qui est des
crevettes, du saumon, des bivalves, des tilapias et des carpes, transparait de facon évidente
dans le taux d'augmentation relatif de la consommation par personne de différents groupes
d'espéces qui a été enregistré ces dernieres années. Depuis 2000, le taux d'augmentation
moyen annuel est particulierement élevé pour les poissons d'eau douce et les mollusques
(FAO, 2018).
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Figure 01: Part respective de I’aquaculture et de la péche dans la consommation de poisson

(FAO, 2018).
1.6.2. Comparaison de I'évolution de I'aquaculture et de la péche

Le Programme de développement durable I’horizon 2030 correspond & la vision
d'un monde plus juste et pacifique, fixe notamment des objectifs concernant la contribution de
la péche et de l'aquaculture a la sécurité alimentaire et a la nutrition, ainsi que la
conduite des deux secteurs au regard de l'utilisation des ressources naturelles, dans un
souci de développement durable sur les plans économique, social et environnemental. L un
des grands enjeux de la mise en ceuvre de ce programme est I'écart de durabilité entre les pays
développés et les pays en développement, qui résulte en partie de I’accroissement de

I'interdépendance économique.
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En 2016, la production halieutique mondiale a atteint 171 MT, le secteur de
I’aquaculture comptant pour 47 % de ce chiffre la production de la péche de capture étant
relativement stable depuis la fin des années 1980, c'est a l'aquaculture que I'on doit la
croissance continue et impressionnante de I'offre de poisson destiné a la consommation
humaine (fig 02). La consommation de poisson destiné a I’alimentation humaine est passée
de 9,0 kg en 1961 a 20,2 kg en 2015, & un taux annuel moyen d’environ 1,0 %. D’apreés les
estimations préliminaires, elle a continué d’augmenter pour atteindre environ 20,3 kg en 2016

et environ 20,5 kg en 2017 (FAO, 2018).

160

140

120

100

_

1950 195 1%0 1% 1970 1975 190 1985 190 %5 00 205 W0 005

MILLIONS DE TONNES

Production halievtique Bl Production aquacole

Figure 02 : Production halieutique et aquacole mondiale (FAO, 2018).

1.6.3. Production aquacole mondiale

En 2016, la production aquacole mondiale (y compris la culture de plantes
aquatiques) s'élevait a 110,2 MT, pour une valeur ala premiere vente estimée a 243,5
milliards d'USD. La production totale se décomposait comme suit: 80,0 MT de poisson de
consommation, 30 MT de plantes aquatiques (Fig 03) et 37 900 T de produits non
alimentaires. La production de poisson d'élevage destiné a la consommation englobait
le poisson proprement dit 50,1 MT, les mollusques 17,1 MT, les crustacés 7,9 MT et d'autres
animaux aquatiques, tels que les tortues, les holothuries, les oursins, les grenouilles et
les méduses comestibles 938 500 T (FAO, 2018).
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Figure 03 : Production mondiale de poisson d’élevage destiné a la consommation et de

plantes aquatiques cultivees (FAO, 2018).

Depuis 2000, I'aquaculture mondiale ne connait plus les mémes taux de croissance
que dans les années 1980 et 1990 (10,8 et 9,5 %, respectivement). Néanmoins, elle
continue de se développer plus rapidement que d'autres grands secteurs de production
alimentaire. La croissance annuelle a baissé pour s'établir modestement a 5,8 % sur la
période 2001-2016, bien gu'une croissance a deux chiffres ait été enregistrée dans une

poignée de pays, en particulier d'Afrique, entre 2006 et 2010 (fig 04).

La contribution de l'aquaculture a la production mondiale cumulée de la péche
de capture n'a cessé d’augmenter: elle est passée de 25,7 % en 2000 a 46,8 % en 2016. Si I'on
exclut la Chine, la part de I'aquaculture a atteint 29,6 % en 2016, contre 12,7 % en 2000. Au
niveau régional, I’aquaculture représentait 17 a 18 % de la production totale de poisson en
Afrique, aux Amériques et en Europe, et 12,8 % en Océanie. En Asie (hors Chine)
(FAO, 2018).
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Figure 04: Taux de croissance annuel moyen de la production aquacole (hors plantes
aquatiques) (FAO, 2018).

1.6.4. Evolution de la production aquacole mondiale par groupes d’espéces

La figure ci-dessous (fig 05) montre une prédominance des produits de
I’aquaculture d’eau douce depuis les années 1970 et qui continue de croitre jusqu’a
I’heure actuelle. Vient en seconde position, 1’¢levage des mollusques bivalves suivi de
I’élevage de crustacés (FAO, 2008). La période 2000-2006 a été caractérisée par une forte
poussée de la production de crustacés et, dans une moindre mesure de poissons marins. La
croissance de la production des autres groupes d’especes entame un ralentissement, et le
taux global de croissance, méme s’il n’est pas quantité négligeable est loin des extrémes

enregistrées pendant les deux derniéres décennies.
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Figure 05 : Evolution de la production aquacole mondiale par groupes d’espéces (FAO,
2008).
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|.7. L’aquaculture méditerranéenne
1.7.1. Evolution de la production

L’aquaculture est devenue une activité majeure en méditerranée, représentant un
apport de 400 000 tonnes dont 250 000 tonnes environ d’aquaculture marine en 1995 (contre
200 000 tonnes, dont 85 000 tonnes de produits marins en 1985), sur un total d’apport
de la mer de 1 365 000 tonnes pour I’ensemble de la méditerranée. Le potentiel
aquacole de la méditerranée est depuis longtemps reconnu et pratiquement tous les pays de
son littoral, et en particulier ceux du sud de I’Europe ont apporté un soutien considérable a ce

secteur, tant au niveau de la recherche que du développement (Ferlin, 2008).
1.7.2. Evolution de la production aquacole des différents pays

En ce qui concerne la production aquacole, elle est dominée par certains pays, a
savoir ’Egypte, la France, I’Espagne, [I’Italie, la Gréce et la Turquie. Mais c’est
I’Egypte qui a enregistré la plus forte évolution au cours de ces derniéres années. Ces six
pays fournissent 95 % de la production aquacole totale de la méditerranée (CIHEAM, 2008).
Alors qu’en Espagne, en France et en Italie, cette production repose essentiellement
sur les mollusques (moules, huitres, palourdes), en Egypte, la production repose en revanche
sur la production semi-intensive de poissons d’ecau douce (tilapia et carpe) et de
poissons marins (mulet). En Grece et en Turquie, I’accent y est mis sur la production
intensive de poissons (dorade, bar et truite). La production a atteints en 2007 pour ces Six
principaux pays producteurs plus de 1 585 892 tonnes (fig 06), (FAO, 2009).
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Figure 06 : Production aquacole des principaux pays producteurs en méditerranée (FAO,
2009).
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1.7.3. Evolution de la production des principales especes

Une des caractéristiques de 1’évolution de 1’aquaculture méditerranéenne est la
diversification des especes d’¢levage dont le nombre est passé de 18 en 1981 a 40 en

2001 (Basurco. Personal data, 2004).
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Figure 08 : Principales especes aquacoles produites dans les pays de 1’Union Européenne.
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En Europe la production aquacole du Bar et de la Dorade est la plus élevée comparée

a celle des autres espéces de poissons (fig 09).

180 000 tonnes
160 000 =

140 000 — A
120 000 - < ;:‘*—(

1_“/

100 000
B0 000
60 000
40 000
20 000

u S L e

1980 1985 1990 1995 2000 2005

Figure 09 : Production européenne du Bar et de la Dorade (FAO, 2009 - données 2007).
1.8. L’Aquaculture en Algérie

L'aquaculture se développe, s’étend et s'intensifie dans presque toutes les
régions du monde, excepté en Afrique subsaharienne. (Hamdi et Sibachir, 2011) L’Algérie,
de par son milieux naturel riche et varié, tant au point de vue des reliefs et des
facies, dispose d’un milieu écologiquement propice pour le développement de 1’aquaculture

et dispose de potentialités importantes :

e Sites littoraux ;

e Eaux de refroidissement des centrales thermoélectriques ;
e Lacs naturels et oueds ;

e Barrages et retenues collinaires ;

e Ressources en eaux des zones semi-arides ;

e Zones humides d’intérét piscicole.

En fait les premiers essais d’aquaculture en Algérie remontent a plus d’un siecle.
Mais en 1921 elles revétaient beaucoup plus le caractére universitaire de recherche et
d’expérimentation des entreprises essentiellement sur : les mollusques, la crevette, le mulet et

la carpe.

Plusieurs centres spécialises ont vu le jour pour encadrer scientifiguement et

techniquement ces opérations :




Chapitre |

Geéneralités sur [ aquaculture

= Station aquacole de Castiglione

» [’Aquarium de Beni-Saf.

= La station Océanographique du port d’Alger.

= |a station Hydro-biologique du Mazafran. (Karali et Echikh, 2004)

Le développement de 1’aquaculture en Algérie a évolué suivant trois (3) périodes :

e Premiére période (XIXeme siécle —1962);
e Deuxiéme période (1962 -1993);
e Troisiéme période (1993 -2010) (Seridi F, 2011)

Selon le biologiste francais « Novella » les premiers essais furent en 1880 au

niveau de I’embouchure d’Arzew.

Différentes opérations ont marquées 1’histoire de I’aquaculture algérienne.

Tableau 01 : Historique des fermes aquacoles en Algérie (Karali et Echikh, 2004).

Année Station Aquacole
1921 Création de la station d’aquaculture et de péche de Bousmail avec pour objectif :
Détermination des meilleurs sites pour la conchyliculture et la pisciculture.
1937 Création de la station d’alevinage du Grib (empoissonnement en truites arc en ciel).
1940 Exploitation des lacs Oubeira et EI Mellah et Tonga avec culture de coquillages
1947 Création de la station Mazafran, dans 1’optique de repeuplement en poissons d’eau
douce et de recherches hydro biologiques
1962/1980 | L’apres indépendance, la quasi totalités des actions ont été menées sur les lacs de
’est et sur la station de Mazafran
1973 Mise en valeur du lac El mellah, pour I’installation des tables conchylicoles.
1974 Une étude de mise en valeur du lac Oubeira a conduit a un projet d’installation
d’une unité de fumage d’anguilles
1978 Un programme de coopération avec la Chine a était mis en place, centré sur 2 axes:
-Initiation aux techniques de reproduction et d’alevinage pour le repeuplement ;
-Tentatives d’élevage larvaire de crevettes Peneus kerathurus
1982 4 1990 | Exploitation de I’anguille aux lacs Tonga, Oubeira et Mellah par un privé. la
production annuelle moyenne était de I’ordre de 80 tonnes exporté vers 1’Italie
1983/ 1984 | Premiers travaux de réalisation d’une écloserie de loup au lac E1 mellah.

B
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Des reversoirs d’eau furent peuplés ou repeuplés en poissons importés de Hongrie:

1985/ 1986 | carpes royales, carpes a grande bouches, carpes herbivores, carpes argentées,

sandres

1987 Filiere sub-surface installée par ’ONDPA

1989 Implantation d’une écloserie type mobile a Harreza pour la reproduction de carpes
(10 millions de larves), une autre écloserie de carpes a double capacité que la
premiere a été implantée a Mazafran

1991 Dans le cadre de repeuplement, 6 millions d’alevins de carpes ont été lachés dans les
plans d’eau des barrages Baraka, Gargar, Meurdjet-El amel, Benaouda, Oubeira.
Création d’un comité national autour du sujet : Aquaculture en Algérie ; ce qui a

2000 aboutit a des résultats importants du point de vue perspectives, ainsi un
établissement du plan national d’aquaculture en Algérie.
Début de la premiére compagne d’élevage d’alevins, ainsi qu’une exploitation plus

2001 ample de sites aquatiques a travers le territoire national (cOtiere, intérieure,

Saharienne)

Durant les années de 1921 a 1993 aucune politique durable n’a permis de

promouvoir le secteur de 1’aquaculture.

[ T

(o] S R U o]
— 1
1

Tonnes (x1000)

(= =
h L ®
T

19504

=
-+

1960+
19701
19801
19904
2000
2010

Years

Figure 10 : Production de I'aquaculture reportée en Algérie (depuis 1950) (Statistiques de

péche de la FAO, 2006).
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1.9. Généralité sur les poissons

Les poissons sont généralement définis comme des vertébrés aquatiques a sang

froid, organisés pour vivre dans I'eau et pour respirer par l'intermédiaire de ce liquide.

Ils ont des formes extrémement variées. Il y en a qui sont arrondis, d'autres
qui sont allongés et presque cylindriques comme des serpents (les Anguilles, par exemple),
mais parmi eux, la forme oblongue, comprimée latéralement, atténuée aux deux
extrémités et surtout a I'extrémité postérieure, est la plus ordinaire. Chez tous néanmoins,
quelle que soit leur forme générale, la téte est en continuité avec le tronc; il n'y a aucun
rétrécissement semblable au cou de mammiferes des oiseaux ou des reptiles (Blanchard,
1866).

Un caractére trés-ordinaire chez ces animaux, mais qui est loin cependant d’étre
commun a toutes les especes consiste dans la présence d'écailles sur le corps. Les
poissons conformés essentiellement pour la natation, plongés dans un liquide presque
aussi lourd qu'eux-mémes, ont des organes de locomotion reduits a des proportions
tres-médiocres. Les parties correspondantes aux membres antérieurs et postérieurs des
vertébrés, sont peu développées et plus ou moins completement cachées sous les
téguments; les mains et les pieds sont représentés par des tiges gréles, habituellement
désignées sous le nom rayons, qui soutiennent une membrane; ce sont les nageoires. Celles
qui répondent aux membres antérieurs portent le nom de pectorales; celles qui répondent
aux membres postérieurs, le nom de ventrales. En outre, des rayons fixés a des os
particuliers placés tantdt sur les apophyses des vertébrés, tantdt entre ces vertébrés
soutiennent des nageoires verticales. Il y en a qui s’éleévent sur le dos et qu’on appelle les
nageoires dorsales; il y en a une autre, attaché a la face inférieure du corps, en arriére de
’orifice anal, qu’on nomme la nageoire anale; une enfin située au bout de la queue, qui est
la nageoire caudale. Les caractéres les plus importants des poissons sont fournis par

I’appareil respiratoire et par I’appareil de la circulation du sang (Blanchard, 1866).
1.9.1. Typologie des poissons en fonction de la température et I’oxygéne

Tous les poissons ne présentent pas les mémes exigences vis-a-vis de deux

parametres environnementaux d’une grande importance: I’oxygene et la température.

.
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1.9.2. Température

La température est un parametre d’autant plus important, elle conditionne la
distribution spatiale des especes et joue un rbéle dans les migrations et les

déplacements. Les poissons se trouvent dans la gamme comprise entre 0 et +40 °C:

e Espéces d’eau trés froide et froide : dites «psychrophiles» supportent des
températures voisines de 0°C;

o Especes d’eau tempérée froide(<19°C): les optima thermiques varient
sensiblement pour une espéce donnée, en fonction de la localisation géographique
(intervention d’autres facteurs environnementaux) ;

e Espéces d’eau tempérée chaude (18-27°C);

e Espéces d’eau chaude (> 28°C).

