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Résumé

La présente étude consiste a un dépistage de résidus d’antibiotique dans les tissus de Tilapia
du Nil (Orechromis ssp) et I’évaluation la qualité microbiologique du poisson et de 1’eau des

aquariums expérimentaux.

Globalement, les individus d’ Oreochromis ssp ont un poids totale (Wt) qui varie (19<Wt
(2)<89) avec une longueur varie (10,5 <Lt(cm)<16,4). Ces Tilapias ont suivi une
antibiothérapie par balnéation avec cinq (05) doses référentielles de I’érythromycine pendant

dix ( 10) jours et une dose orale d’ordre 0,1g/j(pendant trois(03) jours » avec les sulfamides.

Les résultats des analyses macroscopiques des poissons, ont montré la présence de diverses
altérations tant sur I’état morphologique. Des poissons ont manifesté des : exophtalmie, perte

d’ceil, érosions, déformations.

Les résultats de dénombrement de tous les groupes bactériens présents dans les tilapias et
I’eau d’aquarium étudiés, font apparaitre que dans I’ensemble des sites échantillonnés, les
teneurs en bactéries relevées révelent I’existence de niveaux de contamination par les
coliformes totaux, les coliformes thermotolérants , les FTAM .Notons I’absence totale des

staphylocoques et salmonelle.

Le dépistage de résidus « méthode des quatre (04) boites » d’antibiotique dans le foie
d’Orechromis ssp. Déclare que ces Tilapias sont IMMPROPRE a la consommation humaine.
En revanche, L’indice d’altération indique que Ces poissons Sont FRAIS-propre a
consommer !, Ce résultat constitue un réel probléme de santé publique, non seulement en
raison de la présence de résidus d’antimicrobiens dans les tissus comestibles, qui peuvent
provoquer des réactions allergiques chez les personnes hypersensibles, mais aussi en raison de

I’émergence de résistances bactériennes.

Mots clés : dépistage de résidus d’antibiotiques, Oreochromis ssp, érythromycine, sulfamide

anomalies macroscopiques, qualité microbiologique (eau et poisson).
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Abstract

The present study consists of screening for antibiotic residues in the tissues of Tilapia of the
Nile (Orechromis ssp) and the evaluation of the microbiological quality of fish and water

experimental aquaria.

Overall, Oreochromis sp individuals have a total weight (Wt) that varies (19<Wt (g)<89) with
varying length (10.5 <Lt(cm)<16.4). These Tilapias have undergone antibiotic therapy by
bathing with five (05) reference doses of erythromycin for ten (10) days and an oral dose of
about 0.1g/d (for three (03) days"with sulfonamides.

The results of the macroscopic analyzes of the fish showed the presence of various alterations

both in the morphological state. Fish have shown: proptosis, loss eyes, erosions, deformations.

Enumeration results for all bacterial groups present in tilapia and aquarium water studied,
show that in all of the sites sampled, the levels of bacteria recorded reveal the existence of
levels of contamination by total coliforms, thermotolerant coliforms, FTAM. Note the total

absence of staphylococci and salmonella.

Screening for residues "method of four (04) boxes™ of antibiotic in the liver of Orechromis ssp.

Declaresthat these Tilapias are UNFIT “ Not safety food” for human consumption.

On the other hand, the spoilage index indicates that these fish are FRESH-food safety to
consume!l. This result constitutes a real public health problem, not only in due to the presence
of antimicrobial residues in edible tissues, which may cause allergic reactions in

hypersensitive people but also due to the emergence of bacterial resistance.

Keywords: antibiotic residue screening, Oreochromis ssp, erythromycin, sulfonamide,

macroscopicanomalies, microbiological quality (water and fish).
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Introduction

INTRODUCTION

Nos océans et nos masses d’eaux continentales constituent une source vitale d’aliments
nutritifs partout dans le monde. Les produits alimentaires d’origine aquatique comprennent un
ensemble divers d’animaux, de plantes et de micro-organismes, chacun présentant des qualités
et offrant des nutriments uniques, comme le fer, le zinc, le calcium, I’iode, les vitamines A, B12
et D, et les acides gras oméga 3. Les micronutriments apportés par la consommation d’animaux
aquatiques présentent aussi 1’avantage d’€tre hautement biodisponibles (WHO, 1985). De
surcroit, certains micronutriments d’origine végétale — le fer et le zinc, par exemple — sont
mieux assimilés lorsque les produits végetaux sont consommes en méme temps que des produits
animaux aquatiques (Barré et al., 2018). Enfin, la consommation de produits alimentaires
aquatiques offre une plus grande durabilité, car la production de ces aliments a un impact sur
I’environnement bien moindre que celle de la plupart des aliments issus d’animaux terrestres

(Hilborn et al., 2018).

Depuis I’introduction de la notion de sécurité alimentaire en 1974, celle-ci a évolug,
délaissant ses composantes quantitatives (qui mettent en avant la production et la quantité de
nourriture) au profit de composantes qualitatives (qui insistent sur la qualité nutritionnelle et la
sécurité sanitaire des aliments), intégrant des questions d’équité, a I’instar de précédents travaux
sur ’accés et le droit humain a une nourriture suffisante (Sen, 1981) et sur les éléments
d’agencéité et de durabilité (HLPE, 2020).Jusqu’a récemment, les recommandations
nutritionnelles de consommation d’aliments d’origine aquatique insistaient principalement sur
le compromis entre les bienfaits nutritionnels et les préoccupations relatives a la sécurité

sanitaire des aliments et a la bioaccumulation de contaminants et de polluants.

Le poisson est une denrée alimentaire tres appréciable pour sa valeur gustative et
nutritive. Il constitue une source précieuse de protéines aisément digestibles a valeur
biologique élevée. Il est aussi un excellent vecteur d’oligo-éléments et de vitamines.
Ce produit aquatique est une source riche en acides gras polyinsaturés (AGPI) a longue chaine
de la série n-3 et n-6 qui sont fortement recommandés en raison de leurs effets bénéfiques sur

la santé humaine (Fiorella et al., 2018).
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L’aquaculture mondiale est un secteur dynamique en plein essor. Contrairement a la
péche qui stagne autour de 90 millions de tonnes par an, I’aquaculture connait une croissance
annuelle de pres de 8,6 %, ce qui est bien supérieur a la croissance de la production animale
terrestre (FAO& WHO, 2020).L’ Algérie se distingue parmi les pays méditerranéens par sa tres
faible production enproduits de la péche (< 3 million de tonnes).

Parmi les especes de poissons dulcicoles introduites en Algérie, le Tilapia du Nil
(Oreochromis niloticus) représente 1’espéce de choix pour promouvoir I’aquaculture et
prévoir un développement durable. Grace a ses attributs, a savoir la rusticité, une reproduction
facile et rapide en captivité, un régime alimentaire basique au niveau le plus bas de la chaine
alimentaire (phytoplancton et détritus) et une valeur gustative et nutritive intéressante (El-
Sayed, 2006 ; Lazard, 2009). En outre, les filets du tilapia sont quasiment dépourvus d’arétes,
ce qui devrait séduire davantage les consommateurs. Cette espéce de poisson a fait ses
preuves dans plusieurs pays du monde. Le groupe des tilapias se classe au deuxieme rang
apres le groupe des carpes avec une production mondiale dépassant les 3,5 millions de tonnes
en 2020(FAO& WHO, 2020)

La tilapiculture a recourt aux meédicaments vetérinaires a savoir les antibiotiques et les
hormones. L’antibiothérapie demeure incontournable dans les élevages aquacoles et
piscicoles pour limiter I'impact économique des bactérioses (Hernandez Seranno, 2014 ;
Kimmerer, 2009). Les antibiotiques sont utilisés a titre préventif pendant les phases critiques
(stades précoces, transferts des poissons) mais aussi chez des animaux en croissance (Nicolas
et al., 2007). Il a été démontré que quelques antibiotiques, tel que la flavomycine,
I’oxytetracycline et le florfenicol, ont été également utilisés comme des promoteurs de

croissance chez le tilapia (He et al., 2010 ; Reda et al., 2013)

L’antibiothérapie est incriminée dans 1I’émergence de nouvelles souches bactériennes
trésrésistantes en influencant la flore intestinale et en modifiant sa composition par inhibition
sélective de composants déterminés, ou par sélectiondes micro-organismes résistants
(Maghuin-Rogister, 2002).

Le secteur aquacole génére une antibiorésistance croisée, ce  qui
alarme et préoccupe les thérapeutes humains (Rolain, 2013). Les résidus d’antibiotiques

peuvent aussi présenter des risques technologiques au niveau de la production alimentaire
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(Sanz et al., 2010) et avoir un impact polluant sur ’environnement (Armstrong et al., 2005 ;
Eurin et al., 2005).

Le poisson a la particularité d’étre une denrée alimentaire hautement périssable (Gram
& Huss, 1996). Immédiatement aprés sa mort (post mortem), le poisson subit un processus
naturel et complexe de décomposition. Il est le résultat de la superposition de réactions
chimiques, enzymatiques et bactériennes (Huss, 2004). Ce processus affecte la fraicheur du
poisson et entraine une rapide altération des propriétés organoleptiques, une réduction de la

valeur nutritive et la formation de substances toxiques.

Chez le tilapia,La charge bactérienne en surface (peau et branchies) ou dans les
intestins d’un poissonfraichement capturé est assez importante. Cependant, le systéeme
immunitaire maintien lemuscle stérile chez le poisson vivant ou frais. Juste apres la mort, ce
systéeme défensifs’effondre laissant place a I’invasion bactérienne (Leduc, 2011). Les bactéries
pathogénes etd’altération envahissent les alvéoles des écailles avant de se proliféerer dans les
fibresmusculaires. Le critére microbiologique de sécurité alimentaire (6 logs cfu g%)
(ICMSF,1986) peut étre rapidement dépassé en fonction de la durée et de la température de

conservation.