Les différentes especes peuvent aussi se distinguer en fonction de leur capacité a
supporter les variations de température. Les especes sont dites sténothermes si elles ont
une faible tolérance aux variations de température; elles sont dites eurythermes quand

elles supportent assez bien les fortes variations thermiques saisonniéres (Keith et al., 2011).
1.9.3. Oxygéne

Le taux d’oxygéne dissous dans I’ecau est un facteur vital pour tous les
poissons. La solubilité de I’oxygéne dans 1’eau diminuant quand la température augmente,
les exigences des espéces vis-a-vis de ce parametre sont souvent abordées conjointement
avec les préférences thermiques. Certaines espéces sont trés exigeantes comme les
Salmonidae (5 a 8 mg O,/L), d’autres especes peuvent survivre dans les eaux faiblement
oxygénées comme la carpe dont la limite de tolérance inférieur est de 2 mg O,/L. En
général, les especes d’eau froide sont aussi des especes exigeantes en oxygene dissous (Keith

etal., 2011).
1.9.4. Typologie des poissons en fonction de la salinité du milieu

Toutes les espéces n’ont pas la méme tolérance vis-a-vis des variations de salinité.
Les especes les plus tolérantes, euryhalines, peuvent vivre dans les milieux saumatres
des estuaires ou des lagunes. Les moins tolérantes, sténohalines vivent exclusivement en
eau douce ou exclusivement en milieu marin. On distingue ainsi parmi les poissons

des eaux continentales, des especes dite «primaires» qui ne tolérent pas 1’eau de mer, d’autres
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dites «secondaires» dont la tolérance a 1’eau de mer est suffisante pour qu’ils y parcourent
de faibles distances. D’autres encore effectuent ou non des migrations réguliéres entre les

eaux douces et I’eau de mer, et sont regroupées en espéces diadromes (Keith et al., 2011).
1.9.5. Chair des poissons

Le poisson est un produit carné dont la qualité nutritionnelle est proche de
celle de la viande. La chair du poisson contient en moyenne 70 a 80% d’eau, 16 a 22% de
protéines, et des lipides en quantité tres variable en allant de 0,5 & 20% selon les
especes et leurs alimentations (Médale, 2005). La chair est tres pauvre en glucides, sous
forme de glycogéne, sa teneur est généralement inférieur a 1%. La teneur en collagéne
est faible, habituellement inférieur a 3% (Regost, 2001). De plus, la chair des poissons se
distingue des autres animaux producteurs des viandes a la fois par [’organisation

structurale des muscles et par ses composants (Médale, 2009).
1.9.6. Structure

La structure et la texture de la chair du poisson se différent de celle des

autres animaux. Elle est constituée de deux types de muscles:

» Le muscle brun (rouge) : est généralement présent sous forme d’une fine couche
située sous la peau; il est plus abondant sur les flancs du poisson (le long de
ligne latérale). Sa proportion dans la chair varie d’une espéce a I’autre. Ce muscle
participe au déplacement du poisson ce qui explique sa forte vascularisation. Il
est considéré comme un muscle de croisiere, c'est-a-dire utilisé pour les
mouvements continus et lents. Il contient de lipide, de collagene, d’hémoglobine, de
glycogene et la majorité des vitamines (Bendiksen et Jobling, 2003; Médale, 2009).

» Le muscle blanc: quantitativement le plus important puisqu’il représente jusqu’a
50% de la masse corporelle du poisson et peut constituer jusqu’a 90% de la masse
squelettique (Rome et al., 1988). 1l se compose de fibres a contraction rapide et
a métabolisme anaérobie de type glycolytique. C’est un muscle de propulsion sollicité

lors de la nage intense de mouvements rapides et soudains (Leduc, 2011).
1.9.7. Composition chimique

Il existe une forte disparité dans certains constituants de la chair des poissons en

fonction des habitats géographiques et des habitudes alimentaires. Cependant la plupart des

0
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especes de poissons partagent des caractéristiques communes: la chair est
particulierement riche en protéines solubles hautement digestibles de haute valeur
biologique dont la teneur est comparable & celle des autres produits carnés. La teneur
en protéine de la chair du poisson semble étre stable chez toutes les espéces. Elle
augmente progressivement lors de la croissance pour se stabiliser a une valeur proche de
20% (Lefevre et al., 2008). En revanche la teneur lipidique et en micronutriments varient
considérablement d’une espéce et d’un individu & l'autre en fonction de 1’age,
I’environnement, le sexe, de la saison, la ponte et est surtout corrélée avec le régime

alimentaire (Médale, 2004).

Tableau 02 : Composition des filets de diverses espéces de poissons d'eau douce (Murray et
Burt, 1969 ; Poulter et Nicolaides, 1985a ; Poulter et Nicolaides, 1985b).

Espece | Nom scientifique | Eau (%) Lip (%) Pro (%) | Valeur énergétique (KJ/100)
Anguille [ Anguilla anguilla | 60-71 8.0-31.0 14.4 295-332
Saumon Salmosalar 67-77 0.3-14.0 215 -

Truite Salmotrutta 70-79 1.2-10.8 18.8-19.1 -

Carpe cyprinuscarpio 81.6 2.1 16.0 -

1.9.7.a. Composés lipidiques
Les lipides sont présents sous deux formes dans les muscles des poissons:
» Lipides polaires ou phospholipides (lipides de structure)

Ce sont les composants majeurs des membranes cellulaires, leur teneur et leur
composition sont relativement constantes contiennent également du cholestérol (Cahu et al.,
2003).

> Lipides neutres ou lipides de réserve

Sont constitués essentiellement par des triglycérides. La teneur en triglycéride
est extrémement variable en fonction de 1’espéce, de 1’age, de la taille des poissons, de leur

état de maturité sexuelle et du contenu énergétique de leur alimentation (Médale, 2008).

En fonction de la capacité du tissu musculaire a stocker les lipides, les

poissons peuvent étre répartis en trois groupes:

.
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e Poissons maigres dont la teneur en lipides dans le muscle est inférieure a 1%;

e Poissons gras dont la teneur en lipides dans le muscle est supérieure a 5%;

e Poissons «intermédiaires» ou semi-gras dont la teneur en lipides est comprise
entre 1 et 5% (Médale, 2009).

1.9.7.b. Composés protéiques

Les protéines sont les constituants majeurs des tissus de poissons. La teneur
en protéines des tissus musculaires semble étre remarquablement constante chez les

poissons avec une valeur moyenne de 18.5% (Méedale, 2004).

Les protéines des tissus musculaires des poissons peuvent étre divisées en trois

groupes:

e Protéines structurelles constituent70 a 80% des protéines totales;

e Protéines sarcoplasmiques représentent10 a 30% des protéines totales;

e Protéines du tissu conjonctif (protéines insolubles) constituent environ 3 a 10%
des protéines totales (Leduc, 2011).

Tableau 03 : Pourcentage d'acides aminés essentiels de différentes protéines (Braekkan,
1976 ; Moustgard, 1957).

Acide aminé poisson lait beeuf ceuf
Lysine 8.8 8.1 9.3 6.8
Tryptophane 1 1.6 1.1 1.9
Histidine 2 2.6 3.8 2.2
Phénylalanine 3.9 53 4.5 54
Leucine 8.4 10.2 8.2 8.4
Isoleucine 6 7.2 5.2 7.1
Thréonine 4.6 4.4 4.2 55
Méthionine- 4 4.3 2.9 3.3
cystéine
valine 6 7.6 5 8.1
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1.9.7.c. Glucides

Les glucides peuvent aussi étre répartis en trois groupes : les sucres (mono
et disaccharides), les oligosaccharides (3 a 9 monosaccharides), et les polysaccharides
(plus de 9). La teneur en glucide dans le muscle du poisson est faible et influencée par les
conditions de capture, qui peut conduire a I’épuisement des réserves de glycogeéne et

aussi une diminution du niveau de glucide (Mendel et al.,1954; Schulz et al., 2005).
1.9.7.d. Fraction azotée non protéique

Huss en (1995) a décrit les extraits azotés comme étant des composes de
nature non protéique, solubles dans I’eau, de faible poids moléculaire et renfermant de
I’azote. Cette fraction constitue de 9 a 18% de 1’azote chez les poissons. Elle se compose
principalement: des bases volatiles telles que I’ammoniaque et ’oxyde de triméthylamine, des

acides aminés libres, des nucléotides et des bases puriques.
1.9.7.e. Vitamines et sels minéraux

La teneur en vitamines et en sels minéraux est spécifique aux especes et peut,
de plus, varier selon la saison. En général, la chair de poisson est une bonne source de
vitamines B et également, dans le cas des especes grasses, de vitamines A et D. Quelques
espéces d’eau douce comme la carpe ont une grande activité thiaminase et, de ce fait,
leur teneur en thiamine est généralement basse. En ce qui concerne les éléments
minéraux, la chair du poisson est considérée comme une source appréciable de calcium
et de phosphore en particulier mais également de fer, cuivre et sélénium. Les poissons d’eau

de mer ont une forte teneur en iode (Maage et al., 1991)
1.9.8. Fabrication des aliments destinés aux poissons

La fabrication d'un aliment composé consiste en une série d'opérations dont le but est
d'associer plusieurs matiéres premiéres dans des proportions fixées a I'avance pour un objectif
nutritionnel précis. Cette association est realisee par mélange de composants sous forme
solide (farines animales, tourteaux, produits céréaliers, minéraux, vitamines) ou sous forme
liquide (huile de poissons). Un broyage préalable des composants solides les plus grossiers
restreint I'nétérogénéité du produit et en accroit dans une certaine mesure I'utilisation digestive
(Guillaume et al., 1999).




Chapitre | Généralités sur 'aquaculture

Les ingrédients étant mélangés entre eux, I'aliment est ensuite mis en forme. Plus aisé
a transporter et a manipuler, il est aussi plus facile a saisir par des animaux et permet de
limiter la pollution des bassins. La texturation est I'opération clé permettant d'adapter I'aliment

au comportement alimentaire de I'animal.

Les aliments destinés aux poissons et aux crustacés renferment des matiéres
premiéres qui sont des coproduits d'autres industries (huilerie, amidonner maiserie), ou des
produits élaborés spécifiquement (farines de poissons, huiles). Toutes ces matiéres premieres
ont a des degrés divers, subi des traitements technologiques variés avant d'étre associées dans
un aliment composé. La diversité des présentations (miettes, granulés de différentes tailles) et
des propriétés (résistance mécanique aux manipulations et au délitement dans I'eau, aptitude a
se réhydrater, a couler, a flotter) demandée aux aliments pour animaux aquatiques impose des
adaptations importantes des chaines de fabrication existantes. La plupart du temps, les
fabricants préferent concevoir des chaines spécialisées qui associent, en les adaptant, des
opeérations particulieres traditionnelles (broyage, dosage, mélange) et des opérations
particuliéres plus spécifiques (pressage, extrusion, séchage, enrobage, émiettage) (Guillaume
et al., 1999).
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I1.1. Historique

Fleming Alexander a découvert les ATB en 1929. Au cours d’examens de routine de
cultures de staphylocoques en boites de pétri au Seint Mary’s hospital de Londres, il a
remarqué la croissance accidentelle de quelques moisissures de pénicillium notatum autour
des quelles les colonies bactériennes ne cultivaient pas. Il émit 1’hypothése que ce
champignon devait secréter une substance nuisible a la croissance des staphylocoques, et il a
prouvé que le bouillon filtré de ce champignon permet de reproduire ce phénomene. Ils sont
aussi préparés en 1935, les sulfamides et par la suite de nombreux antibiotiques ont été aussi
préparés a partir de champignons inférieurs, aussi des bactéries telluriques les plus
productrices d’ATB. Les tétracyclines sont découvertes dans les années 1950 (Duval et
Soussy, 1990; Puyt et Guérin-Faublée, 2006).

11.2. Définition d’un antibiotique

C’est une substance antibactérienne d’origine biologique, produite par des
microorganismes, ou de synthese chimique, capable d’inhiber la vitalit¢ d’autres micro-
organismes par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux de germe (Gogny
etal., 2001 ; Morin et al., 2005).

11.3. Mode d’action des antibiotiques

A la différence des antiseptiques et des désinfectants, les antibiotiques agissent de
fagon spécifique sur certaines structures de cellule bactérienne ; cette spécificité d’action
s’explique pourquoi les ATB sont actifs a trés faible concentration. Cette action s’exerce

selon les molécules sur des sites variés (fig 11) (Mevius et al, 1999 ; Oxoby, 2002) :

= Sur la paroi bactérienne : en inhibant la derniére étape de la biosynthése de
peptidoglycane au cours de la multiplication cellulaire, la nouvelle bactérie n’est plus
protégeée entrainant ainsi une lyse bactérienne.

= Sur la membrane cellulaire : en désorganisant sa structure et son fonctionnement, ce
qui produit des troubles d’échanges électrolytiques avec le milieu extérieur.

= Sur les ribosomes : ce qui entraine 1’arrét de la biosynthése des protéines ou la
formation de protéines anormales.

=  Sur ’ADN : en empéchant sa réplication et en inhibant la biosyntheése protéique.

-
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= Autre : en agissant autant qu’antimétabolites bactériens. (Mevius et al, 1999 Oxoby,

2002)
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Figure 11: principaux sites d’action des ATB (Mevius et al, 1999;0xoby, 2002;Puyt et
Gueérin-Faublée, 2006; Errecalde, 2007).

11.4. Pharmacocinetique des antibiotiques

L’ATB doit parvenir a son site d’action pour éradiquer une infection. Le passage du

lieu d’administration jusqu’au site(s) d’action se fait en quatre phases différentes (Potel et al.,
2006) :

e [’absorption
e Ladistribution
e Les transformations

e [L’excrétion
11.5. Classification des antibiotiques

Les ATB sont classés en fonction d’origine, de nature chimique ou de mode d’action.
Parmi ces ATB ; on a des [B-lactamines, des tétracyclines, des aminoglycosides, des
macrolides, des glycopeptides, des sulfamides et des fluoroquinolones qui sont les plus
importants (Kummerer, 2009). Le tableau (04) présente les familles d’ATB.
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Tableau 04 : les grandes familles d’anti infectieux (Talbert et al, 2009).

B-LACTAMINE Pénicillines Groupe G Activité : bactéricide

(péname) Groupe M (méticilline) Mécanisme d’action : inhibition de

synthese de paroi des bactéries en phase
de croissance

(antistaphylococcique)

Groupe A (ampicilline)
(aminopénicilline)

Carboxypénicilline-
Urédopénicilline

amidinopénicilline

Carbapénéme Imipénem-Ertapénem-
(pénéme) Méropénem
Céphalosporine 1°" génération-

2¢me génétation-

(céphéme) 3%me génération

Monobactames aztréoném

Inhibiteurs irréversibles des p-lactames (en

association)

Acide clavulanique-sulbactame-tazobactam

AMINOSIDES Activité : bactéricide
(aminoglycoside) Meécanisme d’action : inhibition de
synthése protéique
PHENICOLES Activité : bactériostatiques

Mécanismes d’action : inhibition de
synthése protéigue

CYCLINES Tétracycline Activité : bactériostatique
Glyclycycline Meécanisme d’action : inhibition de
synthése protéique
MACROLIDES Macrolides Activité : bactériostatique
Macrolides apparentés Mécanisme d’action : inhibition de
Macrolides associés syntheése protéique
POLYPEPTIDES Activité : bactéricide
(polymyxine) Mécanisme d’action : inhibition de
synthése de membrane cytoplasmique
SULFAMIDES Mécanisme d’action : inhibition de
synthése d’acide folique
IMIDAZOLES antiparasitaire
QUINOLONES Quinolone urinaire- fluoroguinolones Activité : bactéricide.
systémiques Mécanisme d’action : inhibition de
Quinolone dite antipneumoccique synthese d”’ADN bactérien
ANTIBIOTIQUE Rivamycines-glycopeptides-oxazolidine- Activité : bactéricide.
S DIVERS lipopeptide cyclique-acide fusidique Mécanisme d’action : inhibition de

synthése protéique ; inhibition
enzymatique du métabolisme bactérien ;
inhibition de synthése de paroi
bactérienne

B
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Toutefois on est souvent conduit en thérapeutique anti-infectieuse a associer

plusieurs ATB soit :

Pour retarder Dapparition  d’antibiorésistance  microbienne  (uniquement
chromosomique).

Pour assurer I’ouverture d’ATB en urgence devant une infection a germes inconnus
lors d’infection polybactériennes.

Afin de rechercher une synergie.

Afin de limiter les effets indésirables. (Kummerer, 2009)

11.6. Usage des antibiotiques en médecine vétérinaire

Les ATB peuvent étre utilisés de 4 manieres, avec des objectifs variables :

Les ATB sont utilisés a titre thérapeutique curatif. L’objectif est d’obtenir la guérison
des animaux cliniquement malades et d’éviter la mortalité.

Lorsqu’une infection collective et trés contagieuse se déclare dans un élevage avec de
grands effectifs et évolue sur un mode aigu, avec suffisamment d’éléments concordants
pour incriminer une (des) bactérie (s), ’ensemble de groupes d’animaux est traité.

Les ATB peuvent, étre administrés a des périodes critiques de leur vie, sur des animaux
soumis a une pression de contamination réguliére et bien connue, apres contrdle de la
nature de I’infection par des examens de laboratoire.

L’usage des ATB dans I’aliment a titre d’additifs en vue d’améliorer la croissance a
fait I’objet de nombreuses critiques. Ces ATB régulateurs de flore (ARF) ou ATB
promoteurs de croissance sont utilisés a des doses trés faibles, et sont tous des agents
chimio thérapeutiques non utilisés en médecine humaine pour limiter les risques de
sélection de résistance vis-a-vis de molécules d’intérét médical majeur. (Duval et
Soussy, 1990; Fontaine, 1992)

I1.7. Conséquences négatives d’utilisation des antibiotiques chez les animaux

Présence de résidus dans les produits alimentaires d’origine animale.

Contamination d’environnement. (Klotin, 2006)

Ces conséquences sont dues aux mauvaises pratiques : produits du marché noir,

administration sans prescription vétérinaire, non-respect des doses et des délais d’attente
(Scippo, 2008).
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11.8. Les résidus d’antibiotiques
11.8.1. Définition des résidus

Ce sont toutes les substances pharmacologiquement actives, qu’il s’agisse des
principes actifs, d’excipients ou de produits de dégradation, ainsi que leurs métabolites restant
dans des denrées alimentaires obtenues a partir d’animaux aux quels le médicament
vétérinaire en question a été administré, (Article 1, point 1, du réglement (CEE) n°2377/90)
(Milhaud et Pinault, 1999; Pouliquen et Le Bris, 2001; Kolbener et al., 2005).

11.8.2. Facteurs de persistance des résidus
La persistance des résidus varie selon plusieurs facteurs :

- Facteurs liés au médicament lui-méme: la forme physique et chimique du médicament

interviennent dans son absorption et sa distribution dans I’organisme.

- Facteurs liés au mode et a la voix d’administration: les antibiotiques sont administrés aux
animaux par différentes voies, c'est-a-dire par injections, oralement dans I’ecau ou la

nourriture, par voie cutanée ou par des infusions intra mammaires ou intra utérines.

- Facteurs liés a I’animal: correspondent essentiellement a son espéce mais également a 1’age

et a I’état pathologique.

Il existe de différences notables sur ces points entre les différents antibiotiques. Ainsi
pour réduire I’incidence de ces résidus, sont conseillées sous forme de «liste positive »,

I’utilisation sélective de molécules et de certaines formes d’administration (Nouws et Verdyk,
1991).

11.8.3. Les risques présentés par les résidus

Selon Scippo (2008) les risques présentés par les résidus suite a leur utilisation chez les

animaux sont de 4 ordres :
11.8.3.1. Risques pour la santé publique
11.8.3.1.a. toxicité directe

Les ATB qui présentent une toxicité sont le chloramphénicol et nitrofurannes dont

leur utilisation est actuellement interdite.

-
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Certains sulfamides sont foetotoxiques a forte dose. Ils passent dans le lait maternel,
et sont toxiques pour les nourrissons de moins d’un mois. Ils ont des effets néfastes sur le
matériel génétique, la reproduction, la fertilité et une toxicité pour les systémes nerveux et

immunitaire (Chataigner et Stevens, 2005).
11.8.3.1.b. les réactions allergiques

L’allergie est un effet secondaire reconnu des ATB et en particulier des -lactames.
Quand aux macrolides, ils causent peu d’effets secondaires et seulement trés peu d’entre eux
semblent causes par des mécanismes allergiques. Cependant, compte tenu des trés faibles taux
de résidus présents dans 1’organisme, comparés aux concentrations d’ATB administrées lors
de traitement, il est trés improbable qu’ils soient a 1’origine d’une sensibilisation primaire de

I’individu (Chétaigner et Stevens, 2005).
11.8.3.1.c. L’antibiorésistance

L’émergence rapide de D’antibioresistance est un probléme majeur pour la santé
publique (OMS, 2007). Les infections microbiennes ne seront plus traitées avec les
antibiotiques. Les antibiotiques sont aussi des médicaments essentiels dans la transplantation
des organes, le traitement du cancer par la chimiothérapie et la chirurgie orthopédique (CARS
et al., 2008). Les données de la surveillance montre qu’il y’a une augmentation des infections
causées par les bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques dans plusieurs pays (EFSA,
2007). L’émergence de I’antibioresistance est originalement causée par 1’usage excessif et
inappropri¢ des antibiotiques en médecine humaine, médecine vétérinaire, 1’¢élevage,

I’agriculture et I’aquaculture (Tenover et Hughes, 1996).

Il est a noter qu’une bactérie est considérée comme résistante lorsqu’elle peut se
développer au contact d’une teneur en antibiotique 8 a 10 fois supérieur a la concentration

minimale inhibitrice moyenne de son espéce (Enriquez, 2002).
11.8.3.1.c.1. Mécanisme d’acquisition de I’antibioresistance
L’acquisition de cette résistance bactérienne peut étre due a plusieurs mécanismes:

- L’apparition d’une mutation génétique et la sélection naturelle des bactéries résistantes si

celle-ci sont placées de fagon répétée dans un milieu contenant des antibiotiques.

- Le transfert de plasmide entre des bactéries résistantes et sensibles (Klein, 1999).

-
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Ce transfert de plasmide peut se faire entre des bactéries d’espéces différentes
(Okolo, 1986) ce qui autorise alors des échanges entres les bactéries d’origine alimentaire et

les bactéries du tube digestif de ’'Homme (Vandenbogaard, 2001).
11.8.3.1.c.2. Mécanisme de résistance

Les mécanismes de résistances sont multiples et variés. On peut citer la synthése
d’enzymes bactériennes capables de modifier la molécule antibiotique et ainsi de I’inactiver,
la modification/protection de la cible de 1’antibiotique, la synthése d’enzymes capables de
court-circuiter la voie métabolique dans laquelle intervient I’antibiotique, la diminution de la
perméabilité bactérienne ou encore la mise en place d’un systeme actif d’efflux de la
molécule hors de la bactérie. Les supports génétiques de ces différents mécanismes peuvent
étre le chromosome ou des plasmides dont beaucoup d’entre eux sont transférables entre
bactéries. Ces plasmides transférables jouent un grand réle dans la diffusion de la résistance
(Teale, 2002).

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
Fantibiotique d'entrer

Antibiotique

I

Antiblotique
J refoulé

Figure 12: Mécanisme d’action d’antibioresistance (Teale, 2002).
11.8.3.1.d. les autres risques pour ’homme

Les autres effets dus aux résidus sont d’ordre toxicologique et pharmacologique. On

note entre autre une influance sur la flore humaine :

= En modifiant sa composition par inhibition sélective.
= En favorisant ou en sélectionnant des microorganismes résistants. (Scippo, 2008)
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Mais il n’y a pas de preuves scientifiques que des concentrations en résidus
inférieures aux LMR puissent modifier sérieusement la flore intestinale (Scippo, 2008). Des
études in vivo sur des modéles animaux visant a évaluer les effets de doses thérapeutiques et
de résidus de tétracyclines sur la flore intestinale humaines ont mis en évidence les
modifications engendrées sur la flore intestinale. Il y a eu une sélection de bactéries
résistantes a la tétracycline, ainsi qu’un effet sur les populations fécales aérobies et
anaérobies, sans compter les modifications de certains parametres métaboliques de la

microflore (Chataigner et Stevens, 2005).

On note aussi une action cancérigéne. L’ingestion répétée et prolongée de ces

produits peut induire le développement de tumeurs cancéreuses (Chataigner et Stevens, 2005).
11.8.3.2. Risques pour la santé animale

Les ATB utilisés en thérapeutiques possedent en reglent générale une faible toxiciteé.
Ceci les différenciés des antiseptiques externes qui ne peuvent en aucun cas étre employés par
voie générale. Néanmoins, certains ATB présentent une forte toxicité générale qui empéche
leur emploi dans beaucoup d’espéces animales. C’est le cas des ATB ionophores qui
présentent une toxicité cardiaque majeure. En dehors des toxicités directes d’organe
spécifique a chaque ATB, toute antibiothérapie doit faire craindre au praticien surtout 2 types
d’effets indésirables, une perturbation de la flore digestive et des échecs thérapeutiques par

sélection de résistance (Puyt et Guérin-Faublée, 2006).
11.8.3.3. Risques d’ordre technologique

La présence d’ATB dans le lait entraine des accidents de fabrication du fromage, du
yaourt et autres produits de fermentation du lait et sa présence dans la viande entraine des
accidents de fabrication du salami et autres produits de fermentation de la viande (Scippo,
2008).

11.8.3.4. Risques pour ’environnement

Il est admis qu’aprés un traitement d’ATB, les animaux excrétent dans leur
environnement une fraction de dose administrée. On constate des disparités dans le temps de
demi-vie selon la molécule. Ceci implique une persistance longue de certains ATB dans

I’environnement qui peuvent étre présent dans les eaux de surface. Cela conduit & une

.
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pollution chimique d’environnement, avec une action sur la flore commensale, d’autant plus

que les ATB excreétés sont a doses inferieures aux CMI (Chatellet, 2007).
11.8.4. Délai d’attente
11.8.4.1. Définition

Selon I’article L.617-2 du CSP de la CEE, le temps d’attente est définit comme étant
le délai a observer la derniere administration du médicament a 1’animal dans les conditions
normales d’emploi et 1’obtention des denrée alimentaires provenant de cet animal, afin de

garantir qu’elles ne contiennent pas de résidus en quantités supérieurs aux limites maximales

établies par le reglement n°90-2377(CEE) (Milhaud et Pinault, 1999).

C’est aussi le délai a observer entre 1’administration du médicament a un animal dans
les conditions normales et 1’utilisation des denrées alimentaires provenant de cet animal pour
garantir que ces denrées alimentaires ne contiennent pas de résidus pouvant présenter des

dangers pour la santé du consommateur (Milhaud, 1978).
11.8.4.2. Fixation du temps d’attente

Pour fixer le temps d’attente d’une substance, il faut étudier son métabolisme pour
connaitre les lieux d’accumulation et les voies d’excrétion du composé de départ et de ses
métabolites et étudier leur décroissance en fonction du temps. Ceci nécessite une premiere
investigation avec des molécules marquées, puis de nombreux travaux complémentaires pour
les doser. Les différents temps d’attente proposés devront assurer qu’il n’y a pas de résidus
mesurables dans les productions d’animal vivant ou dans les denrées alimentaires obtenues
apres 1’abattage (Milhaud, 1978).

11.8.4.3. Modalité de détermination du temps d’attente

Le temps d’attente est calculé en utilisant les résultats des études pharmacocinétiques
de déplétion des résidus, réalisées sur un nombre suffisant d’animaux, recommandé par la
ligne directrice (Milhaud et Pinault, 1999).

-
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11.8.5. LMR des antibiotiques
11.8.5.1. Définition

Limite maximale de résidus, permet d’établir des seuils acceptables pour les
substances contenues dans des médicaments vétérinaires pour toutes les denrées alimentaires
d’origines animales. En tenant compte de la toxicité de la substance et de 1’exposition possible
du consommateur de denrées. Au-dela, la commercialisation de la denrée n’est pas autorisée
(Laurentie et Sanders, 2002).

11.8.5.2. Fixation de la LMR

La notion de LMR constitue une synthese entre les attentes des consommateurs et les
contraintes des producteurs permettant, sans interdite 1’utilisation des médicaments, leur
utilisation en toute sécurité. Cette LMR est calculée en prenant en compte le risque

toxicologique et ’effet potentiel des résidus sur la flore digestive d’homme (Fabre et al.,

2006).
La fixation de la LMR s’appuie sur 3 notions essentielles :

= Recherche de la dose sans effet sur I’animal par différents tests biologiques.

= Partant de cette DSE et de facteurs de sécurité, calcul d’une Dose Journaliére
Admissible (DJA).

= Partant de cette DJA, de la connaissance de consommation alimentaire moyenne des
habitants et de I’analyse de la répartition dans les différents tissus et organes, on

calcule les LMR. (Fabre et al., 2006)
11.8.6. Les résidus d’antibiotiques dans les milieux aquatiques

Les résidus d’antibiotiques rejetés dans I’environnement sans étre transformés
peuvent rester biologiquement actifs et présenter des risques pour 1’environnement, d’autant
plus qu’ils peuvent se concentrer dans la chaine alimentaire, ils peuvent influencer les
biomasses bactériennes de I’environnement que ce soit dans les eaux, les sols, les stations de
traitement des eaux, ou les réseaux de distribution d’eau potable. Quant a la sélection de
bactéries antibiorésistantes, elle a été mise en évidence autour d’établissements d’élevage, de

fermes, de cliniques. Ce phénomeéne concerne toutes les eaux (Jean-Marie, 2010).

-
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Des echanges de génes de résistance peuvent se produire entre les bactéries de
I’environnement des fermes piscicoles et les bactéries de 1’environnement terrestre, y compris
des bactéries pathogénes pour les animaux et pour I’Homme. Des phénomenes
d’hépatotoxicité et de génotoxicité se sont exercés sur diverses espéces : poissons,
microalgues, crustacés, la cible variant avec I’antibiotique. Sur les écosystémes terrestres, les
antibiotiques peuvent aussi affecter la qualité des sols en perturbant la communauté
bactérienne ou en créant des résistances parmi les bactéries environnementales en apportant
des bactéries résistantes transmises par les fumiers et les purins, ¢’est-a-dire créées dans le

tube digestif des animaux (Jean-Marie, 2010).

L’eau étant le réceptacle final de bon nombre de nos déchets, la forte consommation
d’antibiotiques dans les pays industrialisés, en médecine humaine et vétérinaire, et les rejets
d’assainissement conduisent inévitablement a ce que des traces de ces molécules se retrouvent

dans les effluents liquides (Yves, 2006).

La détection de résidus d’antibiotiques dans les eaux de surface et I'émergence de
souches bactériennes résistantes a certains antibiotiques constituent une nouvelle
préoccupation pour les scientifiques et les gestionnaires des ressources en eau (Fatima
Tamtam et al., 2009).

La pharmacocinétique des antibiotiques de la famille des béta-lactamines indique que
ces derniers sont sécrétés majoritairement dans les urines et sous une forme chimique encore
active. Cependant, I’hydrolyse chimique rapide du noyau béta-lactame, caractérisant les
antibiotiques de cette famille, rend difficile leur détectabilité¢ dans 1’environnement aquatique

(Hirsch et al., 1999).