A ce jour, & travers le monde, I’innocuité et la qualité des alimentsconstituent un sujet

de préoccupation pour le consommateur.

Cependant les mesures de controle appliquées different d’un pays al’autre. En effet, la
prévalence des résidus de médicaments vétérinairesdans les aliments d’origine animale est
inférieure a 1 % en Europe, alorsqu’elle atteint 94 % dans certains pays africains (Mensah et al
., 2014).

En Algérie,contrairement au contexte européen, la présence de résidusd’antibiotiques
dans les denrées d’origine animale a rarement faitl’objet d’une attention sérieuse et peu de
contrdles sont réalisés sur lescircuits de distribution. La recherche de résidus n’a jamais été
intéegréedans un Vvéritable programme de surveillance jusqu’a 1’avénement en2013 d’un
nouveau programme dénommé Programme algérien desurveillance des contaminants et des
résidus dans les aliments(PASCRA) lancé par le ministére de 1’Agriculture, du

développementrural et de la péche et financé par 1’Union européenne (Kebir, 2016).
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En I’état actuel des connaissances, il n’y a pas de données nationalesofficielles
disponibles sur la prévalence des résidus d’antibiotiques, leurconsommation et leur usage ni sur
les facteurs de risque au niveau desélevages. Cependant, de nombreuses études récentes ont fait
état derésistances multiples aux antibiotiques chez les souches bactériennes
isolées a partir des différentes espéces animales de production (Guessoum, 2016, Benamour et
al 2018).

Dans ce contexte, Le présent travail a pour objectif principal, I’évaluation de la qualité
microbiologique de tilapia Hybride exposé a deux antibiotiques (érythromycine et sulfamide en
premier lieu. La recherche et la quantification des résidus d’antibiotiques dans la chair des bio-

essais traités en second.
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1 Methodes de detection des résidus d’antibiotiques

La présence des résidus d’antibiotiques dans les denrées pose donc un véritable
probléme de santé. D’ou la nécessité d’instaurer des plans de surveillance et de controle
des denrées alimentaires d’origine animale. Des méthodes de leur détection, existent a cet
effet et sont sans cesse améliorées pour les rendre plus fiables (Kantati, 2011). Ces
méthodes peuvent étre regroupées en deux catégories que sont les tests de dépistage et les
tests de confirmation. (Tab.1).

2 Meéthodes de détection et de quantification des résidus d’antibiotiques

2.1 Méthode de détection biologique microbiologique

2.1.1 Méthode alternatives (Premitest)

Le Premitest est basé sur Iinhibition de la croissance du Bacillus
stearothermophilus, bactérie tres sensible a de nombreux antibiotiques et aux sulfamides.
Des spores standardisées sont incluses dans de la gélose additionnée de nutriments
sélectionnés. Couvrant une large gamme d’antibiotiques, le Premitest est un test rapide,
sensible, fiable donne un résultat fiableen moins de quatre heures, prét a I’emploi et d’un
bon rapport colt/performance. Il permet de déterminer rapidement le devenir de la viande.
(Anonyme3 f, 2006).

2.1.2 Méthodes de reférence (méthodes des 4 boites)

Elle est basée sur I’inhibition de la croissance de bactéries du genre Micrococcus
luteus, Bacilles substilis. Elle est réalisée au moyen de boites de Pétri contenant une
gélose ensemenceée avec la souche Micrococcusluteus ou la souche Bacillus subtilis. Les
zones d’inhibition dépourvues de colonies bactériennes autour des points de dépots des
¢chantillons (morceau de rein ou papier filtre imbibé d’exsudat de cortexrénal) sont
révélatrices de la présence potentielle d’antibiotiques (Scippo,Maghuin-Rogister, 2006
; Bertheet al, 2007).
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2.2 Méthodes biochimiques

2.2.1 Méthodes enzymatique (Penzymtest)

L’enzyme (DD carboxypeptidase) ajouté dans I’échantillon, réagit lors de
I’incubationavec les antibiotiques pour former un complexe stable.

L’exceés d’enzyme libre toujours présent dans I’extrait de viande hydrolyse un
substrat de typeR-D-Ala-DAla.LaD-Ala ainsi formée est oxydée en acide pyruvique
paruneD-amino-acide oxydase avec formation simultanée d’eau oxygénée. Cette
derniere est utilisée pour oxyder, sous I’action d’une peroxydase, un indicateur
organique redox non coloré (I’o-dianisidine) qui évoluera en un composé de couleur

rose orange, (MaghuinRogisteretal., 2001).

2.2.2 Méthodes sur tigettes (le test beta star)

C’est un test du type Récepteur Assay. Il est basé sur ’emploi d’un récepteur
spécifique lié a des particules d’or. Il est tres spécifiqgue des Béta-lactamines
(pénicillines et cephalosporines). Parcontre, les concentrations elevées en résidus
d’antibiotiques autres que les Béta-lactamines ont donné dans tous les cas des résultats
positifs,(Maghuin-Rogister et al., 2001 ; Scippo, 2008).

2.3Méthodes immunologiques

2.3.1 Test RIA et du test RRA

Le test RIA est basé sur la compétition qui existe entre 1’antibiotique marqué par
un isotope et ce méme antibiotique non marqué présent dans I ‘échantillon a doser, pour
un récepteur bacterien. C’est a dire des bactéries porteuses de sites de liaisons
spécifiques vis-a-vis de ces antibiotiques. Une variante du RIA est le RRA
(Radiorécepteur Assay) qui recourt & des récepteurs pour la famille d’antibiotiques
envisagée au lieu d’anticorps dans le RIA.

Les seuls receptor assays qui sont couramment utilisés pour ’analyse des résidus
d’antibiotiques, sont ceux développés par CHARM SCIENCES. Le kit appel¢ Charm II
Receptor Assays permet de détecter les R-lactames, le stétracyclines,le smacrolides, les
aminoglycosides et le chloramphénicol dans les échantillons de lait, de viandes, dans les

ceufs et dans les fluides biologiques. En général, les tests RRA sont spécifiques a
6



Chapitre I: Méthodes de détection de résidus d’antibiotiques

certaines familles d’antibiotiques et sont reproductibles mais ce type de test nécessite
I’utilisation d’un compteur de rayons béta ougamma,(Maghuin-Rogisteret al, 2001).

2.3.2 Test ELISA

Le test ELISA, quant a lui, se base sur le méme principe que le RIA mise a part
le fait quele marquage est enzymatique au lieu d’étre radioactif. Les tests ELISA
disponibles dans lecommerce sont entre autres : le LacTek [3-lactam, le Cite Probe et le
Delvo test. Les résultats finaux obtenus sont basés surun changement de couleur
(Maghuin-Rogisteret al,2001).

3 Methodes de confirmation et de quantification

3.1 Méthodes Chromatographiques

3.1.1 Chromatographie:

La chromatographie repose sur une succession de cycles d’adsorption/désorption
(équilibres dynamiques de concentration) des divers solutés présents dans le melange
entre deux phases non miscibles, (Anonymel c, 2007).

e Une phase stationnaire fixe(Stat): particules solides finement divisées modifiées en
surface contenues dans une colonne ,oumolécules greffées directement sur la paroi
interne de la colonne.

e Une phase mobile (Mob): phase liquide ou phase gazeuse,qui entraine les solutés
autra versde la phase stationnaire.

e Les solutés migrent autra vers de la colonne sous des effet santagonistes,
(Anonyme7b, 2008):

o Effet d’entrainement des solutés par la phase mobile qui s’écoule autra vers de la
phase stationnaire.

e Effet de rétention des solutés par la phase stationnaire (adsorption réversible,
interactions moléculaires, polaires, ioniques, diffusion).

En fonction de I’affinité de chacun des solutés vis-a-vis des phases mobiles et

stationnaires ,chaque soluté aura une vitesse de migration différente lors de son passage au
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travers de la colonne. Les solutés du mélange sont donc progressivement separés,
(Lavallaz Et Délétroz,1994 ; Anonymel b, 2007).

3.1.2 Buts de la chromatographie:

On peut distinguer deux objectifs principaux:

3.1.21 Objectif Analytique

Il s’agit d’identifier des solutés qualitativement et/ou quantitativement,
I’opération se faisant par le seul processus chromatographique, au quel peuvent étre
associées, en passage direct, d’autres techniques analytiques chimiques ou physico-
chimiques destinées a faciliter ’analyse qualitative (on qualifie cela de couplage). Les
quantités analysees doivent étre extrémement minimes afin de ne pas s’écarter des
regles d’idéalité de la thermodynamique (le coefficient de partage n’est autre qu’une
constante d’équilibre thermodynamique, ou les activités intervenantes ne sont égales
aux concentrations que si elles sont tres faibles).Les systéemes de détection devront

donc étre tres sensibles, (Anonyme3 b, 2006).

3.1.2.2 Objectif Préparatif

Les concentrations des solutés sont ici importantes et on travaille hors des regles
d’idéalité thermodynamiques. Les quantités produites demeurent cependant faibles (de
I’ordre du kg / jour) et le procédé ne sera utilisé que pour préparer des substances

rares, sensibles a la chaleur (protéines,etc.),(Anonyme3 b, 2006).