Que se soit sous leur forme native ou sous leur forme dérivée, les antibiotiques
utilisés en médecine vétérinaire, de méme que les bactéries résistantes aux antibiotiques
peuvent atteindre 1’environnement par le biais des €gouts, des stations d’épuration. De méme,
les produits agrochimiques, comme les fertilisants (produits vétérinaires pouvant contenir des
antibiotiques) finissent par étre répandus sur les champs par épandage du lisier. Ces
substances antimicrobiennes d’origine vétérinaire ou agrochimique sont entrainées avec les

pluies, vers les eaux de surface ou les eaux souterraines (Stamm, 2005).

Les organismes resistant aux antibiotiques de I’Homme et d’animaux sont rejetés

dans les eaux usées par des sites contamines (y compris Urine), des excréments,
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éventuellement des cadavres et du fumier. En particulier, les eaux usées provenant des
hopitaux et de l'agriculture intensive probablement une source majeure de pathogénes et

d’organismes résistant aux antibiotiques et des genes libérés dans l'environnement (Baquero

et al., 2008).

La présence de bactéries résistantes a un ou plusieurs antibiotiques est avérée dans
pratiquement tous les types d’eaux, sans qu’il soit facile d’évaluer des tendances claires sur
I’aggravation du phénoméne ou son association avec les usages d’antibiotiques humains et
vétérinaires. Il est évident que les effluents en provenance d’humain ou d’animaux malades et

traités aux antibiotiques transportent des bactéries multi résistantes (Yves, 2006).
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I11.1. Article 01 : Utilisation d'antibiotiques et résidus d'oxytétracycline chez le poisson-chat

africain (Clarias gariepinus a Ibadan, Nigeria).
MATERIELS

% HPLC Detection et analyse des résidus d'oxytétracycline dans les échantillons de

poisson

Appareil HPLC (Agilent, série 1200, fabriqué en Allemagne, produit n° GI13104)
connecté a un détecteur UV avec C18 (4.5 x 150 mm, 5um) comme colonne en phase solide.
Le débit a été réglé a 1,3 ml/min alors que la phase mobile était méthanol : acétonitrile :
0,01M acide oxalique dans le rapport 1/1 ; 5/2,5 v/v (Olufemi et Basiru, 2013).

¢+ Produits chimiques

Chlorhydrate d'oxytétracycline de qualité laboratoire (étalon de référence) acheté a
Sigma chemical Co, St Louis, USA, acétonitrile (qualité HPLC), méthanol (qualité HPLC),
acide oxalique, acide chlorhydrique, chlorure de méthyléne, éther de pétrole et eau désionisée.
Tous les produits chimiques étaient de qualité analytique et ont été correctement dégazés par
sonication (Olufemi et Basiru, 2013).

METHODES
111.1.1. Site d'étude

Cette étude a été réalisée a lbadan, la capitale de I'Etat d'Oyo, dans le sud-ouest du
Nigeria, sur la latitude de référence 07° 22' Nord et la longitude 03° 58' Est. Le choix de la
ville pour cette étude est basé sur sa métropole cosmopolite unique avec une grande diversité
socio-économique avec des individus a faibles moyens et hauts revenus qui sont des employés
du gouvernement, des travailleurs du secteur privé, des artisans, des agriculteurs,..etc. de plus
de 2 millions d'habitants (2006, recensement). On y trouve un nombre croissant
d'exploitations piscicoles et d'écloseries, ainsi que plusieurs points de vente au détail de
poisson frais et prét a consommer, des marchés aux poissons et des restaurants dans la ville.
Des productions de poisson-chat a petite moyenne et grande échelle sont réalisées dans les
zones urbaines et peériurbaines de la métropole. Des questionnaires et des échantillons de
poissons ont été recueillis aupres d'aquaculteurs et de détaillants de la métropole d'lbadan
(Olufemi et Basiru, 2013).

-



Chapitre 111 Matériels et Méthodes

111.1.2.Enquéte par questionnaire et collecte d*échantillons

Un questionnaire semi - structuré a été administré au hasard a vingt aquaculteurs
pratiquant la pisciculture, sélectionnés au hasard dans six zones de gouvernement local dans
la zone péri-urbaine de I'Etat d'Oyo. Les objectifs généraux de I'étude, a savoir I'efficacité des
antibiotiques et la sécurité des résidus, ont été expliqués aux personnes interrogées (Olufemi
et Basiru, 2013).

Le questionnaire comprenait des sections sur les caractéristiques socio-
démographiques, les exploitations piscicoles, leurs connaissances et leurs pratiques en matiére
d'utilisation des antibiotiques et de période de sevrage chez leurs poissons, ainsi que leur
attitude face a la résistance aux antibiotiques et aux résidus. Un pré-test du questionnaire a été
réalisé avec quatre producteurs de poisson-chats pour une meilleure compréhension et une
plus grande clarté des questions. Les pratiques d'utilisation des antibiotiques, notamment les
indications, la prescription, les sources et I'administration, ont été évaluées. Les connaissances
et l'attitude des éleveurs a I'égard des résidus d'antibiotiques et de la résistance aux
antibiotiques ont également été étudiées par le biais des pratiques de respect ou de non respect
du délai d'attente, de la vente et de la consommation de poissons sous médicaments récents
(Olufemi et Basiru, 2013).

En outre, environ 150 g de 160 échantillons de foie et de muscle ont été obtenus au
hasard dans des restaurants de poisson prét a consommer et des élevages de poisson-chat a
Ibadan. Les échantillons ont été recueillis de maniére aseptique dans des sacs
d'échantillonnage Nasco Whirl - Pak ® (Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA) et transportés
dans une glaciere froide au laboratoire du Département de la santé publique vétérinaire et de
la médecine préventive, stockés a -20°C jusqu'au moment de I'extraction et de l'analyse des
résidus (Olufemi et Basiru, 2013).

111.1.3. Dépistage des résidus d*antimicrobiens

Environ 2 cm3 de chaque foie et filet ont été coupés dans la presse a viande pour
extraire le jus de viande dans un plat de Pétri. A l'aide d'une micropipette, 100 pl ont été
soigneusement aspirés sur chaque ampoule de gélose pré-gélatinisée. L'agar avec l'extrait a
été laissé au repos pendant 20 minutes pour la pré-diffusion a température ambiante, puis
rincé soigneusement a deux reprises avec de l'eau distillee. L'agar est ensuite égoutte de

I'extrait, puis les ampoules sont fermées a l'aide d'une feuille d'aluminium. Celles-ci ont été

-
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incubées dans le bloc chauffant pendant 3 heures a 64°C. Les résultats ont été observés a

I'aide d'un indicateur de changement de couleur dans la gélose (Olufemi et Basiru, 2013).

I11.1.4.Préparation de la courbe standard

La courbe d'étalonnage (fig 13) a été préparée a partir des surfaces de pic obtenues en
injectant la concentration correspondante de solutions étalons d'oxytétracycline de 10,0 ; 5,0 ;
2,5;1,0; 0,5 et 0,25 ppm dans des fioles jaugées de 10 ml. L'équation linéaire obtenue
y=19,598x + 6,6594 a été obtenue ou y=surface du pic et x = concentration de
I'oxytétracycline (ppm) et le coefficient de corrélation (r2) = 0,9955 montrant la linéarité (Fig
13). La limite de détection de l'oxytétracycline était de 0,01 ppm, tandis que le temps de
rétention moyen de I'oxytétracycline était d'environ 2,8 a 3,5 minutes (Olufemi et Basiru,

2013).

Courbe de I'oxytétracycline standard

Curve of oxytetracycline standard
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Figure 13 : Courbe d'étalonnage de la solution étalon d'oxytétracycline (Olufemi et Basiru,
2013).

I11.1.5. Préparation de I'échantillon

Des procédures d'extraction par partage liquide-liquide ainsi que de nettoyage ont été
utilisees pour obtenir l'analyte. 25 g de chaque échantillon ont été homogénéisés et
déprotéinisés avec 3 volumes d'acide chlorhydrique IN, aprés quoi 8 ml de I'homogénat ont

été soigneusement mélangés avec 32 ml d'acétonitrile et laissés au repos pendant 5 minutes.
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Le surnageant a été décanté a travers une laine de verre sur la tige d'un entonnoir en verre et
20 ml du filtrat ont été vigoureusement agités avec 20 ml d'éther de pétrole et 20 ml de
chlorure de méthylene dans une ampoule a décanter. La couche aqueuse contenant I'analyte a
été recueillie pour I'analyse HPLC (Olufemi et Basiru, 2013).

111.1.6. Analyse HPLC des résidus d'oxytétracycline

Détection et quantification par HPLC selon Muriuki et al (2001) ont été utilisées.
L'oxytétracycline a été quantifiée pour les résidus d'oxytétracycline en utilisant un appareil
HPLC equipé d'une pompe a débit constant et d'un detecteur U.V. a longueur d'onde variable
réglé a 280 nm et un débit de 2 ml/min. L'élution de l'oxytétracycline de l'analyte a été
effectuée sur une colonne de nucléosil C18 (4,5x150 mm, 5um ID) avec une solution aqueuse
de méthanol - acétonitriel - 0,01 M d'acide oxalique (1/1,5/2,5) a un pH de 2,0 comme phase
mobile. Un volume d'injection de 20 pl des analytes de chaque échantillon a été injecté en
double pour obtenir la surface moyenne des pics de I'échantillon positif correspondant au
temps de rétention de 2,8 a 3,5 minutes de I'étalon de référence. Les concentrations de résidus
d'oxytétracycline dans les échantillons ont été calculées a partir de I'équation linéaire obtenue

a partir de courbe étalon (Olufemi et Basiru, 2013).
111.1.7.Expérience de récupération

La validation du protocole par I'expérience de récupération et la précision ont été
déterminées en utilisant I'écart type relatif (ETR) et le pourcentage de récupération. Quatre
répliques de poissons exempts d'oxytétracycline dopés avec des concentrations différentes
d'oxytétracycline standard ont été soumises aux procédures d'extraction, de nettoyage et de
HPLC pour valider nos méthodes et nos résultats (Olufemi et Basiru, 2013).

11.2. Article 02 : Détermination de I'amoxicilline dans les tissus de poisson-chat et de

saumon par chromatographie liquide avec dérivatisation précolonne de formaldéhyde.
MATERIELS
% Reéactifs

Les réactifs pour l'analyse de la CL étaient de qualité CL. Les autres produits
chimiques et réactifs étaient de qualité analytique ACS ou de la plus haute pureté disponible.

L'eau était déionisée (18 MQ/cm) et passait a travers un filtre a charbon (systéeme de

-
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purification de I'eau Milli-Q, Waters, Milford, MA). Des réactifs a blanc ont été controlés

pour confirmer l'absence de pics parasites (Ang et al., 1996).

a) Solutions étalons : Le trihydrate d'amoxicilline étalon de référence (contenant 861
Hg/mg d'amoxicilline) a été obtenu a partir de la convention de la pharmacopée américaine
(Rockville, MD). Préparer une solution mere d'amoxicilline de 1 mg/ml dans de I'eau en
pesant 11,61 mg d'étalon de référence et en le dissolvant dans 10 ml d'eau. Cette solution est
stable jusqu'a 1 mois si elle est conservee dans I'obscurité a 4°C. Préparer une solution étalon
intermédiaire en diluant la solution mére a 5 pg/ml avec de I'eau. Conserver au réfrigérateur
jusqu'a 1 semaine. Préparez quotidiennement des solutions étalons de travail de 50 et 100
ng/ml en diluant la solution étalon intermédiaire dans de I'eau (Ang et al., 1996).

b) Solution tampon de phosphate (0,01 M) : Dissoudre 1,36 g de KH2P04 dans 1 L d'eau
et ajuster le pH a 4,5 selon les besoins. Préparer des solutions de TCA dans l'eau a 2, 20 et
75% (p/v) (Ang et al., 1996).

c) Solution de formaldéhyde : Préparer une solution de formaldéhyde a 7 % (p/v) en
diluant du formaldéhyde concentré (37 %) avec de l'acide citrique 0,4 M (Ang et al., 1996).

d) CL phase mobile : Préparer une solution de KH2P04 a 0,05 M (6,8 g/L) et ajuster le
pH a 5,6 avec de I'nydroxyde de potassium. Mélanger 800 ml de solution tampon avec 200 ml
d'acétonitrile, filtrer & travers une membrane filtrante de 0,45 pum et dégazer (Ang et al.,
1996).

e) Echantillons de poisson : Les filets de poisson-chat sans peau et les filets de saumon
avec peau, conditionnés sous glace, ont été achetés aupres d'un marché local producteur de
fruits de mer. Les échantillons ont été emballés dans des sacs de congélation et conservés a
-70°C jusqu'a leur analyse (Ang et al., 1996).
s+ Appareil

e Robot de cuisine, modele 702 R (Hamilton Beach/ Proctor-Silex, Washington, NC) ou

équivalent.

e Homogénéisateur de tissus, modele Ultra-Turrax T25 (lkaLabortechnik, Janke &

Kunkel, Staufen, Allemagne) ou équivalent.

e Centrifugeuse - Modeéle CEI réfrigéré PR-J ou equivalent.

e Meélangeur a vortex.

e Systéme d'extraction en phase solide - Collecteur sous vide ; cartouches Sep-Pak Vac

3 cc C18 contenant 500 mg de sorbant (Waters, Milford, MA) ou équivalent.

e Evaporateur : évaporateur (Organomation, South Berlin, MA) ou équivalent.
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e Pompe du systeme CL, modele 600E (Waters), ou équivalent ; injecteur, modéle 7125
(Rheodyne, Cotati, CA) avec boucles a volume fixe, ou équivalent ; détecteur, modéle
470 détecteur de fluorescence a balayage (Waters) ; logiciel de traitement des données
et de surveillance du systeme, Millennium 2010 Chromatogram Manager (Waters), ou
équivalent. Colonne, Spherisorb S5 ODS2, 25 cm x 4,6 mm (Séparations de phases,
Norwalk, CT), ou équivalent.

e Bain-marie - Pour maintenir la température entre la température ambiante et 100°C +
1°C (Buchi Model 481, Brinkmann Instrument, Westbury, NY), ou équivalent. (Ang
et al., 1996)

METHODES
111.2.1. Préparation et extraction des échantillons

Coupez les filets de poisson-chat sans peau en petits morceaux (environ 2 X 2 cm).
Pour les échantillons de saumon, séparez d'abord la peau du tissu musculaire, puis coupez le
tissu musculaire en petits morceaux (environ 2 x 2 cm). Mélangez une portion de 200 g de
tissu musculaire (poisson-chat ou saumon) dans un robot ménager pour obtenir une
consistance pateuse uniforme. Peser 5 g de tissu mélangé dans un tube a centrifuger en
polypropyléne de 50 ml. Ajouter 20 ml de solution tampon au phosphate 0,01M (pH 4,5). A
I'aide d'un homogénéisateur de tissus, homogénéiser le mélange a 10 000 tr/min pendant 90 s.
Centrifuger 10 min a 4 500 tr/min et décanter le surnageant dans un autre tube a centrifuger de
50 ml. Homogénéiser le résidu avec une autre solution tampon de 20 ml, centrifuger comme
précédemment, et combiner le surnageant avec le premier extrait. Filtrer a travers un bouchon
de laine de verre. Le volume total du filtrat est d'environ 40 ml. Pour la déprotéinisation,
ajouter 1 mL de solution de TCA a 75% au filtrat et mélanger 30 s sur le mélangeur Vortex.
Centrifuger 20 min a 4500 tr/min et filtrer le surnageant a travers un bouchon de laine de
verre (Ang et al., 1996).

111.2.2. Extraction et concentration en phase solide

Fixez la cartouche d'extraction en phase solide C18 au collecteur a vide.
Conditionner chaque cartouche avec 5 ml de méthanol. Laver les cartouches avec 2 ml d'eau
et 2 ml de solution de TCA a 2 %. Appliquer le filtrat de I'échantillon sur la cartouche et
ajuster le débit a environ 12 ml/min. Apres le passage de tout le filtrat, laver la cartouche avec
2 ml de TCA a 2%, attendre que toute la solution de TCA passe dans la cartouche, puis laver
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la cartouche avec 2 ml d'eau. Jeter tout I'effluent collecté. Appliquer 1,5 ml d'acétonitrile sur
la cartouche et contrdler le débit a environ 0,7 ml/min. Recueillir I'¢luat dans un tube a culture
de 15 ml a bouchon vissant en verre. Ajouter 0,5 ml d'eau et 3 ml d’éthyl éther, agiter
doucement sur le mélangeur VVortex pendant 30 s, et centrifuger 3 min a 2000 rpm. Enlever la
plus grande partie de la couche supérieure (éther) par aspiration et la jeter. Ne pas enlever

complétement la couche supérieure pour éviter la perte de la phase aqueuse (Ang et al., 1996).
111.2.3. Dérivatisation et extraction

Ajouter 0,2 ml de solution de TCA a 20% dans la phase aqueuse du tube de culture et
agiter sur le mélangeur Vortex pendant 15 s. Ajouter 0,2 ml de solution de formaldéhyde et
agiter sur le mélangeur Vortex pendant 30 s. Chauffer au bain-marie bouillant pendant 30
min, puis refroidir & température ambiante. Ajouter environ 0,5 g de chlorure de sodium dans
chaque tube et mélanger brievement. Extraire le dérivé d'amoxicilline fluorescent du mélange
réactionnel avec 3 ml d'éther éthylique 3 fois. Agiter sur le mélangeur Vortex pendant 1 min,
centrifuger pendant 3 min a 2000 tr/min, et enlever la couche d'éther a chaque fois avec une
pipette Pasteur. Combiner les extraits d'éther dans un tube de verre de 15 ml et évaporer le
contenu du tube a sec sous un courant d'azote dans une N-Evap avec bain-marie réglé a 40°C.
Reconstituer en ajoutant 0,5 ml de phase mobile dans chaque tube et agiter sur le mélangeur
Vortex (Ang et al., 1996).

111.2.4. Dérivatisation des solutions étalons

Pour établir la courbe d'étalonnage, préparer des solutions étalons de travail en
diluant la solution étalon intermédiaire dans I'eau a des concentrations de 0, 10, 25, 50, 100,
250, et 500ng/ml. Pipeter 1 ml de chacune de ces solutions étalons en double dans des tubes a
centrifuger en verre de 15 ml. Suivre la procédure décrite précédemment pour la

dérivatisation et I'extraction (Ang et al., 1996).
111.2.5. Analyse CL et quantification

Injecter 50 pl dans le systéme CL a un débit initial de 1 ml/min. Augmenter le débit a
2 ml aprés 10 min pour faciliter I'élution des composés interférents a élution tardive.
Surveiller la réponse du pic de fluorescence avec la longueur d'onde d'excitation a 358 nm et
I'émission a 440 nm. Au cours des opérations de routine, des aliquotes de 1 ml de solution

étalon de travail (50 ng/ml) sont dérivées et analysées quotidiennement avec des échantillons

.



Chapitre 111 Matériels et Méthodes

pour étalonnage. L'amoxicilline est quantifiée par une méthode standard externe. Les valeurs
sont corrigées pour une dilution appropriée et calculées en nanogramme par gramme (ppb) de

tissu de poisson (Ang et al., 1996).
111.2.6. Récupération a partir d'échantillons dopés

Pour determiner la récupération des étalons a partir d'échantillons dopés, ajouter 125,
250, 500 et 1000 pL de solutions étalons de travail de 100 ng/ml & 5 g de tissu de poisson
pour obtenir des concentrations finales de 2,5, 5, 10 et 20 ng/g, respectivement. Laissez les
échantillons dopeés s'équilibrer a tempeérature ambiante pendant 30 a 60 minutes avant de les
homogénéiser. Ensuite, traiter et analyser les échantillons dopés comme décrit précédemment.
Pour les déterminations de variation intra-journaliére, 5 a 7 échantillons dopés au méme
niveau de concentration et un échantillon témoin sont analysés en une seule fois. Cependant,
pour les déterminations de variation au jour le jour, les échantillons dopés a différents niveaux
et le contrdle sont analysés en une journée et I'opération est répétée pendant 5-7 jours (Ang et
al., 1996).

111.2.7. Identification des dérivés fluorescents

Pour identifier positivement le dérivé fluorescent de I'amoxicilline, on a fait réagir
une aliquote de 1 ml de solution mere standard d'amoxicilline pour produire le dérive. Le
composé a ensuite été isolé et recueilli a lI'aide d'un systeme de CL semi-préparatif composé
d'une colonne C18 de 25 cm x 10 mm de diametre intérieur, 5 um (colonne Ultrasphere-ODS,
Beckman Instruments/Altex Scientific Operations, Berkeley, CA) et d'une phase mobile de
80% de formiate d'ammonium (0,05M, pH 5,8) avec 20% d'acétonitrile. La phase mobile a été
pompée a 4 ml/min par une pompe de modéle 100A (Beckman Instruments/Altex Scientific
Operations), et I'éluat a été contrdlé a 254 nm. Le pic recueilli (temps de rétention, 11,3 min)
a été évaporé a sec dans un bain-marie a 40°C sous un courant d'azote, dissous dans I'eau, et
passé dans une cartouche d'extraction en phase solide C18. La cartouche C18 a été lavée deux
fois avec des aliquotes de 5 ml d'eau, et le dérivé a eté élué avec 2 ml de méthanol. Le
méthanol a été évaporé a sec et le dérivé a été analysé par spectroscopie de masse et par
résonance magnétique nucléaire (RMN) des protons. L'analyse par spectrométrie de masse a
été effectuée avec un spectrométre de masse quadripolaire Finnigan MAT (Finnigan MAT
Corp., San Jose, CA) qui a eté mis a niveau avec les capacités du Finnigan 4500. L'instrument

a fonctionné en mode d'ionisation électronique avec une énergie électronique de 70 V. La
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température de la source d'ions était de 150°C, et le quadripble a balayé de 50 a 650 daltons
en 1s (Angetal., 1996).

L'échantillon a été introduit par la sonde d'exposition directe (DEP) de Finnigan, et
les données ont été recueillies alors que le courant de la DEP augmentait linéairement de 0 a
650 mA a 5 mAJ/s. Les spectres RMN des protons ont été enregistrés sur un spectrometre
Bruker AM500 (Bruker Instrument, Billerica, MA) fonctionnant a 500,13 MHz. Les
décalages chimiques (ppm) ont été déterminés aprés avoir attribué le signal protonique
résiduel du solvant, l'acétone-d6, a 2,04 ppm. Les parametres d'acquisition étaient les
suivants: température, 29°C ; largeur de balayage, 7042 Hz ; largeur d'impulsion, 90° ; taille
des données, 32K ; délai de relaxation, 0 s ; et temps d'acquisition, 2,33 s. Le nombre de
balayages variait de 200 a 296. Les données ont été traitées avec une amélioration de la
résolution gréace a une fonction de fenétre gaussienne : LB = -0,5 ; GB = 0,17. Pour la mesure
des constantes de couplage, la décroissance de I'induction libre a été remplie jusqu'a 64K,
suivie d'une amélioration de la résolution en utilisant un domaine temporel effectif de 64K, ce
qui a donné une résolution finale des points de données de 0,215 Hz par point (Ang et al.,
1996).

I11.3. Article 03 : Validation primaire des tests Charm Il pour la détection des résidus

d'antimicrobiens dans une série de poissons d'aquaculture.
MATERIELS
% Réactifs, matériel et équipement

Le Kit de test antimicrobien a été obtenu aupres de Charm Sciences Inc, Lawrence,
MA ; et a inclus des éléments pour la détection des béta-lactames (PMSU-050A) ;
sulfonamides (SMMSU-022C), macrolides (EMSU-023A) ; tétracyclines (TMSU-025) ; et la
streptomycine (STMSU-023A) (Mukota et al., 2020).

%+ Consommables et équipements utilisés pour les tests inclus

Tampon M2, étalons de controle positif et zéro, tampon d'extraction MSU,
comprimés marqueés radioactifs ; combustible de scintillation (Opti-Fluor O, PerkinElmer),
incubateur intronique (Charm Sciences Inc.), compteur de scintillateurs Wallac 1409,
centrifugeuse réfrigérée Sigma 4K15c (Sigma-Aldrich), mélangeur R2 (Robot-Coupe) et un
bain marie (Julabo MB13). En outre, des flacons a scintillation, un stomacher de masticage
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AES mix et la centrifugeuse IEC Centra CL-3 ont également été utilisés (Mukota et al.,
2020).

METHODES

L'étude a effectuée une validation primaire des tests de la méthode Charm Il pour la
détection des résidus d'antimicrobiens dans les déchets d'aquaculture. La validation des tests a
éte effectuée conformément a la décision 2002/657/CE de la Commission (ECD, 2002). Et
toutes les méthodes d'analyse utilisées ont €té adoptées a partir des protocoles généraux du
Charme Il (Charm Sciences, 2014).

111.3.1. Préparation du matériel de référence et du stock standard solutions

Le standard de concentré multi-microbien (MSU, Charm Sciences Inc.) a été préparé
fraichement le jour d’utiliser et diluer avec 10 ml d'eau déionisée, agiter bien et qu'on les
laisse reposer sur la glace pendant 15 minutes. La solution mére reconstituée contient de la
pénicilline G, 1000 pg/kg ; érythromycine A, 10 000 pg/kg ; sulfaméthazine, 1 000 pg/kg ; la
chlortétracycline, 4000 pg/kg ; et la streptomycine, 10 000 pg/kg. D'autres étalons analytiques
ont été achetés de Sigma Aldrich, Pfizer Inc, US Pharmacopeia Convention et Acros Organics
(Mukota et al., 2020).

Ces étalons ont été dilués de maniére appropriée avec de I'eau déionisée pour faire
des solutions étalons de travail de 1’antimicrobienne respective, et maintenu a une température
inférieure @ 4 °C. Des normes de travail ont été utilisées pour l'enrichissement des
échantillons d'eaux usées a différents niveaux de concentration allant de 25 a 300 pg/kg
(Mukota et al., 2020).

111.3.2. Echantillons de poissons sélectionnés pour I'étude

Les matériaux de poisson utilisés dans I'étude ont été obtenus a partir de poissons
morts achetés dans les poissonneries de Melle et de Gand et des supermarchés en Belgique.
Des especes de poissons d'aquaculture, dont le poisson-chat (Siluriformes), la truite
(Oncorhynchus mykiss), le saumon (Salmo salar), le bar (Dicentrarchus labrax), le tilapia
(Oreochromis niloticus), la lingue (Molva molva), la dorade (Sparus aurata) et le pangasius
(Pangasius bocourti), ont été sélectionnées pour I'étude. Les matériaux des échantillons de
poissons ont été prélevés en enlevant soigneusement le tissu musculaire sur le coté de chaque

poisson en prenant la précaution d'exclure les écailles et la peau. Les échantillons de poissons
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qui n'ont pas été utilisés immédiatement ont été stockés a une température inférieure a -18 °C

pour une durée maximale de 2 mois (Mukota et al., 2020).
111.3.3. Préparation des échantillons

L'échantillon de poisson frais a été pesé dans un tube a centrifuger et stocker a -18 °C
jusqu'a leur transformation ultérieure. Les échantillons de poisson congelés ont été décongelés
a 4 °C pendant la nuit et découpés en petits morceaux avant de les mélanger dans un
mélangeur a grande vitesse. Le mélange de matiéres premiéres (10 g) a été transféré dans un

tube de centrifugeuse en polypropyléne et utilisé immédiatement (Mukota et al., 2020).
111.3.4. Préparation des échantillons de controle

Tous les échantillons de poissons ont d'abord été testés avec les différents kits Charm
Il et n'ont été utilisés que si aucun résidu de médicament vétérinaire n'était détecté. Absence
d'antibiotiques résiduels dans les échantillons de poissons a été confirmée par I'évaluation de
leurs comptes par minute par rapport aux résultats obtenus a I'aide des tampons d'extraction
du contréle négatif fournis avec les kits Charm 1l. Les tampons de contrdle sont utilisés pour
qualifier la matrice comme négatif lorsqu'un négatif connu n'est pas disponible. La tolérance
considérée pour que la matrice de poisson puisse étre qualifiée de négatif et sélectionnée pour
étre utilisée dans un test ultérieur était pour compte a+20% pres du résultat moyen obtenu
avec le tampon d'extraction du témoin négatif respectif. Les échantillons dont le nombre
dépasse les limites de tolérance ont été rejetés, tandis que ceux qui répondaient aux criteres
ont été sélectionnés pour I'étude. Les matériaux de poissons vierges sélectionnés apres ont été
dopés avec des normes antimicrobiennes de concentrations connues et utilisées comme
échantillons de contrdle pour I'établissement du comptage des points de contrdle par minute
(CPM) (Mukota et al., 2020).

111.3.5. Extraction de médicaments a partir des matieres premieres du poisson

Le tampon d'extraction MSU (30 ml) a été ajouté au mélange du poisson (10 g) dans
un tube centrifugeur en polypropylene. Le mélange a été homogénéisé a l'aide d'un stomacher
pour 2 min et retour au tube a centrifuger. L'nomogénat a été incubé dans un bain-marie a
80°C pendant 30 minutes, lors du dosage de la streptomycine, des macrolides, ou béta-
lactames ; et 45 min, lors de la détermination des tétracyclines ou des sulfamides. Apres

incubation, le tube a été refroidi sur de I'eau glacée pendant 10 minutes, puis centrifugé a
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3300 tours/minute pendant 10 minutes, en utilisant une centrifugeuse réfrigérée 4K15C
(Sigma-Aldrich). La solution surnageante ainsi obtenue a été recueillie et utilisée pour les
tests requis. Le pH du surnageant a été ajusté a pH 7,5 en utilisant le tampon M2 du kit Charm
Il reconstitué pour faible pH, ou 0,1 M d'acide chlorhydrique pour un pH élevé (Mukota et al.,
2020).