3.2 Méthodes pectro métrique (spectro métrie de masse (SM)

3.2.1 Principe de la SM

Les pectrographe de masse consiste a ioniser par des électrons une molécule A.
Celle-civa donc donner une entité A+ ayant perdu un électron. A+ va pouvoir se
scinder en plusieurs groupements (chargé + ou non) plus petits, ou bien se réarranger.
On accélére alors ces particules par un champ électrique, puis elles sont déviées par un

champ magnétique.
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Un spectrographe de masse dans le quel on ne modifie aucun parametre ne va

pouvoir étre étalonné. 1l sera étalonné en masses molaires, puisque est constant. Le

nombre de molécules aura une incidence sur la plaque sensible du détecteur: plus

nombreux sont lesions d’un type donné, plus intense sera la tache obtenue.

Actuellement,

spectreétalé,(Anonyme8,2001).

les détecteurs informatisés permettent d’obtenir directement un

Tableau 1:Comparaison entre les méthodes bactériennes et les méthodes physico-chimique et
immunologiques pour la recherche des résidus d’antibiotiques dans les denrées d’origine animale

(Stoltz, 2008).

Principe

Les différentes
méthodes

Particularités

Méthodes bactériennes

-Mise en évidence du pouvoir d’inhibition de

la croissance des Souches sélectionnées

Méthode officielle des quatre boites
Méthode des trois boites

Le«Fast antibiotics creentest»

Le PremiTest

Le Delvotest

Le CopantestPetS100

LeValioT101

-Large spectre de recherche de molécule
antibiotique

-Premiére étape des plans de contréle
-Utilisées quand I’antibiotique est Inconnu

Méthodes  physico-chimiques et
immunologiques

Dosage des molécules(résidus)

Spectrométriedemasse
Chromatographie enphaseliquide
Chromatographie enphasegazeuse
Chromatographie encouchemince
La méthodeE.L.I.S.A

Tests enzymatiques: exemple: le
Penzym

Tests immuno-enzymatiques
-Grande variabilité des seuils de
détection

-Utilisées pour doser un antibiotique
connu
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1 Origine et Echantillonnage des poissons vivants « Tilapia »

Le travail a été réalisé sur des poissons péchés au niveau de la ferme aquacole AQUA 1ZAK

wilaya de Biskra, Algérie.

Les individus de Tilapia (60 individus) ont été récupérer vivant en mois de
février2022.Nous avons identifié I’espéce et le sex-ratio a I’aide des clé d’identification (FAO,

2000).Les spécimens de Orechromis ssp sont majoritairement des males. (Fig.1)

Figure 1:l'arrivée des échantillons au laboratoire (SNV-université du 20 ao(t 1955-Skikda)

2 Travaux réalisés au laboratoire

2.1 Aquari- expérimentale

A Tarrivée des poissons au laboratoire (SN'V- université du 20 aout 1955-Skikda), les
poissons sont conservés vivant dans deux (02) aquariums rempli d’eau du lac (photo-période)
pour une acclimatation et anti-stress des bio-éssaies pendant 24h, en assurant I’oxygénation

continue a I’aide des barboteurs électriques.(Fig.2).
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Figure 2 : Aqua-expérimentale au laboratoire (NV-université du 20 aolt 1955-Skikda).
Aprés D’acclimations des individus nous avons adopter une méthode (Ecotoxicologie
Microbienne), ou nous avons soumis nos individus a une antibiothérapie, en premier lieu par
I’érythromycine en cing doses (0,3, 1,7,10, 60et 300ug/l)par balnéation pendant dix (10) jours,
par la suite les sulfamides par voie orale de 1’ordre de 0,1 g/jours pendant trois (03) jours, tout
en gardant un aquarium témoin, notre équipe s’intéresse uniquement aux analyses
microbiologiques :
1. Uncontréle macroscopique quotidien des poissons d’aquarium
2. Un prélevement quotidien des paramétres physico-chimiques de 1’eau des
aquariums
3. Apres euthanasier, un contrdle de qualité microbiologique alimentaire des individus
et un dépistage des résidus d’antibiotiques des 06 aquariums. Tous les individus

sont conservé dans des sac stérile (Fig3).

LO0Ls

Figure 3:Conservation des spécimens dans des sacs stériles (Laboratoire université de Skikda).

11
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2.2 Caracteres morphométries & évaluation de la mensuration

Les mesures ont été prises a 1’aide d’un Icthyométre. Les mesures suivantes ont été prises
pour chaque animal (Fig. 4):

- Longueur Totale (LT) : mesure de la distance entre ’extrémité craniale du museau et
I’extrémité caudale de 1'un des lobes de la nageoire caudale. Pour cette mesure, la carpe
doit étre disposée en extension, appareil buccal pro tracteur en extension ;

- Longueur Standard (LS) : mesure de la distance entre 1’extrémité craniale du museau et
I’extrémité du pédoncule caudal ;

- Hauteur Maximale du corps (HM) : mesure entre le contour dorsal et le contour ventral
du corps. La carpe est disposée de profil et la mesure se réalise perpendiculairement a
I’insertion du premier rayon de la nageoire dorsale ;

- Hauteur minimale du corps (Hm) : mesure de la largeur du pédoncule caudal de 1’animal

- Tronc (TRC) : mesure entre la base de I'opercule jusqu’aux papilles génitales. Un
ensemble de mensuration sur les caractéres morphologiques et de prises de poids ont été
effectuées.

Figure 4: Détails des différentes mensurations faites sur tilapia Orechromis ssp(a droite cliché
personnelle)

12
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2.3 Caractere pondérale

Les pesés ont éteé effectuées par une balance de précision, 1l s’agit du Poids total (Wt) (Fig. 5).

n

\e pot

Figure 5 :Mesure pondérale de orechromisssp vivant(clichés personnel au laboratoire SNV-
université du 20 ao(t 1955-Skikda).

2.4 Examen macroscopique des poissons

L’observation des anomalies externes s’cffectue déja sur le milieu au moment de la compagne,
en tenant compte d’en oublier aucune partie du corps, telles que : la couleur du corps,
I’exophtalmie, les écailles, présence ou non d’hémorragie, les 1ésions...etc. En parallele, des
photographies de chaque cas d’anomalies ont été prises, a ’aide d’un téléphone de marque

Redmi note 8 avec une caméra arriere d'une résolution de 48 mega pixels.

Cette opération est indispensable pour éviter les processus inflammatoires qui rendent le
diagnostic incertain ou impossible, c’est d’ailleurs pourquoi nous avons veillé au transport des
poissons vivants jusqu’au laboratoire.

Une fois arrivée au laboratoire, un deuxieme examen des anomalies citées plus haut se
réalise afin de s’assurer des notes prises et de 1’état réel des individus transportés. Cependant,
comme le poisson est examiné juste apres I’avoir sacrifié, alors aucun changement d’état n’a

été enregistre durant la période d’étude.

13
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2.5 Evaluation de la fraicheur des poissons

L’examen organoleptique chiffrés ou objectifs. La méthode organoleptique chiffrée a été

mise au point sur les bases de I’examen organoleptique simple et de ’exploitation statistique

des résultats d’observation. Elle résume une série d’appréciations subjectives par une note

chiffrée qui reflétera I’état d’altération ou de fraicheur du poisson observe.

Par le nombre élevé de caractéres appréciés, elle assure une bonne objectivité des résultats

(signification indépendante des especes).

a) Le principe est le suivant :Décrire 1’évolution des caractéres les plus représentatifs dont le

b)

nombre varie en fonction des pays et de la présentation du poisson. Ex : France: 13 caractéres
(Tableau 2) ; CEE : 10 caractéres (Tab 2).
Coter ou attribuer une note chiffrée (1 a 5 sauf pour la pigmentation, 0 a 6 pour I’odeur et la
saveur) a chacun de ces caracteres correspondant a un degré :
@ L altération croissante dans le systéme frangais (0 = frais ; 6 = altéré) ;
soit une échelle de 0 2 6
@ Fraicheur croissante dans le systéme de 1’Union Européenne avec une
échelle de 0 a 3 (0 = altéré ou non admis, 3 = Extra).
Au Canada, I’échelle va aussi de 0 a 3 ; au Danemark de 0 a 10 ; en Norvege de 0 a 5.
Calcul de la moyenne arithmétique des notes attribuées (cotes d’appréciation ou baréme de
cotation) qui résumera I’examen organoleptique ou sensoriel portant sur I’ensemble des
caracteres observés a un moment donné. La valeur moyenne correspond a I’indice (1) :
@ L’altération (France) :
= Poissons frais: 0<1<15
= Poissonsenbonétat:1<1<23
= Poissons a consommer dans la journée : 2,5<1<3
@ Ou de fraicheur (Union Européenne), Reglement 33 / 89 du 05.01. 1989
= Poisson extra: | = 3 (cote 3) (1> 2, 7)
= Poisson A: 1=2(cote2) (2>1>2,7)
= PoissonB:1=1(cote1l) (1>1>2)
= Poissons non admis : 1 =0 (cote 0) (I < 1)

Pour étre plus fiable, I'examen organoleptique chiffré doit étre réalisé au moins par

deux personnes (optimum 5 a 10 poissons) et que celles-ci soient toujours les mémes.

Le bareme de cotation rend plus objective la méthode organoleptique simple. Elle est

facilement mise en ceuvre par un personnel entraine (Boucharel ,2012). (Tab.03).
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Tableau 2: Baréme de cotation de la fraicheur de poisson selon la méthode de la France(Ifremer, 2009 ).