111.3.6. Détermination des tétracyclines dans les échantillons de poissons

Dans la détection de la tétracycline, le comprimé blanc de la trousse contenant le
réactif de liaison (TMSU-025) a été introduit dans une éprouvette, et l'eau (300 pl) a été
ajoutée. Le contenu du tube a été mélangé pendant au moins 10 s pour assurer la rupture de la
tablette. L'extrait de I'échantillon ou I'échantillon témoin (4 ml) a été ajouté au tube, puis par
addition du comprimé orange contenant le traceur réactif du kit (TMSU-025). La solution
résultante a été mélangée pendant environ 10 s et le mélange a été incubé a 35 °C pendant 5
min ; puis centrifugé pendant une autre 5 min sur une centrifugeuse IEC Centra CL-3. Le
surnageant a été versé avec précaution, empéchant le culot formé de glisser hors du tube a
essai. Eau déionisée (300 pl) a été ajoutée au tube et le contenu s'est mélangé a fond pour
briser la boulette. Aprés la mise en suspension du culot dans I'eau, le liquide de scintillation
(3,0 ml) a été ajouté et le test tube bouché. Le tube a été secoué jusqu'a ce que le mélange ait
un aspect nuageux uniforme. Le contenu du tube de verre a été transféré complétement dans
un flacon a scintillation et le mélange a été compté a I'aide d'un scintillateur liquide Wallac
compteur pendant 60 s sur le canal [®H]. Les résultats de 1’échantillon ont été comparés avec

le nombre de points de contrdle par minute (Mukota et al., 2020).
111.3.7. Détermination des macrolides dans les échantillons de poissons

Lors de la détection des macrolides, la tablette blanche de kit Charm Il contenant le
réactif de liaison (EMSU-023A) a été introduite dans un tube a essai, et de 1'eau (300 ul) a été
ajoutée. Le contenu du tube a été mélangé pour au moins 10 s pour assurer la rupture de la
tablette. L’extrait de I'échantillon ou I'échantillon de contrdle (4 ml) a été ajouté au tube et le
contenu a été mélangé dans un vortex pendant 10 s. Le résultat a été incubé a 55°C pendant 2
min, puis on a ajouté un comprimé vert contenant le réactif de tracage de kit (EMSU-023A).
Le résultat a été mélange sur un pendant 10 s. Le mélange a été incubé a 55 °C pendant 2 min,
puis centrifugé pendant 5 min. Le surnageant a été versé avec précaution et le bord du tube a

¢té bombé sur papier absorbant. L'eau déionisée (300 ul) a été ajoutée au tube et le contenu
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s'est mélangé a fond pour se briser la boulette formée. Aprés mis en suspension du granulé
dans I'eau, le liquide de scintillation (3,0 ml) a été ajouté et le tube a essai bouché. Le contenu
a été mélangé dans un vortex jusqu'a ce que le mélange ait un aspect nuageux uniforme. Le
contenu du tube de verre a été entierement transféré dans un flacon a scintillation et le
mélange a été compté a l'aide d'un compteur a scintillation liquide Wallac pendant 60 s sur le
canal [*C]. Les comptages par minute (CPM) de I'échantillon ont été comparés avec le point

de contréle (Mukota et al., 2020).
111.3.8. Détermination des sulfamides dans les échantillons de poissons

Dans la détection des sulfamides, le comprimé blanc de kit Charm Il contenant le
réactif de liaison (SMMSU-022C) a été introduit dans un tube a essai, et l'eau (300 pl)
ajoutée. Le contenu du tube a été mélangé pendant au moins 10 s pour assurer la rupture de la
tablette. L'extrait de I'échantillon ou I'échantillon témoin (4 ml) a été ajouté au tube, puis par
addition de la pastille rose contenant le réactif de tracage (SMMSU-022C) du kit. La solution
résultante a été mélangée en faisant tourbillonner le contenu de haut en bas pendant environ
15 s. Le mélange a été incubé a 65 °C pendant 3 min, puis centrifugé pendant 3 minutes
supplémentaires. Le surnageant a été versé avec précaution, ce qui a empéché le granulé
formé de glisser hors du tube a essai ; et le bord du tube a été effacé sur du papier absorbant.
De l'eau déionisée (300 ul) a été ajoutée au tube et le contenu s'est mélangé minutieusement
pour se briser de la boulette. Aprés mise en suspension du granulé dans I'eau, le liquide de
scintillation (3,0 ml) a été ajouté et le tube a essai a été bouché. Le tube a été secoué jusqu'a
ce que le mélange ait un aspect trouble uniforme. Le contenu du tube de verre était transféré
completement dans un flacon a scintillation et le mélange est compté a I'aide d'un compteur a
scintillation liquide Wallac pendant 60 s sur le canal [3H]. Les résultats de le CPM de la

chaine ont été comparés avec le point de contr6le (Mukota et al., 2020).
111.3.9. Détermination de I'aminoglycoside-streptomycine dans le poisson échantillons

Dans le dosage de la streptomycine, le comprimé blanc du kit contenant le réactif de
liaison (STMSU-023A) a été introduit dans un tube a essai, et de 1'eau (300 pl) a été ajoutée.
Le contenu du tube a été mélangé pendant au moins 10 s pour assurer la rupture de la tablette.
L'extrait d'échantillon ou I'échantillon témoin (2 ml) a été ajouté au tube et mélangé. On a
ensuite ajouté la pastille verte contenant le réactif de tracage (STMSU-023A). Le résultat a eté

mélangé en faisant tourbillonner le contenu de haut en bas pendant environ 10 s. Le mélange a
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été incubé a 35 °C pendant 2 min, et puis centrifugé pendant 3 minutes supplémentaires. Le
surnageant était versé avec précaution et le bord du tube a été tamponné avec papier
absorbant. L'eau déionisée (300 pl) a été ajoutée au tube et le contenu s’est bien mélangg.
Aprés la mise en suspension du granulé dans I'eau, le liquide de scintillation (3,0 ml) a été
ajouté et le tube a essai a été bouché. Le tube a été agité jusqu'a ce que le mélange ait un
aspect nuageux uniforme. Le contenu du tube de verre a été entiérement transféré dans un
flacon a scintillation et le mélange a été compté en utilisant un compteur a scintillation liquide
Wallac pendant 60 s sur le canal [3H]. Les résultats de le CPM pour I'échantillon ont été

compares avec le point de contréle (Mukota et al., 2020).
111.3.10. Détermination des p-lactames dans les échantillons de poissons

Dans la détermination des f-lactames, la tablette verte du kit Charm Il contenant le
réactif de liaison (PMSU-050A) a été introduit dans un tube a essai, et de 1'eau (300 pl) a été
ajoutée. Le contenu du tube a été mélangé pour assurer la rupture de la tablette. L'extrait
d'échantillon ou le contrble (2 ml) a été ajouté au tube et le contenu a été mélangé sur un
vortex pendant 10 s. Le résultat a été incubé a 55 °C pendant 2 minutes, puis ajout d'un
comprimé jaune contenant le réactif de tracage (PMSU-050A) du Kkit. Le résultat a été
mélangé sur un vortex pendant 10 s. Le mélange a été incubé a 55 °C pendant 2 minutes,
puis centrifugé pendant 5 min a 1750 G. Le surnageant a été versé avec précaution et le bord
du tube a été tamponné sur du papier absorbant. De I'eau déionisée (300 pl) a été ajoutée au
tube et le contenu est mélangé a fond pour briser la boulette. Aprés la suspension du granulé
dans I'eau, le liquide de scintillation (3,0 ml) a été ajouté et le tube a essai a été bouché. Le
contenu a été mélangé dans un vortex jusqu'a ce que le mélange ait un aspect trouble. Le
mélange a été completement transféré dans un flacon a scintillation et compté a l'aide d'un
compteur a scintillation liquide Wallac pendant 60 s sur le canal [*C]. Le CPM de

I'échantillon a été comparé avec celui du témoin point (Mukota et al., 2020).

.
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Chapitre IV Résultats et Discussion

IV.1. Article 01
RESULTATS
IV.1.1. Caractéristiques et fonctionnement des éleveurs de poissons-chats

Sur les 20 éleveurs de poissons-chats interrogés, la majorité (75 %) étaient des
hommes, tandis que 25 % étaient des femmes, avec un age moyen et une expérience de la
production de poisson de 48 ans et 6,5 ans respectivement. Leur niveau d'éducation va du
certificat d'école primaire au dipldme universitaire, dont deux vétérinaires. Toutes les
personnes interrogées ont produit du poisson a des fins commerciales et pour la
consommation domestique. La densité moyenne d'élevage était de 15 000 poissons, dont 10 %
de grands producteurs utilisant un systeme moderne de circulation de l'eau et les autres dans

des étangs en terre (Olufemi et Basiru, 2013).
IV.1.2. Utilisation de médicaments dans la production aquacole

La majorité (90 %) des pisciculteurs interrogés ont pratiqué I'administration
systématique d'antibiotiques pour prévenir les maladies des poissons. Des préparations
d'antibiotiques pour I'homme ont également été utilisées de maniére systématique. Environ 65
% des éleveurs ont déclaré administrer des médicaments de facon routiniére pour prévenir
I'apparition de maladies ou les pertes de mortalité sans faire appel aux services de vétérinaires
pour le diagnostic et le traitement des maladies. La majorité des personnes interrogées se sont
plaintes de I'absence ou de la non-disponibilité de vétérinaires spécialistes des poissons.
Toutes les personnes interrogées (100 %) ont déclaré qu'elles administraient réguliérement
plusieurs antibiotiques, tels que I'oxytétracycline, la pénicilline G procaine, la verte malachite
et I'enrofloxacine, a leurs stocks de poissons pour la prévention des maladies, le traitement et
la productivité. L'oxytétracycline était I'antibiotique le plus fréguemment administré aux
stocks de poissons et aux aliments pour poissons par 73 % des personnes interrogées. Environ
85,5% des personnes interrogées ne connaissaient ni le délai d'attente pour les antibiotiques ni
les dangers potentiels des residus d'antibiotiques dans les aliments pour animaux (Olufemi et
Basiru, 2013).

IVV.1.3. Courbe standard de I'oxytétracycline et résultats de la récupération

La courbe d'étalonnage obtenue a partir de I'oxytétracycline standard est représentée
sur la figure 2 avec I'équation linéaire y = 19,598x + 6,6594 ou y = surface du pic (cm?) et

.



Chapitre IV Résultats et Discussion

X = concentration de l'oxytétracycline (ppm) et le coefficient de corrélation (r2) = 0,9955
indiquant la linéarité. La limite de détection de I'oxytétracycline était de 0,01 ppm, tandis que
le temps de rétention moyen de I'oxytétracycline était d'environ 2,3 a 3,2 minutes. La figure 2
montre les échantillons des chromatographes. Les valeurs moyennes de récupération de
I'oxytétracycline injectée dans les poissons variaient entre 85,2 % et 88,5 %, tandis que
I'écart-type relatif (ETR) était compris entre 1,43 et 2,38 % (tableau 2). Ces résultats montrent
une bonne linéarité et reproductibilité (R2 = 0,993). La LOD et la LOQ étaient respectivement
de 10,0 et 32,3 pg kg 1, tandis que les coefficients de variation (CV) des solutions étalons
dopées se situaient entre 1,2 % et 2,4 %, et pour les échantillons, entre 0,02% et 0,4%
(Olufemi et Basiru, 2013).
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Figure 14 : Chromatogramme du résidu d'oxytétracycline dans un échantillon de foie de
poisson-chat (Olufemi et Basiru, 2013).
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IV.1.4. Prévalence des résidus d'antibiotiques dans les poissons

La prévalence globale des résidus d'antibiotiques chez les poissons-chats utilisant le
test Premi ® était de 61,3 % dans les echantillons de foie et de 52,5 % dans les échantillons de
filets, les poissons provenant des restaurants et des exploitations agricoles contenant une
proportion variable de résidus d'antimicrobiens non classés (tableau 1). L'analyse HPLC a
indiqué que 62 échantillons de poissons (39,4 %) contenaient de l'oxytétracycline détectable.
Les concentrations d'oxytétracycline dans les échantillons de foie se situaient entre 234,3 et
987,5 ug kg ' (moyenne = 875,32 + 45SD g kg 1), tandis que la concentration dans les
filets se situait entre 22,5 et 553,2 ug kg * (moyenne = 257,2 + 133 ug kg 1) (Olufemi et
Basiru, 2013).

Quarante-trois (26,9 %) et 30 (18,8) échantillons de foie et de filets respectivement
ont été détectés comme contenant des résidus d'oxytétracycline supérieurs a la limite
maximale de résidus (LMR) du Codex de 600 et 200 pg kg ! respectivement. Les
distributions de la prévalence des résidus d'antimicrobiens et d'oxytétracycline dans les
restaurants et les exploitations piscicoles étudiés sont présentées dans le tableau 1. La
prévalence la plus élevée de résidus a été obtenue dans les restaurants. Il n'y avait pas de
différence significative dans la prévalence des résidus d'antimicrobiens dans les différents
endroits. Cependant, la concentration moyenne d'oxytétracycline dans le foie était
significativement plus élevée (p < 0,05) que dans les filets (Olufemi et Basiru, 2013).

Tableau 05 : valeurs moyennes de récupération a différents niveaux d'oxytétracycline
(Olufemi et Basiru, 2013).

Pointe (ug/ kg) Taux de récupération ETR % Coefficients de variation
moyen (%) (CV)
0.5 85.5 2.38 24
1.0 86.0 212 2.1
2.5 87.8 1.43 2.2
10 88.5 2.14 1.2
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Tableau 06 : Résidus d'antimicrobiens et d'oxytétracycline dans les restaurants et les fermes

aquacoles a Ibadan (Olufemi et Basiru, 2013).

Echantillons positifs | Echantillons avec otc Echantillon avec
(test de dépistage | détectable par HPLC otc>LMR
Exemple de Premi®)
localisation des | Foie n=40 | Muscle | Foien=40 | Muscle | Foie n=40 | Muscle
poissons n=40 n=40 n=40
Restaurant 26 (65.0) | 20 (50.0) | 14 (35.0) | 15(37.5) | 10(25.0) |10 (25.0)
Samonda
Restaurant 19 (47.5) | 16 (40.0) | 11 (275) | 8(20.0) | 8(20.0) | 6(15.0)
Adamasingba
Restaurant lwo | 23(57.5) | 23(57.5) | 15(37.5) | 10(25.0) [ 8(20.0) | 4 (10.0)
Road
Ferme AquaLink | 16 (40.0) [ 13(32.5) [ 12(30.0) | 9(225) | 9(225) | 6(15.0)
Ferme piscicole 14 (35.0) | 12(30.0) | 11(27.5) | 6(15.0) 8(20.0) | 4(10.0)
d'Oredegbe
Total 98 (61.3) | 84 (52.5) | 63(39.4) | 48(30.0) | 43(26.9) |30 (18.9)
DISCUSSION

L'utilisation d'agents antimicrobiens chez les animaux producteurs d'aliments est
devenue une grande préoccupation de santé publique, en particulier dans les pays en
développement ou ils sont administrés sans discernement (Jafari et al., 2007). La plupart des
médicaments utilisés par les aquaculteurs interrogés n'étaient pas spécifiqguement indiqués
pour les poissons, I'utilisation d'antibiotiques supplémentaires, principalement pour la volaille
et les humains, a eté observée comme étant une pratique courante. Cette pratique, associée au
nombre insuffisant de vétérinaires formés a la médecine des poissons et au manque de
connaissances des personnes interrogées en matiére de sécurité alimentaire (délais d'attente et
résidus dans les poissons), présente un risque pour la santé publique. L'inefficacité des
réglementations relatives a la manipulation et a l'utilisation des médicaments vetérinaires au
Nigeria pourrait également expliquer ces pratiques. Certains pays ou régions, tels que les pays

européens, le Canada et la Norvege, approuvent un nombre limité d'antibiotiques
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spécifiguement destinés a l'aquaculture. Au Canada, les antibiotiques approuvés pour
l'aquaculture sont : I'oxytétracycline, la sulfadiazine (triméthoprime), la sulfadiméthoxine
(ormétoprime) et le florfénicol. Aux Etats-Unis, les sulfonamides et les tétracyclines sont
deux classes d'antibiotiques largement utilisées en aquaculture pour traiter les infections chez

les poissons (Romero et al., 2007).

La croissance accélérée de l'aquaculture dans le pays, comme on l'a vu a Ibadan,
pourrait entrainer une pollution du milieu aquatique par de grandes quantités d'antibiotiques et
la présence d'antibiotiques résiduels dans les tissus et les produits de la péche. Cela a été
confirmé par la forte prévalence des résidus obtenus par le criblage, dont moins d'échantillons
contenaient de I'oxytétracycline. La plupart des échantillons positifs au Premi ®Test
contiennent plus d'un antibiotique, car le test est sensible a plusieurs groupes d'agents
antimicrobiens. Il existe également une possibilité de résultats faussement positifs en raison
de linterférence des matrices tissulaires avec [linhibition. Toutefois, une prévalence
appréciable (39,4 % a 30,0 % du foie et des filets respectivement) de résidus d'oxytétracycline
dans I'échantillon a confirmé que le médicament était I'un des antibiotiques fréquemment
utilisés chez le poisson-chat. L'oxytétracycline étant un antibiotique a large spectre et bon
marché, largement utilisé par les éleveurs, ce qui a été confirmé par les réponses a un
questionnaire, ce qui en fait I'antibiotique le plus utilisé a mauvais escient en aquaculture.
Ainsi, la présence de résidus d'oxytétracycline détectables dans 39,4 % des échantillons a
confirmé le niveau de mauvaise utilisation ou d'abus des antibiotiques par les producteurs.
Ces résultats concordent avec ceux d'autres études réalisées au Nigeria sur des produits
alimentaires d'origine animale (Dipeolu et Alonge, 2002 ; Kabir et al., 2004 ; Fagbamila et
al., 2010 ; Olatoye et Saraye, 2012).

Toutefois, il n'y a eu que peu ou pas d'enquétes et d'analyses quantitatives sur les
antibiotiques présents dans le poisson consommé a Ibadan. La prévalence plus élevée de la
présence d'antimicrobiens et de résidus d'antibiotiques dans les restaurants pourrait étre due a
l'utilisation d'aliments locaux enrichis en antibiotiques juste avant la récolte du poisson, afin
de stimuler la croissance, de prévenir ou de traiter les maladies et de protéger le poisson
contre le stress lié au transport. Ainsi, la proportion plus élevée d'échantillons (26,9 % de foie
et 18,8 filets) contenant de I'oxytétracycline au-dessus de la LMR du codex indique que le
délai d'attente et les risques pour I'nomme associés aux résidus d'antibiotiques dans les

poissons ne sont pas préoccupants pour les éleveurs. Chafer — Pericas (Chafer — Pericés et al.,
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2010) a montre que le delai dattente nécessaire pour réduire la concentration
d'oxytétracycline autour de la LMR avant la commercialisation des poissons de Méditerranée

était d'environ 37 jours (Olufemi et Basiru, 2013).

L'élevage du poisson-chat est une activité en pleine expansion au Nigeria,
notamment & Ibadan, qui attire I'attention d'un grand nombre de personnes ayant des niveaux
d'éducation différents. Cette étude a révelé que la plupart des éleveurs d'lbadan ont un faible
niveau d'éducation et ont un acces illimité aux antibiotiques (en vente libre), s'adonnant ainsi
a l'automédication de leurs stocks comme pratique courante sans diagnostic approprié et sans
observer la période de retrait. Une forte proportion (75 %) des personnes interrogées dans le
cadre de cette étude ne connaissaient pas les dépots de résidus dans la chair de poisson et leurs
conséquences sur la santé publique. Cela pourrait expliquer le non-respect des délais d'attente
par la plupart de ces éleveurs, ainsi que la forte prévalence des résidus d'antimicrobiens dans
la présente étude. Les pratiques peu hygiéniques qui caractérisent les exploitations étudiées
avec étang de terre pourraient étre un facteur prédisposant a I'apparition de maladies et a
I'utilisation fréquente d'antimicrobiens prophylactiques et thérapeutiques, selon les résultats
des questionnaires administrés. Ces pratiques peuvent avoir une incidence sur la présence de
résidus d'antimicrobiens dans les poissons et sur les conséquences de la résistance des
bactéries (Olufemi et Basiru, 2013).
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Figure 15 : Effet de la température de réaction sur la formation du produit fluorescent a partir

de 50 ng/ml d'amoxicilline en 30 min (Ang et al., 1996).
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Figure 16 : Effet du temps de réaction sur la formation de produit fluorescent a partir de
50ng/ml d'amoxicilline a 100°C (Ang et al., 1996).
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Figure 17 : Effet de la concentration de formaldéhyde dans une solution tampon d'acide
citrique sur la formation d'un produit fluorescent a partir de 50 ng/ml d'amoxicilline (réaction
a 100°C pendant 30 min) (Ang et al., 1996).
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Figure 18 : Effet de la concentration d'acide trichloroacétique sur la formation d'un produit

fluorescent a partir de 50 ng/ml d'amoxicilline (réaction a 100°C pendant 30 min) (Ang et al.,

1996).
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Figure 19 : Chromatogrammes de (A) solution standard d'amoxicilline, 2,5ng/injection, (B)

contr6le du tissu musculaire du poisson-chat, et (C) tissu musculaire du poisson-chat dopeé a

I'amoxicilline a 5 ng/g (Ang et al., 1996).
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Figure 20 : Chromatogrammes de (A) tissu musculaire de contrdle de saumon et (B) tissu

musculaire de saumon dopé a I'amoxicilline a 5 ng/g (Ang et al., 1996).
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Figure 21 : Structures de (A) I'amoxicilline et (B) son principal dérivé, la 2-hydroxy-3-

Tableau 07 : Récupération d'amoxicilline dans les échantillons de tissu musculaire de

phénol-6-méthylpyrazine (Ang et al., 1996).

poisson-chat dopé (Ang et al., 1996).

Quantité dopée

Récupération dans la journée %.

ng/g (ppb) n Moyenne CVe
20 7 78.0 2.29 2.93
10 7 81.2 2.64 3.25
5.0 7 81.4 2.52 3.46
2.5 7 81.9 2.91 3.55

Controle 7 NDP - -
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Moyenne 80.2 2.48 3.24
Quantité dopée Recouvrement au quotidien %

ng/g (ppb) n Moyenne SD Ccv?
20 7 82.0 291 3.55
10 7 81.4 2.80 3.43
5.0 7 80.6 3.04 3.77

Controle 7 ND® - -

Moyenne 81.4 2.92 3.58

a CV = (SD/moyenne) x100%. b Aucun détecté (<0,5 ppb).

Tableau 08 : Récupération d'amoxicilline dans les échantillons de tissu musculaire de saumon
dopé (Ang et al., 1996).

Quantité dopée Récupération dans la journée %.
ng/g (ppb) n Moyenne SD CV2
20 7 76.2 3.21 421
10 7 79.5 2.40 3.02
5.0 7 7.7 2.79 3.59
2.5 5 67.0 3.65 5.45
Controle 7 ND" - -
Moyenne 75.1 3.01 4.07
Quantité dopee Recouvrement au quotidien %
ng/g (ppb) n Moyenne SD cVe
20 5 80.2 4.50 5.61
10 5 79.2 243 3.07
5.0 5 81.2 3.58 441
Controle 5 ND" - -
Moyenne 79.9 3.50 4.36

aCV = (SD/moyenne) x100%. b Aucun détecté (<0,8 ppb).
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Tableau 09 : Données chromatographiques, spectrométriques de masse et spectroscopiques 1
H-NMR du dérivé fluorescent de I'amoxicilline (2-hydroxy-3-phénol-6-méthylpyrazine) (Ang
et al., 1996).

Temps de Maxima El masse de Décalages chimiques du spectrede
rétention de CL2 UvP spectre® RMN 1H, ppm
6.9 min 250,357 51(11), 54(10), CH3 Hss Hu Ha,6

55(6), 65(6), 77(8), | 2.28 6.84 7.21 8.37
101 (7), 105(8),
119(8), 120(10),
133(16), 146(5),
173(38), 174(28),

202(100), 203(10)

a: Temps de rétention de la CL en utilisant le systéme de CL analytique décrit dans la section

Expérimental.

b : Maxima d'absorption (nm) obtenu avec un détecteur de CL a réseau de photodiodes. Les

spectres ont été obtenus entre 220 et 400 nm.

c : Données spectrales de masse de I'ionisation des électrons (EI). Seuls les fragments d'ions
ayant une intensité relative d'au moins 5% sont répertoriés. Le nombre entre parentheses est

I'intensité relative (%) observée.

d : Les spectres de résonance magnétique nucléaire des protons ont été enregistrés a 500 MHz
dans l'acétone-d6, et les décalages chimiques (ppm) ont été déterminés apres avoir attribué le

plus grand pic de solvant résiduel a 2,04 ppm.

e : Les constantes de couplage sont J23 = 8,8 Hz ; JCH3t11 = 0,9 Hz.

DISCUSSION
IV.2.1. Extraction et déprotéinisation

Lors d'expériences préliminaires, plusieurs systemes de solvants ont été testés pour
I'extraction et la déprotéinisation. Le méthanol a été testé comme solvant d'extraction, mais il
a coextrait des quantités considerables de lipides. (USDA-FSIS, 1987) utilisant I'eau comme
solvant d'extraction a également été testée. Cependant, une certaine masse gélatineuse s'est

formée apres que le tissu musculaire du poisson-chat ait été homogénéisé avec de I'eau. Le

F
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liquide n'a pas pu étre séparé du gel, surtout lorsque des échantillons de filets de poisson-chat
tres frais ont été utilisés. Des solutions tampons de différentes valeurs de pH (2.5, 3.5, 4.5,
5.5, 6.5 et 7.5) ont également été évaluées (Ang et al., 1996).

Les mélanges homogénéisés avec des tampons de pH 2,5, 6,5 et 7,5 étaient difficiles
a séparer complétement par centrifugation, et les récupérations d'amoxicilline dopée étaient
faibles. Les solutions tampons de pH 3,5, 4,5 et 5,5 ont donné des récupérations plus élevées
que les tampons d'autres pH. Le tampon de pH 4,5 a été le plus efficace pour faciliter la
séparation entre les phases liquide et solide aprés la centrifugation, probablement parce que le
pH 4,5 est proche des points isoélectriques des protéines de poisson. Le tampon de pH 4,5 a
donc été sélectionné pour des expériences ultérieures. Les échantillons ont été extraits deux
fois pour une meilleure récupération. La solution de TCA a 75% utilisee dans la
déprotéinisation a facilité I'utilisation d'une cartouche C18 pour I'extraction en phase solide.
Le résidu d'amoxicilline dans I'extrait était adsorbé sur la cartouche jusqu'a ce qu'il soit élué
par l'acétonitrile. Des traces de lipides, d'autres substances interférentes non polaires et

d'acétonitrile dans I'éluat ont été éliminées par I'éther (Ang et al., 1996).
IV.2.2. Formation d'un dérivé fluorescent

Des dérivés fluorescents se forment lorsque I'ampicilline est chauffée avec du
formaldéhyde dans une solution acide (Jusko, 1971; Ono et al., 1981). Récemment, Lai (Lai
et al., 1994) ont mis au point une méthode de CL avec détection de fluorescence pour la
détermination de I'ampicilline dans le sérum a I'état de traces, en utilisant la dérivatisation du
formaldéhyde en précolonne. Une technique similaire pour I'analyse de I'amoxicilline a été
signalée par le FSIS (US-CFR, 1984). Cependant, les détails concernant I'optimisation des
conditions de dérivatisation n'ont pas été communiqués. Par exemple, la méthode de Lai (Lai
et al., 1994) nécessite un chauffage a 90 °C pendant 2 h, alors que la méthode FSIS (US-CFR,
1984) nécessite un chauffage a 95 °C pendant 2 h et 20 min. Comme aucune information
n'était disponible concernant les exigences en matiére de temps de réaction, de température et
d'autres conditions, une enquéte systématique a été menée dans le cadre de la présente étude.
Des aliquotes en double d'une solution standard de travail contenant 50 ng/ml d'amoxicilline
ont été réalisees tout au long de cette phase de I'expérience. La réponse fluorescente a éeté
analysée par CL comme indiqué précédemment. Les températures de réaction ont été testées

de la température ambiante (environ 25 °C) a 100 °C pendant 30 minutes. La réponse de

.



Chapitre IV Résultats et Discussion

fluorescence maximale a été obtenue pour les réactions a 90° a 100°C (fig 15) (Ang et al.,
1996).

Pour les expériences ultérieures, la température de 100°C a été choisie parce qu'un
bain d'eau bouillante est généralement peu codteux et facilement disponible en laboratoires.
Le temps de réaction & 100°C a été testé de 0 a 95 min. La surface du pic a augmenté avec le

temps et a atteint un plateau entre 20 et 50 min (fig16) (Ang et al., 1996).

Une légere diminution s'est produite apres 60 min. Un temps de réaction de 30 min a
été choisi pour les expériences ultérieures, ce qui a permis de gagner au moins 90 min de
temps d'analyse, par rapport aux méthodes de Lai (Lai et al., 1994) et FSIS (US-CFR, 1984).

Les concentrations optimales de formaldéhyde dans les solutions tampon d'acide
citrique et de TCA ont été testées pour la formation de produit fluorescent. La réponse
fluorescente maximale s'est produite avec une solution de formaldéhyde de 2,5 a 10 % (fig17)
(Catharina et al., 1996). Et avec une solution de TCA de 10 a 30 % (fig18) (Ang et al., 1996).

Comme pour les méthodes précédentes (Lai et al., 1994; US-CFR, 1984), des
solutions de formaldéhyde a 7 % et de TCA a 20 % ont été sélectionnées pour des travaux
ultérieurs. Comme ces conditions se situaient dans la région du plateau de réponse maximale,
toute légére variation de ces conditions n'affecterait pas les résultats d'analyse. Les
expériences préliminaires ont également montré que l'activité fluorescente était stable sous
réfrigération pendant au moins une semaine. En opération de routine, 4 échantillons peuvent
étre analysés en une journée. Si plus de 4 échantillons doivent étre analysés en un seul
passage, les tubes de réaction apres dérivatisation et refroidissement peuvent étre conservés
dans un réfrigérateur pendant la nuit et l'analyse peut étre terminée le lendemain (Ang et al.,
1996).

IV.2.3. Séparation et détection de CL

Diverses proportions de solution tampon d'acétonitrile et de phosphate dans la phase
mobile ont été testées, ainsi que divers pH de solution tampon. Un mélange de 20 parties
d'acétonitrile et de 80 parties de tampon de phosphate a un pH de 5,6 a donné les meilleurs
résultats pour les échantillons de poissons. Le debit a été modifié de 1 ml/min a 2 ml/min
apres 10 minutes pour faciliter I'élution des composés a élution tardive avant I'injection

suivante. Un temps de fonctionnement total de 20 min était suffisant pour chaque injection

.
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d'échantillon. Aucun pic parasite de I'extrait de poisson témoin n'a été observé au méme temps
de rétention que le dérivé d'amoxicilline. Diverses colonnes CL ont également été testées
(Supelcosil LC-ABZ, Synchropak SCD-100 et MetaChem C4/E) (Ang et al., 1996).

Le Spherisorb S5 ODS2 a donné les meilleures résolutions dans les conditions
expérimentales actuelles. Des exemples de chromatogrammes de I'étalon, du poisson-chat de
contréle et du poisson-chat dopé a I'amoxicilline a 5 ppb sont présentés a la figure 19 (Ang et
al., 1996).

Chromatogrammes de tissu musculaire de saumon témoin et de saumon dopé sont

présentés a la figure 20 (Ang et al., 1996).