Caracteres observés sur les | N° des Appréciation organoleptiques des caracteres et cotation
poissons caracter 0 1 2 3 4 5 6
es
Mucus | Transparent coté 1 Laiteux Opaque | Grumeleu Jaunétre coté 5
5 X
§ Pigmenta 1 Irisée Couleur | Couleurs | Couleurs Terne Décoloré Grisatre
tion chatoyant vives ternies
e
Teinte i Pupille noire Pupille Cornée Pupille Blanchatre coté 5
brillante coté plus terne | opalesce grise
cornée nte cornée
= transpare laiteuse
8 nte
S
il-: Affaisse v Bombé coté 1 Un peu Plat Concave Trés concave coté 5
c ment affaissé au centre
& Teinte \% Colorée brillante Moins Se Jaunétre Grisatre coté 5
s| § coté 1 colorée | décolora
S| I o mate nt
5] 2
o <
= e Odeur VI Spécifiqu | Neutre | Douceatr | Faibleme | Légéreme Putride ( Fétide
'g g e e ntrance | ntputride | Sulfatée ou
g ammoniacal
.
@ Chair ViI Ferme coté 1 Elastique | Souple Molle Flasque coté 5
=] Paroi VI Intacte coté 1 Détendue | Molle Fragile Perforée coté 5
2 | abdomin
o ale
Péritoine IX Adhérent coté 1 Non Déchiré | Deétérioré Lysé coté 5
adhérent
:’E’ Couleur X Méme teinte que la chair Rose Rouge Brune coté 5
i) de la avoisinante coté 1
= chair
GC) |
g 2 '@ Adhérenc XI La colonne se brise | Nettemen | Non adhérente coté 4 Colonne se
Wi s @ eala au lieu de se t détache
S E’ chair détacher coté 1 adhérente facilement coté
5
Odeur X1 Algue Neutre | Faible ou Aigre Plus ou Ammoniacale | Putri
" marine désagréab | (Acide moins de
(< ou le lactique) | sulfateuse
&5 spécifiqu
G .2 e
§ 3 Saveur X spécifiqu | spécifiq | spécifiqu Papier Douceatr Amere, Naus
i e ue e atténuée | maché | eunpeu sulfurée ou éeuse
renforc ameére ammoniacale
ée
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Tableau 3: Evaluation de la fraicheur du poisson selon la méthode de I’Union Européenne

CATEGORIE DE FRAICHEUR

1. Aspect EXTRA (cote3) | A (cote2) B (cote 1) Non admis (cote0)
1.1Peau Pigmentation Pigmentation Pigmentation en | Pigmentation terne
vive vive mais sans voie de Mucus laiteux
Chatoyante, pas lustre décoloration et
de décoloration Mucus ternie
Mucus aqueux, Iégérement Mucus opaque
transparent trouble
1.2 ceil Convexe (bombé) | Convexe Plat Concave au
Corné transparent | légérement Cornée centre *
Pupille noire, affaissé opalescente Cornée laiteuse
brillante Cornée Pupille opaque Pupille grise
légérement
opalescente
Pupille noire,
ternie

1.3 Branchies

Couleur brillante,
pas de mucus

Moins colores,
traces légéres de

Mucus opagque

Mucus laiteux

mucus clair
1.4 chair (coupe Bleuatre, Veloutée, cireuse, | Légerement Opaque *
dans I’abdomen) | translucide, lisse | feutrée Opaque
brillante sans Couleur
aucun légerement
changement de modifiée
coloration
originale
1.5couleur le long | Pas de coloration | Légérement rose | Rose Rouge*
delaC.V
1.6 Organes Reins, résidus Reins, résidus Reins, résidus Reins, résidus
d’autres organes | d’autres organes | d’autres organes | d’autres organes et
rouge-brillants, mats, sang se et sang rouge sans brunatre
de méme que le décolorant Pale
sang a l’intérieur
de ’aorte
2. Etat Ferme et Elasticité, Légérement Molle (flasque)*
2.1 chair élastique diminuée flasque (molle), Ecailles se
Surface lisse élasticité détachant de la
diminuée. peau, surface
Surface cireuse Granuleuse
(veloutée) et
Ternie
22CV Se brise au lieu Adhérente Peu adhérente Non adhérente
de se détacher
2.3 Péritoine Adhérent Adhérente Peu adhérente Non adhérente
totalement a la
chair
3. Odeur Algue marine Ni d’algue, ni Leégérement Putride, aigre*
3.1 Branchies, mauvaise putride, aigre
peau, cavité
abdominale
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Dés I’arrive des bio-essaie, nous avons réalisé 1’évaluation de la fraicheur du poisson.
Nous avons adopté la méthode chiffrées ou objective utilisant le baréme de cotation de la
méthode frangaise pour déterminer l'indice d'altération.

Dans I'examen 8 caractéeres sont considérés, chaque caractere est examiné puis une
note est attribuée selon le bareme de cotation de la France .La moyenne arithmétique des notes

attribuées donne l'indice d‘altération (1). (equation 1).

_ (Sigmades i)
Donc I = /(N)

Avec :
i= note attribué pour chaque caractére

N= nombre de caracteres

La piéce peut étre considérée comme fraiche, si elle réunit des critéres typiques .Dans
la pratique, I’inspection du poisson se fait macroscopiquement en étudiant les divers caracteres
qui intéressent 1’aspect, le corps et les secrétions, I’état des écailles, de la peau, de I’ceil, de
I’opercule, des branchies, de I’abdomen, du péritoine, des cotes, I’odeur dégagée.

@ Le corps :rigide, le tissu musculaire ferme et en méme temps élastique (ne garde
pas I’empreinte du doigt).

@ L’odeur :légeére et agréable caractéristique de I’espéce, rappelant algues marine
ou vase pour poisson de 1’ecau douce

@ L’aspect général : révéle un éclat métallique, brillant et généralement de
couleur vive.

@ Les secrétions cutanées : les sécrétions cutanées le rendent légérement humide
mais elles ne sont pas visibles, et le mucus est transparent.

@ La peau : la peau est adhérente au tissu sous-jacent, pas de déchirure.

@ Les écailles : brillantes, bien réunies les unes aux autres, adhérent fortement a
la peau.

@ L’eil : I'ceil est clair, vif, brillant, il remplit bien I’orbite, la cornée est convexe
et transparente, la pupille est noire et ne doit jamais étre tachée de sang.

@ Les branchies : elles sont humides, luisantes, rose ou rouge brillant.

@ L’abdomen : ne doit pas étre gonflé, ni tendu, ni perforé.
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@ Le péritoine : adhére bien & la cavité abdominale, les visceres sont lisses et
brillants.

@ Les cotes et la colonne vertébrale : sont adhérentes, la colonne vertébrale ne
doit pouvoir se détacher qu’avec difficulté, il ne doit pas y avoir de sang extravasé
autour de I'aréte médiane, dans la région comprise entre les reins et la queue.

2.6 Controle de qualité microbiologique alimentaire

Cette opération s’est effectuée au laboratoire privé d’essai et d’analyse de qualité de

la wilaya de Skikda

2.6.1 Matériel de Laboratoire

Il s'agit du matériel classique des analyses microbiologiques du laboratoire, Il

comprend plusieurs éléments :

@  Milieux de culture et réactifs : milieux de culture (Chapman, Hektoen, Gélose
glucosée biliée au cristal violet et au rouge neutre(VRBG), viande foie(VF), Giolitti Contoni,
Plate Count Agar (PCA), gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL),
eau physiologique(EP), eau peptoné tamponnée(EPT), bouillon SFB, alun de fer et sulfite de

sodium.

@ Matériel de stérilisation :four Pasteur, incubateurs a 30°C, 37°C et 44°C,

autoclave, bec bunsen.

@  Matériel de broyage :Stomacher et mixeur.

@  Verrerie: boites de pétri, tubes a hémolyse, tubes a essais, pipettes pasteur,
éprouvettes, bécher.

@  Matériel pour la coloration de Gram :lame, lamelle, violet de Gentiane, la
fushine, Lugol,alcool, eau distillée.

@  Test catalase :eau oxygénée et lame.

@  Divers: balance de précision, pinces, ciseaux, microscope optique, anse de

platine ...etc.
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2.6.2 Méthodes d’analyses :
Les analyses microbiologiques ont été effectuées dans des conditions aseptiques avec un
matériel stérile conforme a la norme (ISO 7218) de microbiologie alimentaire. La prise d’essai des
produits de la mer est conforme a ce qui est préconisé dans la norme ISO 6887 pour la préparation des

échantillons, de la suspension mere et des dilutions décimales en vue de I’examen microbiologique.

2.6.2.1 Protocole d'analyse

L’analyse microbiologique est basée sur les techniques d’isolement et 1’identification (aspect

qualitatif) et de dénombrement (aspect quantitatif).

@ Prise d’essai
De chaque unité et a 1’aide d’un scalpel, on préléve 10 g de la masse musculaire. Ce

prélevement est placé immédiatement dans un sac en plastique ligaturé, auquel est ajouté 90 ml de la
solution tryptone-sel-eau (TSE).
Aprés avoir homogénéisé nos échantillons a I’aide d’un agitateur « Stomacher », on passe

ensuite au temps de revivification qui est de 20 a 30 mn a la température ambiante (J.0.RA., 2017).

@ Préparation des dilutions :
La préparation des dilutions allant de 10-1 a 10-3 en procédant au changement des pipettes a

chaque dilution se fait comme suit :

On préléve 1 ml de I’échantillon pour essai a ’aide d’une pipette, et est ajouté 9 ml de
diluant(TSE). Aprés agitation, on prend 1 ml de la premiere dilution a 10-1 auquel on ajoute 9 ml
de(TSE) pour obtenir la dilution a 10-2 et on répéte 1’opération pour la derniére dilution a 10-3.

Selon I’arrété interministériel du 08 Chaoual 1438 correspondant au 02 juillet 2017 relatif
aux spécifications microbiologiques de certaines denrées alimentaires (JORADP 2017), les germes
recherchés chez : les Poissons crus sont les suivants : coliformes fécaux : E. coli, Salmonella, germes
aérobies a 30°C, Staphylococcus aureus.