La courbe d'étalonnage standard de la surface du pic en fonction de la concentration
était linéaire (r = 0.99998) pour la plage comprise entre 0 et 500 ng/ml, et l'interception était
négligeable (Y = 18.73X 0.52, ou Y est la réponse fluorescente [mVs] et X est I'amoxicilline
[ng/ml]). La limite de détection de l'instrument pour le dérivé de I'amoxicilline a un rapport
signal/bruit de 3:1 était de 100 pg par injection (50 pL d'injection de 2 ng/ml d'amoxicilline).
La variation de I'analyse au jour le jour a été déterminé en comparant la réponse fluorescente
de la solution standard de travail quotidien. Sur une période de 10 jours, la surface du pic
(moyenne * écart-type [SD]) de la solution étalon de 50 ng/ml était de 37 390 + 1657 fiV-sec
avec un coefficient de variation (CV) de 4,43 %. Afin de minimiser les variations des
calibrages des instruments causées par les réactifs ou la phase mobile, il est recommandé
d'utiliser une solution étalon de travail en double pour I'analyse quotidienne. Selon la directive
de la FDA pour l'approbation des méthodes d'analyse des résidus (US-FDA, 1986), les
méthodes doivent pouvoir déterminer les résidus au niveau concerné ou au hiveau de
tolérance ainsi qu'a la moitié et au double du niveau de tolérance. Pour les niveaux de résidus
inférieurs a 0,1 ppm, la variation intra-laboratoire (CV) ne doit pas dépasser 20 % et la
récupération moyenne doit étre comprise entre 60 et 110 % dans les cas > 5). Des échantillons
dopés a 5, 10 et 20 ppb ont été analyseés, car le niveau préoccupant pour I'amoxicilline dans
les tissus des poissons est de 10 ppb. Le niveau de dopage a 2,5 ppb a également été testé
parce que le signal de fond du chromatogramme du témoin était faible. Les taux de
récupération des échantillons de poissons-chats dopés sont indiqués dans le tableau 07 (Ang et
al., 1996).
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La moyenne des récupérations était supérieure a 80 %, tant pour les variations intra-
journalieres que pour les variations journaliéres. Les CV étaient inférieurs a 4 %, ce qui
montre la grande précision de la méthode. Les récupérations et les CV se situaient dans la
fourchette acceptable établie par la FDA (US-FDA, 1986). La méthode est appliquée pour
déterminer lI'amoxicilline a des niveaux aussi bas que 5 ppb dans le tissu musculaire du
poisson-chat. Sur la base des directives de I'American Chemical Society (American Chemical
Society, 1980), la limite de détection (LOD) a éte estimée a 3 fois I'écart-type du blanc plus la
réponse moyenne du blanc (MBR), tandis que la limite de quantification (LOQ) a été calculée
comme 10 écart-type a partir du MBR. La LOD et la LOQ de I'amoxicilline dans les tissus
musculaires du poisson-chat étaient respectivement de 0,5 et 1,2 ppb. Les données de
récupération des tissus musculaires de saumon dopé sont présentées dans le tableau 08 (Ang
etal., 1996).

En raison de l'interférence des composés, les taux de récupération de I'amoxicilline
dopée dans les tissus musculaires de saumon étaient généralement inférieurs a celles des tissus
de poisson-chat. Néanmoins, les récupérations en un jour étaient encore supérieures a 76 %
pour les échantillons dopés a 5, 10 et 20 ppb. Les CV (%) étaient satisfaisants selon les
critéres de la FDA (US-FDA, 1986). A un niveau de pic de 2,5 ppb, environ 67 % de
I'amoxicilline dopée a été récupérée et le CV (5,45 %) était acceptable. Les taux de
récupération et les CV des expériences de variation quotidienne étaient Iégérement meilleurs
que ceux des expériences en cours de journée. La méthode est applicable pour déterminer les
résidus d'amoxicilline a 5 ppb dans le tissu musculaire du saumon. La LOD et la LOQ pour
I'amoxicilline dans les échantillons de saumon étaient de 0,8 et 2,0 ppb, respectivement. La
méthode est applicable a I'analyse de traces d'amoxicilline dans les tissus musculaires de

poisson-chat et de saumon (Ang et al., 1996).
IV.2.4. Identification du dérive de I'amoxicilline

L'échantillon a produit un ion moléculaire apparent a m/z 202, qui était le pic de base du
spectre. Les fragments d'ions observés sont indiqués dans le tableau 3. L'ion moléculaire
apparent et les ions fragments observés sont conformes a la structure chimique proposée de la

2-hydroxy-3-phénol-6-méthylpyrazine (fig 21) (Ang et al., 1996).

Mais n'excluent pas d'autres structures. Le spectre de masse a été comparé aux

spectres de la bibliothéque Finnigan MAT INCOS et de la bibliotheque de spectres de masse

.
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du National Institute for Standards and Technology. Aucune correspondance acceptable n'a
été trouvée, car aucune des deux bibliotheques ne contenait le spectre de la structure
proposée. Un résume des données des identifications instrumentales est présenté dans le
tableau 09 (Ang et al., 1996).

Les spectres RMN obtenus étaient conformes a la structure proposée. Les
assignations de résonance protonique ont été faites sur la base des décalages chimiques et des
constantes de couplage. Un produit fluorescent similaire, la 2-hydroxy-3-phényl-6-
méthylpyrazine, provenant de la réaction de Il'ampicilline avec le formaldéhyde et les
solutions de TCA (Ono et al., 1981).

1VV.3. Article 03
RESULTATS

Tableau 10 : Comptages a blanc par minute pour les différentes especes de poissons obtenus
par la technique Charm Il (Mukota et al., 2020).

Résultats du compteur a scintillation (cpm)

Testdu | P-lactams kit | Sulfonamides | Tetracyclines Macrolides kit Streptomycins
charme kit kit kit
1
Espéces | Moy SD Moy | SD | Moy | SD Moy SD Moy SD
Tilapia | 2704 09 [259% | 736 (3027 0.7 2448 191.1 5103 | 346
Truite | 2506 | 192.0 | 2332 | 1184 | 2830 | 260 2799 87.1 4799 [ 259.9
Saumon | 2571 | 207.4 | 2472 | 541.2 | 2939 | 165.0 2110 117.2 3085 | 1334
Pangasiu | 2469 | 195.7 | 5625 [ 1254 | 2931 | 221.4 2893 110 4796 | 437.7

S

Bar 2432 | 232.1 | 2144 | 672.1 | 2971 | 252.2 2700 153.6 4805 | 594.7

Dorade | 2512 | 171.1 | 1977 | 621.4 | 2864 | 93.4 2803 167.3 4967 | 485.8

Poisson- | 2493 | 312.7 | 5872 | 774.3
chat

Lingue 4454 | 650.1

Cpm : compte par minute.

SD : écart type

@
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Tableau 11 : Points de contréle pour les différents antimicrobiens dans les échantillons de

poissons blancs (Mukota et al., 2020).

Antimicr Echantillons dopés Echantillons vierges
obiens
Niveau de | Cpm moy | Priseen | cpm Moy Gamme | N°de faux | Taux
dopage de des compte des des positifs/N° de
I'analyte | échantillo | de I'effet cpm | lectures de | dg'échantill | faux
(na/kg) ns dopés de vides cpm ons positif
matrice vierges s (%)
B-lactams | 25 pg/kg 1275 Cpm+20 | 1530 | 2502 2160— 0/30 0
penicillin % en 2907
G pointe
Sulfonam | 50 pg/kg 1096 Cpm+30 | 1424 | 3162 1431- 0/30 0
ides sulfametha % en 6995
zine pointe
Tetracycl | 0 pg/kg 2524 Cpm 1514 | 2524 2451 0/30 0
ines tetracyclin vierge - 3269
e 40%
Macrolid | 100 pg/kg 1765 Cpm+20 | 2118 | 2587 1906 1/28 3.6
es erythromy % en 2952
cin A pointe
Streptom | 25 pg/kg 2574 Cpm+30 | 3346 | 4605 2942 1/20 5.0
ycin streptomy % peak 5488
cin

Nombre d'échantillons utilisés par parametre Ns>20

DISCUSSION

IV.3.1. Comptage par minute pour les échantillons blancs

Les échantillons blancs utilisés dans I'étude étaient les matrices de tissus de poissons
qui ont été soumises a la procédure d'analyse complete, et aucun résidu antimicrobien n'a été

détecté dans ces matrices a l'aide des kits de test Charm |1 respectifs (Charm Sciences, 2014).
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Les échantillons de poissons vierges auxquels le liant et le traceur avaient été ajoutés, mais
sans ajout d'agent antimicrobien, ont été extraits avec les différents kits et lus sur les canaux
respectifs. Les résultats de CPM pour les échantillons de poissons blancs sont résumés dans le
tableau 1 (Mukota et al., 2020).

D'apres le tableau 10, les cpm des especes de tilapia, truite, saumon, pangasius, bar,
dorade, poisson-chat et poisson-lingue ont été évaluées statistiguement a l'aide de 'ANOVA
et il a été constaté que le F global calculé (0,22) était inférieur au F critique (2.5), ce qui
implique qu'il n'y avait pas de différence significative entre les résultats des échantillons de
poissons blancs des especes susmentionnées lors de I'utilisation de kits de tests antimicrobiens
pour les B-lactames, tétracyclines, macrolides et streptomycines. Toutefois, des différences
significatives dans les valeurs de la ppm ont été observees avec le kit d'extraction des
sulfamides lors de tests sur le poisson-chat, la lingue et le pangasius. Les cpm de ces especes
étaient presque le double de celles des autres types de poissons et leur F-calculé (15,1) était
supérieur au F-critique (2,4). La grande variation des cpm pour les espéces de poissons-chats,
de lingue et de pangasius par rapport aux autres espéces peut étre attribuée a la forte teneur en
graisse des poissons de la mer Baltique extraite par le protocole du kit sulfamide. A cet égard,
les trois espéces de poissons (poisson-chat, lingue et pangasius) doivent étre traitées
séparément lors du calcul des points de contréle afin de minimiser les risques d'obtenir des
résultats faux négatifs ou faux positifs. Pour les autres especes de poissons, les résultats de la
CPM a blanc ont été utilisés pour calculer les points de contréle respectifs pour les différents
résidus (Mukota et al., 2020).

IV.3.2. Evaluation des points de contrdle pour les différents médicaments résidus

Le point de contréle (CP) d'un échantillon est le point de coupure entre un résultat
négatif ou positif. Tout agent antimicrobien présent dans I'extrait d'échantillon est en
concurrence en liant les sites avec le traceur, donc, plus le cpom mesuré est important, plus la
concentration de médicaments antimicrobiens dans I'échantillon est faible et vice versa. Les
échantillons a forte concentration sont considérés comme négatifs (les antimicrobiens traceurs
sont largement liés au liant) tandis que ceux a faible concentration sont considerés comme
positifs (les antimicrobiens traceurs sont largement libres en solution). Le PC des différents
antimicrobiens a été déterminé indépendamment et, a I'exception des tétracyclines, la valeur
de la LMR de chague médicament a été ajoutée a I'échantillon de poisson blanc

correspondant. Afin de tenir compte des écarts entre les différentes matrices de poissons, un
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pourcentage de tolérance a été ajouté ou soustrait de la valeur moyenne du PC obtenu pour

I'échantillon de poisson blanc dopé (Mukota et al., 2020).

L'évaluation du PC a eté effectué conformément au protocole du Charme Il, et les
pourcentages ajoutés a la valeur moyenne des échantillons dopés a la capacité de détection ou
soustraits de la valeur moyenne des blancs servent a minimiser l'occurrence de lectures
faussement positives ou négatives (Charm Sciences, 2014 ; Charm et Chi, 1988 ; Korsrud et
al., 1995).

A cet égard, le PC pour les p-lactames a été évalué en calculant la moyenne des
résultats de 6 échantillons négatifs dopés a la pénicilline G a 25 pg/kg (0,5 LMR) et en
ajoutant 20 % de la valeur moyenne du PC obtenu. En ce qui concerne les sulfamides, le PC a
été évalué en calculant la moyenne des résultats des échantillons négatifs dopés a 50 pg/kg
avec de la sulfaméthazine et en ajoutant 30 % de la valeur moyenne de la ppm obtenue
(Mukota et al., 2020).

Un point de contréle de 1530 a été calculé pour les B-lactams. D'autre part, le PC pour les
tétracyclines a été calculée en faisant la moyenne des résultats de la cpm des étalons de
contréle négatifs fournis dans le kit de test des tétracyclines et en soustrayant 40 % de la

valeur moyenne de la cpm obtenue (tableau 11) (Mukota et al., 2020).

Pour les macrolides, la PC a été obtenue en calculant la moyenne des résultats de 6
échantillons négatifs dopés a I'érythromycine A a 100 pg/kg (0,5 LMR) et en ajoutant 20 %
de la valeur moyenne de la PC obtenue. En utilisant une approche similaire, le PC pour la
streptomycine a été dérivée en calculant la moyenne des résultats des échantillons négatifs
dopés a 25 pg/kg avec de la streptomycine et en ajoutant 30 % de la valeur moyenne du cpm
obtenu. Lors de l'analyse des résidus d'antimicrobiens dans les échantillons de poisson, les
résultats inférieurs ou égaux a chaque CP ont été interprétés comme positifs, tandis que ceux
qui sont supérieurs au CP, comme négatifs. Les lectures d'échantillons blancs inférieures a la
PC fixée ont été considérées comme faussement positives. Les résultats du tableau 11,
montrent que le taux de faux positifs était de 0% pour les tétracyclines, B-lactames et
sulfamides ; 3,6% pour les macrolides, et 5% pour la streptomycine ; ceci a prouvé la validité

des puisqu'il a satisfait aux critéres d'acceptation d'étre a moins de 5% (Mukota et al., 2020).
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conclusion

Conclusion

En matiere d’¢levage, les animaux terrestres ne sont pas les seules sources
d’antibiorésistance: 1’aquaculture recourt aussi largement aux antibiotiques. Et ce aussi bien
dans les pays asiatiques, ou le sujet est peu régulé, que dans les pays du Nord, révele une
étude publiée dans le Journal of Hazardous Materials.

Estimée a 83 millions de tonnes par an, 1’aquaculture mondiale constitue désormais
40% de notre alimentation en produits de la mer, contre seulement 4% en 1970. Une solution
a la surpéche, certes, mais aussi une pollution additionnelle pour la mer, notamment en termes
de déchets.

En surdensité, les poissons sont plus a risque de maladies, ce qui pousse les producteurs
a avoir la main lourde sur les antibiotiques. Le probleme est d’autant plus important que les
grands pays producteurs, ceux d’Asie du Sud-est, disposent d’une faible réglementation quant

a ’'usage des antibiotiques.

Mais les producteurs du Nord ne sont pas hors de tout reproche, révélent les travaux
publiés par deux chercheurs de I’université d’Etat de 1’ Arizona. Cette étude, la plus large a ce
jour a avoir évalué la présence d’antibiotiques dans des produits d’aquaculture, a porté sur 27
échantillons issus de 11 pays, représentant 6 especes: crevette, saumon, poisson-chat, truite,
tilapia et panga. 47 antibiotiques étaient analysés et 5 souvent retrouvés, dont
I’oxytétracycline, médicament le plus fréquent en aquaculture, notamment dans les pays du
Nord. Parmi les échantillons positifs, on retrouve du saumon canadien et chilien, du tilapia
chinois et panaméen, ainsi que des truites US —espéce chez qui I’oxytétracycline entraine des

malformations.

Plus surprenant, cet antibiotique était méme retrouvé en forte concentration chez des
crevettes mexicaines pourtant d’origine sauvage. Ce que les chercheurs expliquent par un
probléeme d’étiquetage, une forte pollution cotiere par des résidus de médicaments, voire par
une contamination croisée dans la chaine de production.Certes, les concentrations mesurées,
de I’ordre du nanogramme par gramme de produit, sont toutes en deca des limites fixées par la
Food and Drug Administration (FDA). Ces seuils réglementaires sont pourtant mis en cause
par de nombreux experts, qui estiment que 1’antibiorésistance se développe a des doses du

méme ordre de grandeur que  celles observées dans [I’étude.
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