Cet arrété nous incite a dénombrer toutes les colonies ayant poussé sur les boites (utilisation
des milieux de culture solides) en multipliant toujours le nombre trouvé par ’inverse de sa dilution et

I’inverse de la solution mére. Le résultat est exprimé alors en nombre de germes/gramme.

@ Dénombrement des germes

a) Recherche et dénombrement des germes aérobies a 30° C (FTAM)

A partir des dilutions décimales de 10-3 & 10-1 ; 1 ml est déposé dans chaque boite de
Pétri numérotée successivement, auquel on joute 20 ml du milieu Agar glucose a la peptone de
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caséine et a I’extrait de levure (PCA). Aprés I’homogénéisation, on laisse le milieu se solidifier
puis on rajoute 5 ml de la méme gélose, et on incube les boites a 30°C pendant 3 jours.
@ Lecture :Apreés la période d’incubation spécifiée, on procéde, a ’aide du
compteur, a la numération des colonies pour chaque boite. Une premiére lecture se fera a 24
h, une seconde a48 h et une derniere a 72 h (les colonies se présentent sous forme lenticulaire

en masse).

b) Recherche et dénombrement des Coliformes Thermotolérants

On Inoculer aseptiquement les boites de pétri avec 1 ml des différentes dilutions (10"
210,10, 10®), I’inoculum est déposé gouttes a gouttes sur toutes la surface de la boite. On 'y
coule deux couches de VRBL. Le mélange est homogénéise par des mouvements circulaires
des boites. Les boites sont incubées a couvercle en bas a 44c°.

@ Lecture : Le comptage se fait aprés 48 heures, les colonies de coliformes fécaux

apparaissent rouges fonceées.

c) Recherche de Staphylococcus aureus
A partir des trois dilutions on porte 1 ml dans des tubes contenant 15 ml du milieu

d’enrichissement GIOLITTI CANTONI ensuite on incube a 37°C pendant 48h.

La présence d’un noircissement conduit a un isolement sur milieu CHAPMAN a I’aide
d’un ose, I’incubation se fait a 37°C pendant 48h, et la confirmation de pathogénicité par la
recherche de la coagulase.

@ Lecture:
o Sur CHAPMAN Staphylococcus aureus se présente sous forme de
colonies de taille moyenne, lisses, brillantes, pigmentées en jaune.
o) Sur BAIRD PARKER, elle se caracterise par la formation de colonies
noires, brillantes convexes, entourées d’un halo d’éclaircissement.
La confirmation de la présence de Staphylococcus aureus isolés est mis en évidence par le test

de la catalase, la coloration de Gram et de la coagulase.

d) Recherche de Salmonella :
La recherche de Salmonelles s’effectue classiquement selon un schéma comportant

trois étapes : Le pré-enrichissement, I’enrichissement, et I’isolement. Dans le cas ou les résultats

sont positifs on passe a I’identification biochimique.
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@ Pré-enrichissement La préparation de la solution mere s’effectue a I’aide d’eau
peptonée tamponné (EPT) :

Un volume de225ml d’EPT est versé dans le sac de Stomacher stérile contenant 25g
de I’échantillon, le sac est placé dans I’appareil Stomacher pour effectuer I’étape de broyage
pendantl minute, cette étape permet de faire passer les microorganismes en solution. La
solution ainsi obtenue est versée précautionneusement dans un flacon stérile qui sera mis a
incuber a I’étuve a37°C pendant 24 heures. Cette phase vise a permettre aux bactéries lésées
(ou stressées) de récupérer leur stabilité.

@ Enrichissement

Aprés cette premiere étape, 100 ml de la solution mere sont ensemencés un bouillon
SFBdouble/concentration additionné de 20 disques de sélénite. Le tube est ensuite incubé
pendant 24heures a 37°C.

@ Isolement

Nous allons donc ensemencer le milieu Hektoen a partir des bouillons
d’enrichissement .L’ensemencement se fait d’apres la méthode des cadrans. Les boites sont
incubées a 37°C pendant24 heures. (Norme ISO 6579/A1 : juillet 2007).

@ Lecture

Avec le milieu Hektoen les salmonelles prennent une couleur bleu-vert pouvant avoir
un centre noir. Si on obtient ces résultats on doit passer a la quatriéme étape confirmative carle
milieu d’isolement n’est pas totalement sélectif et on peut trouver aussi d’autres germes.

@ Dénombrement des UFC colonies :

Apres la période d’incubation mentionnée dans la norme spécifique a chaque germe,
on procede au comptage des colonies caractéristiques pour chaque boite contenant moins de300
colonies et 15 colonies au minimum ou tout autre nombre indiqué dans la norme concernant
chaque germe.

Le nombre N de germes présents dans 1’échantillon analysé et considéré comme une

moyenne pondérale de dilution successive est donné par la formule suivante :

_(C1+C2
N = )/(VX(n1+O,1><nZ)><d)

N : Nombre de germes en UFC/ml.

C1 : Nombre de colonies sur la 1¥®boite retenue.

C2 : Nombre de colonies sur la 2°™bhoite retenue.

V : Volume de I’inoculum appliqué a chaque boite en ml.
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nl : Nombre de boites retenues a la 1\éredilution.
n2 : Nombre de boites retenues a la 2°™dilution.
d : Taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.

2.6.3 Interpreétation des résultats de la qualité microbiologique

L’interprétation des résultats a été effectuée selon la reglementation en
vigueur(Journal Officiel de la république Algérienne, n°39, 2017) (Voir annexe), qui nous a
permis de fixer trois classes de contamination, a savoir :
@ Classe 1 : Celle inférieure ou égale au critére « m » ;
@ Classe 2 : Celle comprise entre le critére « m » et le seuil « M » ;
@ Classe 3 : Celle supérieure au seuil « M ».

Tout en sachant que :

@ «m»est le seuil au-dessous duquel le produit est considéré comme étant
de qualité satisfaisante. Tous les résultats égaux ou inférieurs a ce critere sont
considérés comme satisfaisants ;

@ « M » est le seuil limite d’acceptabilité, au-dela duquel les résultats ne
sont pas considérés comme satisfaisants, selon le mode de calcul suivant :

M =10 x m : lors du dénombrement effectué en milieu solide .

2.7 Les analyses bactériologiques de 'eau d’aquarium

Nous avons effectué I’étude des parameétres bactériologique de 1’eau d’¢élevage dans
les cas de mortalités par la méthode du nombre le plus probable (NPP, série de trois tubes) pour
la recherche des germes de contamination (coliforme totaux, les coliformes thermotolérants,

streptocoque fécaux, Escherichia coli).

2.7.1 Larecherche et dénombrement des coliformes totaux,

coliformes fécaux et Escherichia

@ Mode d’emploi
La numération des coliformes totaux et des coliformes fécaux a été réalisée par la

méthode 1SO 9308-2 de détermination du nombre le plus probable (NPP) par inoculation de

tubes en milieux liquides. Dans la premiére phase d’inoculation, neuf tubes remplis (9ml) avec
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le milieu bouillon lactose pourpre de bromocrésol (BCPL) a différentes concentrations ont été
utilisés. Neuf tubes étaient a simple concentration. 10 ml, 1 ml, 0,1 ml de la solution mére ont
été additionnés, respectivement, aux neuf tubes a simple concentration, de la 2eme série et aux
trois tubes & simple concentration restante. (Fig.6).

Les tubes ont été ensuite homogénéisés, le gaz a été chassé dans les cloches de

Durham et par la suite ils ont été incubés 37 C° du 24 h a 48h (ISO 9308-2).

Figure 6:Le milieu BCPL et les différentes concentration (10ml, 1ml,
0,1 ml de I’eau des 06 aquariums expérimentaux).

@ Lecture
Sont considérés comme positifs les tubes présentant a la fois :

- Un dégagement de gaz (recueilli dans les cloches).

- Un virage de couleur du milieu au jaune (témoin de la fermentation du lactos

eprésent dans le milieu).

Ces deux caractéres étant témoins de la fermentation de lactose dans les conditions opératoires

décrites. La lecture finale se fait selon la prescription de la table de Mac grady.(Fig.7).
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Figure 7:Virage de couleur de milieu BCPL vers le jaune..

@ Test de confirmation
La numération des coliformes fécaux (désigne aussi les coliformes thermotolérants) est une

étape subséquente a la précédente (repiquage sur milieu de confirmation). A partir des tubes
positifs du test précedent, 1ml a été prélevé, ensemencé dans 9ml de milieu Schubert stérile et
incubé 24 heures a 44 C°.

@ lecture
Ils sont considérés comme positifs les tubes présentant un anneau rouge en surface du tube qui

témoigne de la production d’indol dans le milieu apres ajout de 2 a 3 gouttes du réactif de
Kovacs. Le tube de Mac Gradey a été utilisé pour le dénombrement des troubles formant

colonies ou TFC.

2.7.2 Les streptocoques fécaux ou thermotolérents ( 1ISO7899-1)

@ Test de présomption
Ils ont été dénombrés selon la méthode 1SO 7899-1. Dans un premier test présomptif, 1ml de
la suspension mere et des dilutions décimales ont été ensemencé dans 9ml du milieu de Roth
(tubes contenant de 1’azoture de sodium (NAN3) qui inhibe la plupart des microorganismes) et

incubés a 37 C° pendant 24heures a 48 heures.(Fig.8)
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Figure 8:Milieu Roth simple concentration ( 10ml, 1 ml, 0,1 ml de 1’échantillon des eaux des
aquariums expérimentaux.)

@ lecture
Les tubes positifs se manifestent par un virage de couleur et un trouble bactérien.

@ Test de confirmation
Les tubes positifs sont repiqués sur le milieu EVA LITSKY et incuber a 37C° pendant 24

heures.

@ lecture
Les tubes sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble bactérien avec parfois

formation de culot violet. Les résultats ont été exprimés par le NPP dans 100ml selon la table
de Mac-Grady.

3 Méthode de détection des résidus d’antibiotiques

La Méthode utilisée pour la détection des résidus des substances a activité antibiotique dans les
muscles est la méthode microbiologique des quatre boites. Elle est applicable aux muscles

d’animaux de boucherie et volailles, foie et palmipede des gras (Gaudinet al.,2006).

3.1 Principe

La méthode des quatres boites necessite 1’application d’une technique de diffusion sur
gélose .Principale étapes de cette méthodes ont:
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L’ensemencement d’un microorganisme test sensible aux substances a activité
antibiotique dans un milieu nutritif solide coulé en boite de Pétri (Bacillus subtilis & Ph 6.0-
7.2- 8.0et Micrococcus luteus a pH8.0).

On incorpore du triméthoprime dans le milieu a pH 7.2 pour augmenter la sensibilité

du test en ce qui concerne la détection de résidus des sulfamides.

Le dépdt sur la surface du milieu ensemencé, d’une rondelle de muscle congelé, suivi

d’une incubation a la température optimale de développement du micro-organisme test.

Les substances a activité antibiotique éventuellement présentes, inhibent la croissance
du microorganisme test .Il1 en résulte une zone d’inhibition autour de 1’échantillon. Sont
considérés comme contenant des résidus de substances a activité antibiotique, les échantillons

trouvés positifs par 1’'une au moins des quatre familles recherchées (Gaudinet al.,2006).

3.1.1 Familles d’antibiotiques recherchees
Les deux microorganismes tests permettent la détection des résidus d’antibiotiques selon le

pH du milieu et I'antibiotique témoin (Tableau 4 ).

Tableau 4: Familles d’antibiotiques recherchées en fonction du micro- organisme, du pH
dumilieu, et de la solution d’antibiotique témoin.

Famille Microorganismetest ~ pH du milieu L’antibiotique témoin
d’antibiotique

recherchée

B-lactamines 6,0 Pénicilline G
tétracyclines sodique

Bacillus subtilis

Sulfamides 7,2 Sulfadimérazine
triméthoprime
Aminosides 8,0 Dihydro-
sterptomycine
B-lactamines Micrococcus luteus 8,0 Erythromycine
macrolides
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3.1.2 L’application

3.1.2.1 Remise en activité des microorganismes tests (revivification de Bacillus subtilis et
Micrococcus luteus)

A fin de revivifier les micro-organismes test on inocule le BHIB contenu dans 2

tubes & vis avec Bacillus subtilis ou Micrococcus luteus puis on incube:

v A30°C pendant 18a24h pour Bacillus subtilis.

v A37° Cpendant18 a 24h pour Micrococcus luteus.
Il faut une suspension fraiche a chaque fois que 1’on prépare de nouvelles boites de pétri.

3.1.2.2 Préparation de I’inoculum des souches tests

La préparation de la série des dilutions pour les souches tests est effectuée a par tir du

BHIB ensemencé avec la souche test.

On prend 7 tubes a vis et a ’aide d’une pipette graduée stérile on verse 4.5 ml d’eau

physiologique dans chaque tube.(Fig.09).

On préleve, a ’aide d’une pipette graduée stérile, 0.5ml de I'une des 2 cultures
précédentes qu’on verse dans un tube a vis pour obtenir une dilution de 10 *, a partir de ce tube
on préléve 0.5ml qu’on verse dans le deuxiéme tube a vis afin d’obtenir ladilutionde10?

etonrépétel’ opérationjusqu'al’obtentiondeladilutionde10™.

On préleve de chaque dilution 1 ml qu’on verse dans une boite de Pétri sur laquelle on
a mentionné : le milieu de culture, la dilution, la température d’incubation, le microorganisme

test utilisée t I’antibiotique témoin.
On verse le milieu de culture MH préalablement fondu dans ces boites de Pétri

Puis on incube;:

«a 30°C pendant 18 a 24h les boites contenant Bacillus subtilis.

«a 37°C pendant 18 a24h les boites contenant Micrococcus luteus.
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Apreés incubation, on procéde a la comparaison des résultats obtenus. La dilution qui
nous a permis de mettre en valeur les zones d’inhibitions des solutions d’antibiotiques témoins
est la dilution10?, Cette dilution est la culture d’épreuve qui servira a inoculer les géloses est

agar (Fig9).

Tubes de dituant de 4.5 ml d’eau physiologique

0.5ml (Bs/MI) Q, Sml 0.5ml
/l M\
|/ .} \.J \./ ./
BHIB 101 102 103 107
mi B 1ml M 1mi Bs 1ml
M

Incubation a 30 °c/ 18 a 24 h pour Bacillus subtilis

Incubation a 37 °c/ 18 a 24 h pour Micrococcus luteus
Q- Disque d’antibiotique témoin

Figure 9:Préparation de I’inoculum des souches tests.
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3.1.2.3 Préparation des boites de Pétri
Faire fondre dans un bain-marie les milieux gélosés suivants: test agar a pH
6.0; apH 7.2 et a pH 8.0.

Faire refroidir ces milieux a 44°C et ensemencer les géloses test agar de la

maniéere suivante:

Test agar pH 6.0: mettre 1 ml de la suspension Bacillus subtilis dans les boites
de Pétrivi des.Test agar pH 7.2: mettre 1 ml de la suspension Bacillus subtilis dans les
boites de Peétri vides et on ajoute 1 ml de la solution de trimethoprime permettant ainsi
la détection des sulfamides dans le muscle grace a la synergie trimethoprime-

sulfamide.

Test agar pH 8.0: mettre 1 ml de la suspension Bacillus subtilis ou

Micrococcus luteus(Séparément) dans les boites de Pétri vides.

-Reépartir les milieux de culture(test agar a pH 6.0;7.2et8.0)dans les boites.

-Laisser solidifier les milieux sur une surface froide et horizontale(figurel0).

NB: Ces boites ainsi préparées peuvent étre conservées au refrigérateur pendant

maximum 3 jours.
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Souche de Bacillus subtilis.
Iml 1 ml+ Solutionde 1ml
Triméthond
v
— ]
Test agar pH: § Testagar pH: 7, 2 Test agar pH: 8
Solidification des milieux

Souche de Micrococcys [uteus pH - 8 l

Iml

Test agar pH: 8 E l j

Solidificationdu milieu

Figure 10:Préparation des boites de Pétri.
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3.2.3.2 Préparation des solutions d’antibiotiques témoins

Pour la préparation des solutions d’antibiotique son commence par dissoudre une quantité de
I’antibiotique par la suite on ajuste par ajout d’eau distillée(Tab5).

Tableau 5: Préparation des solutions d’antibiotiques témoins.

Solution  Antibiotique Quan  Quantité du liquide utilisé [C] Durée de
S S tité a Final conservatio
d’antibi dissud pa/ n
otiques re mi
témoins (mg)
Soluti Pénicilline 60 100 4joursa+4
on de ml 0.12 °C
pénic dist
illine ileé
e
d’eau
Solutio Erythromycin 54 3ml de méthanol et 2
n e ajuster a50 ml avec de 0.27 semaines a
d’érythr I’eau +4°C
omycine distillée.
Solutio  Sulfadiméraz 50 5ml de 20 2
n de ine NaOHO.1N et semaines
sulfadi ajuster a+4°C
mérazi avec100ml
ne I’cau distillée
Solutio  triméthoprim 50 Smld’acideacétiquea5%pu 5 l4joursa
nde e isajusté a +4°C
triméth 500 ml
oprime avec
I’eau
distillée
Soluti Dihydro- 64 50 ml d’eau 6.4 1 mois
onde streptomyci distillée a+4°C
dihyd ne
ro-
Strept
omy-
cine
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3.2.3.3 Mode opératoire

e A l’aide d’une pince, déposer au centre de la boite un disque de papier
stérile.

e  Déposer sur le disque 10 ul de la solution de I’antibiotique témoin.

e A l’aide d’une pince, placer deux rondelles du premier échantillon en
position diamétralement opposées sur chaque boite de Pétri (3boites de Pétri pour
Bacillus subtilis a pH 6,0 ; pH 7,2 ; pH 8,0 ; et une boite pour Micrococcus luteus a
pH8,0). (Figurell et 12).

e  Stériliser ’emporte-piéce a la flamme et refaire la méme opération pour les
autres échantillons de telle sorte a avoir deux échantillons par boite de Pétri.

Tous ces disques doivents resitués alcm de la périphérie de la boite.

. Incuber les boites de Pétri dans les étuves:

- Bacillus Subtilis a 30°C pendant18/24h.
- Micrococcus luteus a 37°C pendant18/24h.

. Faire la lecture des boites
% Exploitation des résultats

Pour chaque une des boites, sont considérés comme positifs, les échantillons
donnant des zones d’inhibition>2mm.

Il faut recommencer I’essai chaque fois que le résultat semble douteux (pour un

méme échantillon un disque étant positif et 1’autre négatif, contamination, etc....).

Si le disque de viande contient des résidus d’antibiotiques, ceux-ci migrent dans
le milieu et inhibent la croissance du germe autour du disque de poisson. lls sont
considérés comme positifs les échantillons dont les deux disques ont provoqué une
inhibition du germe test et le diametre de la zone d’inhibition doit étre égal ou supérieur
de 2 mm du diamétre de la zone d’inhibition des témoins positifs qui est égal a

6mm(Fabre,2003).
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Chapitre II: Matériel et Méthodes

Souche de Bocillus subtils

10uldela 10u de 10ul de
Pénicilline sulfadimerazing. | dibysine-streptomycine
Rondelles de N
& @ &
e e @ O
Disque

de poiec @ = o

Filtre

Test agar pH: §, TestagarpH: 7,2 Testagar pH: 8

Incubation 330°C JiBaz24 h

Zone d'imhibition
- ’ =
L ‘®
® @ A
P "-." /’\
;O ) ’ O‘ \ |
l\ " I\ ll \:‘,

'
\
"

\

.x
-

,.
-

Lecture des résultats

Figure 11:Technique des 4 boites (Mode opératoire pour la souche test Bs).
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Chapitre II: Matériel et Méthodes

Souche de Micracoceus uteys
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Figure 12:Technique des 4 boites (Mode opératoire pour la souche test Ml).
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1 Résultats morphométriques et pondérale

Un ensemble de mensurations du corps des poissons ont été effectuées
individuellement et cela a ’aide d’une régle graduée, ainsi que des pesés ont été également
effectuées par une balance de précision ; Les poissons ont été sexés ce qui a révélé 10
poissons male contre 4 femelles et I’ensemble de ces mensurations morpho métriques sont

saisi et rapporté dans le tableau 6.

Globalement, les individus de Orechromis ssp ont un poids totale (Wt) qui varie
(19<Wt (2)<989) avec une longueur varie (10,5 <Lt(cm)<16,4).

Tableau 6: Résultats Morpho métrique et pondérale de O. ssp ( LT : Longueur totale ; WT :
Poids totale).

Aquariums N° Long(ucei:]J)rs LT Poids WT (g) Sex-ratio
Aql 01 16 89 Q
Aq2 02 16,4 83 Q

10,5 19 d
AQ3 03 11 33 I
12,5 30 d
A Y 135 44 Q
Ag5 05 14,5 57 o
13,5 38 d
Aq6 06 105 20 g
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2 Résultats des Examens macroscopique des anomalies externes :

L’examen macroscopique nous a permis de diagnostiquer les pathologies de nos
ndividus, énuméré dans le tableau (7 ) ci-dessous :

Tableau 7: Résultat de I'examen pathologique des individus de O.ssp

Anomalie Description Examen pathologique

| a été constaté lors de
I’examen du corps de
I’individu N° 05 (Lt =
14,5 cm; Wt = 57q)
une déformation de la

Déformation de la

nageoire caudale

nageoire caudale.

Un début
) d’exophtalmie a été
Exophtalmie )
observée chez un
individu de

Oreochromis ssp

Une érosion de la
. nageoire caudale a éte
Erosion de la o o
repérée sur I’individu
N°2 (Lt =16.4 cm; Wt

=830)

nageoire caudale

Enucléation de [Dceil

adroite et ulcération
Perte d’wil ou . . o
péri orbitale a été
énucléation .
observée chez un

individu de de

Oreochromis ssp “omis o,
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Plusieurs facteurs internes et plus souvent externes, sont a l’origine de telles
déformations. Selon Richard et al (2016), Elles peuvent étre causées par de nombreux
agents, dont les biphényles polychlorés et les pesticides organochlorés. Les insecticides

(organophosphates) et les métaux (cadmium, zinc, mercure, plomb) .

Girard et Elie (2007), ont lié I’apparition de cette anomalie aux carences
nutritionnelles, notamment en vitamines (A, C et D). Les facteurs physiques tels que: une
sursaturation gazeuse, hypoxie, température trop faible, salinité, radioactivité, chocs
électriques, la présence de Virus, bactéries, toxines algales, Parasitisme a Myxosporidies ou

de traumatisme (capture, prédation) sont aussi a I’origine de I’apparition de ces déformations.

L’érosion des nageoires est fréquente chez les poissons qui vivent en eaux polluées.
Les sulfites, les métaux, les hydrocarbures chlorés, les acides et les alcalis considéerés comme
étant substances toxiques, généralement présents dans les sédiments et les rejets municipaux
ou industriels peuvent provoquer une dégradation du mucus a la surface des nageoires.
Dépourvu de leur couche protectrice, ces organes sont par la suite envahis par des bactéries
(Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio), des champignons et des parasites qui provoquent la
destruction des tissus (Richard et al. 2016). Carences nutritionnelles ou vitaminiques et est

aussi a I’origine de cette érosion (Girard et Elie, 2007).

Selon la FAO (2000), cette anomalie sont cause un endoparasite le Myxozoaire
(Myyxobolus ssp) qui est un protozoaire cnidosporidie ; Et selon Uhland et al. (2000)elle est

d’origine bactérienne ou due a un traumatisme.

Les lésions sont souvent causées par des agents infectieux, tels que les bactéries, les
virus et les protozoaires. Beaucoup de ces organismes proliferent en présence de pollution

organique, ce qui augmente la susceptibilité des poissons aux infections(Richard et al. 2016).

L’exophtalmie peut étre d’origine traumatique ou liée a des infectieuse et
septicémies virales et bactériennes ainsi qu’au parasitisme oculaire, ou étre liée a une

sursaturation de I’eau en gaz Girard et Elie, (2007).

Enucléation de Peeil peut étre d’origine cannibalisme ou liée a des infectieuse

bactériennes ainsi qu’au écto-parasitisme oculaire, ou €tre liée a une sursaturation de I’eau en

gaz Girard et Elie, (2007).

La nécrose chez le poisson sont des infectieuses d’origines bactériennes

(Flavobactériose, Vibriose, Pseudomonose), virales et/ou parasitaires externes. Il est possible
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également Brdlures (UV), traumatismes, cannibalisme induisant des nécroses. La Pollutions
chimiques de milieu par le cadmium, chrome, mercure, effluents de pate a papier, peut étre

a I’origine d’une nécrose chez les poissons (Girard et Elie, 2007).

3 Evaluation de la fraicheur du poisson :

Le test macroscopique concernant la fraicheur des échantillons a montré les

observations suivantes :

@  Une légere odeur et agréable caractéristique de 1’espéce, rappeillant la vase
pour poisson de I’eau douce.
@ Un corps rigide avec une chair bien ferme.
@ Les écailles brillantes, bien réunies les unes aux autres, adhérent fortement a la peau.
@ L'eeil est convexe et bien attaché.
@ Les branchies d'une couleur rouge.
Selon le tableau d’évaluation de la fraicheur du poisson selon la méthode francaise
mentionné en matériel et méthodes, nous résumons nos résultats dans le tableau 8.
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Tableau 8: Baréme de cotation de la fraicheur de O.ssp selon la méthode francaise.

Caractéres observés sur le poisson N d? S Cotation
caractéres
1 1 | 1
3 3 I 2
3 3 1] 3
3 3 IV 2
Examen
externe ) 2 \Y/ 1
Examen 0
a état 0 Vi 0
cru 1 Vil 1
1
2 2 VI 2
/
Examen
interne X /
/ / X1 /
Examen aprés Odeur / /
cuisson Saveur / /
TOTAL 15

La moyenne arithmétique des notes attribuées (cotes d’appréciation ou baréme de
cotation) qui résumera I’examen organoleptique ou sensoriel portant sur I’ensemble des

caracteres observés. La valeur moyenne correspond a I’Indice d’altération (1A) :
Indice d’altération : 1,5

Pour I’individu étudié, l'indice d’altération est 1,5, ce qui indique que 1’échantillon

est un poisson frais.
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4 Résultats de Controle de qualité microbiologiques alimentaire

(Poisson congelé et frais)

Les résultats des analyses microbiologiques des échantillons du poisson frais et congelé
indiquent la présence de la flore totale aérobie mésophile (FTAM), les coliformes
thermotolérent (CTT) .En revanche, nous avons noté I’absence totale des Staphylocoque et les

salmonelles.

Les analyses de notre étude sont faites sur un plan d’échantillonnage a une seule
unités ce qui ne permettre pas d’interpréter les résultats obtenus et la conclusion sur la
qualité des poissons de la carpe congelé, quant a leur acceptabilités pour la santé des
consommateurs conformément aux critéeres microbiologiques applicable aux denrées
alimentaires , catégorie des produits de la péche et de ’aquaculture ( les poissons ) selon
JORADP 2017 (Annexe 02) ou le nombre d’unité constituant 1’échantillon de 05 unités pour

assurer la qualité microbiologiques .

4.1 Flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Les résultats des analyses microbiologiques des tilapia traité et témoins a I’état
congelé montrent la présence d’une flore totale aérobie mésophile a I’état congelé avec un
fort nombre de(636000 UFC/g) pour L’Aq2 témoin et un faible nombre de 1000 UFC/g pour
les individus de I’Aqt. (Fig.13).

700000 1 DAql ®Aq2
600000 - DAq3 mAq4
[%2] ]
S 500000 BAq5 BmAqt
20 ]
$ L 400000
0 ~ ]
£ & 300000 ]
o I~ ]
[FINs2] 1
G 200000 -
100000 1
0 : T T T — T T 1
Agl Ag 2 Ag3 Ag 4 Ag5 Aqt

Figure 13: Résultats des FTAM chez Orechromis ssp (Poissons congelé).

40



Résultats& discussion

L’Etat frais, un taux élevé des FTAM de ’ordre de 5500000 UFC /g est observé

chez les individus de 1’Aq5, les minimas dont observés chez les témoins.(Fig .14 ).

6000000 - DAql mAq?2
OAg3 m®mAg4
, 5000000 ; BAq5 mAqgt
o :
o) 4000000 —
(@) ]
RS 3000000 1
3 E
-§ 2000000 -
<)
© ]
¢ 1000000 -
S ] ’—‘
g 0 ] N . B s
Agl AQ2 AQ 3 Ag 4 AQ 5 Aqt

Figure 14: Résultats des FTAM chez Orechromis ssp (Poissons Frais).

La flore mésophile dénombrée en grande quantité indique un début du processus
d’altération, elle est dénombrée a 1’état congelé de (636000 UFC/g) et a I’état frais
de(5500000 UFC /g) dans la chair de poisson de L’Aq2 traités par 1’érythromycine avec une
dose de 60 pg/l.

Cet ensemble englobe les bactéries pathogeénes pour I’humain, d’une part, et divers
microorganisme d’altération, d’autre part. Ayant diverses causes de la non-conformité :(
Hygiéne et salubrité déficientes ; température de conservation inadéquate ; refroidissement
trop lent, ne respecte pas les critéres établis ; préparation a I’avance et Conservation

prolongée) .(Bourgeois, 1991).

4.2 Coliformes thermotolérants (CTT):

La recherche des coliformes thermotolérants (CTT)montre leur présence dans la
chair des tilapias frais analysés au nombre varie entre [700_ 11166,3 ] UFC/ g et I’absence
totale dans les aquariums (Aqt ,Ag4, Ag2)(Fig 15 ). Nous signalions, I’absence totales des

(CTT) chez les tilapias congelés.
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Figure 15: Résultats des Coliformes thermotolérants (CTT) UFC/ g chez Orechromis ssp.

La presence de coliformes thermotolérent dans les échantillons analysés selon
Bornert (2000) ces bactéries constituent des germes de contamination fécale et sont donc des
indicateurs des mauvaises conditions d’hygiéne lors de la manipulation des denrées. Cette
constatation est en accord avec les résultats de Gram et Huss (2001), qui ont rapportés que ces
microorganismes sont les causes majeures de [I’altération microbienne des produits

halieutiques apres la capture.

La forte contamination des poissons par les Coliformes thermotolérants peut
constituer un probléeme de santé publique dans la mesure ou ces germes peuvent étre des
bactéries de report de contamination (Huss, 1995) qui peuvent se révéler parfois trés

pathogenes.

Selon (Sitti, 2001) il ya une autre raison du risque sanitaire lié aux Coliformes
thermo-tolérants est la production de I’histamine, une amine biogeéne résistante a la chaleur et

toxique pour I’homme.

4.3 Staphylocoques présumés pathogenes

Les résultats d’analyse des échantillons de poisson frais et congelé n’ont pas révélé
la présence de ce germe dans le produit. ce qui a offert une cotation S (satisfaisante) donc A
( acceptable) selon les normes européennes. En effet les bactéries du genre staphylocoques

peut étre disséminée facilement dans I’environnement et peut ainsi contaminer les aliments.
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Drailleurs, les intoxications alimentaires sont en majorité causées par S. aureus coagulase
positive(Philippe, 1993).

4.4 Salmonella

Les résultats des analyses microbiologiques montrent 1’absence totale des
salmonelles. L’absence des Salmonella sp dans tous les échantillons de poisson analysés est
conforme aux prescriptions normatives qui recommandent une absence de ce microorganisme
pathogenes dans les produits alimentaires (JORADP, 2017).En effet, les bactéries du genre
Salmonella et principalement S.tiphy et S. paratiphy possedent de nombreux facteurs de
virulence : présence de pli, production de toxines, capacité a survivre dans les macrophages et
présence de plasmide de virulence (Sutra et al, 1998)et sont associees principalement aux

toxi-infections alimentaires collectives (TIAC).
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5 . Résultats des analyses microbiologiques de I'eau des aquariums

5.1 Avant l’antibiothérapie

Un prélevement de I’eau est effectué pour I’ensemble des aquariums expérimentaux
y compris le témoin et cela avant de débuter I’antibiothérapie avec les deux antibiotiques
choisis lors de cette étude Les résultats obtenus indiquent la dominance des coliformes totaux
(14000 UFC/g) suivi par I’apparition des Streptocoques (14000UFC/g_150 UFC /g). En
revanche, nous avons noté I’absence totale des Coliformes Fécaux. (Fig. 16).

16000 OAql mAQ?2
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0 4 . . . . .
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Agl Ag 2 Ag3 Agd Ag5 Aqt

16000
14000
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stréptocoques UFC/g

Agl Ag 2 Ag3 Ag4 Ag5 Aqt

Figure 16: Résultats des analyses microbiologiques de I’ecau d’aquarium avant antibiothérapie
(Agl;Aq2;Ag3;Aq4,Aq5 et Aqt).

44



Résultats& discussion

5.2 Apres |'antibiothérapie (érythromycine et Sulfamide)

Les résultats obtenus indiquent une diminution des coliformes totaux
(14000UFC/g_6400 UFC/g) et des Streptocoques (930UFC/g_150UFC /g). Par contre nous
observons une légere élévation chez les témoins. Nous signalons 1’absence totale des

Coliformes Fécaux (Fig.17 ).
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OAqS HAqt
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Figure 17 :Résultats des analyses microbiologiques de I’eau d’aquarium aprés antibiothérapie( Aq 1 ;
Ag2; Ag3; Ag4;Ag5 et Aqt)..

La qualité physico-chimique de l'eau était acceptable et compatibles aux normes
idéales pour I'élevage du tilapia qui sont prodiguées par Hasheesh et al. (2011). En
concordance avec les résultats d’Asad et al. (2010), le taux de survie dans ’ensemble des
aquariums expérimentaux était de 100 %, ce qui indique que le traitement hormonal n’affecte

pas la survie des tilapias.
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En aquaculture, les bonnes pratiques d’élevage et d’hygiéne sont primordiales pour
la survie, le bienétre et la croissance des poissons (Khalil et al., 2011).

La qualité microbiologique de I’eau affecte principalement la charge bactérienne du
poisson et peut Vvéhiculer toute sortes de contaminants chimique (polluants organiques
persistants) et biologique (virus, parasites, bactéries et champignons) (Cole et al., 2009 ;
Bosma et al., 2011).

De ce fait, la qualit¢ microbiologique et chimique de 1’eau est souvent considéré
comme un point critique de contrdle (Khamboonruang et al., 1997 ; Anh et al., 2010 ;Bush &
Duijf, 2011).

L’analyse microbiologique et physicochimique des échantillons d’eau prélevés a

partir de I’antibiothérapie nous a revelé que cette eau était de qualité acceptable.

6 Résultats de détection des résidus d’antibiotiques

Nous avons appliqué la méthode microbiologique « dite : méthode des quatre (04)
boites » qui est la méthode de référence dans les laboratoires belge et francais (Fabre, 2003),

pour rechercher les résidus d’antibiotiques sur six (06) échantillons de foie de poisson.

L’utilisation des disques imprégnés de solution d’antibiotiques témoins pour chaque
milieu nous permet de veérifier la fiabilité de la technique, c'est-a-dire la bonne concentration
en microorganismes tests et la sensibilité de ces derniers vis-a-vis de I’antibiotique, ce qui

nous permet de déduire que les conditions opératoires sont crédibles.

La présence de la zone d’inhibition s’explique par la présence des résidus
d’antibiotiques dans les échantillons analysés qui ont migré dans le milieu, inhibant ainsi la

croissance des microorganismes tests autours du disque de Poisson (Pavlov et al., 2008).

A Dlissue de I’incubation, les disques imprégnés des solutions témoins doivent
présenter une zone d’inhibition nette supérieure ou égale & 2 mm, diametre du disque
compris. Pour chacune des quatre boites, sont considérés comme positifs, les échantillons de

foie donnant des zones
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6.1 Résultats selon les familles d’antibiotiques recherchées

6.1.1 Résidus d’érythromycine avec la bactérie pathogene Bacillus subtilis
Sur les six (6) échantillons analysés (le foie) avec différentes dilutions d’antibiotique

d’érythromycine c’est-a-dire les concertations administrées lors de cette étude. (Tab.9)

Tableau 9: Résultats de résidus d'antibiotiques « érythromycine » (méthodes
microbiologique).

Résultats& discussion

Aquar | érythrom | éry+ ery+ ery+ ery + ery+ |ery+
Dilution ium ycine éch1 ech2 |ech3 ech4 ech5 |ech6
érythromycine
c4 =10ml Ag5 9mm 8mm | 6mm 6mm 6mm 32mm | 23mm
c5 =20ml AQ2 20mm 6mm 30mm | 26mm | 6mm 15mm | 20mm
c6 =20ml Aql 22mm 6mm | 6mm 6mm 6mm 6mm | 6mm
c7 =24ml Ag4 28mm 10mm | 6mm 6mm 6mm 6mm | 6mm
c8 =20 ,58ml AQg3 9mm 9mm | 6mm 6mm 6mm 6mm | 6mm
sm=2g /1000ml 35mm 45mm | 38mm | 40mm | 35mm | 45mm | 35mm

les résultats obtenus montrent la présence des zones d’inhibitions qui témoignent de la

présence des résidus d’antibiotiques (Fig.18).Pour les six (6) échantillons sont positifs, qui

ont présentés des zones d’inhibitions comprises entre (6 et45 mm). (Tab.9 ).

Zone d’inhibitio” _ Antibiotique

Figure ésultats de détection des résidus d’antibiotiques « érythromycine » dans le foie et les
intestins des Bio-éssais Orechromis ssp traités.(aprés 48 h d’incubation).
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Les macrolides sont des antimicrobiens treés puissants utilisés dans les pratiques vétérinaires
contre une grande variété de bactéries Gram-positives et Gram-négatives. lls sont constitués de cycles
lactones macrocycliques comportant 14 (érythromycine, roxithromycine et clarithromycine), 15
(azithromycine) ou 16 (spiramycine, tylosine, tilmicosine et josamycine) atomes de carbone liés aux
molécules d'hydrates de carbone.

I’érythromycine posséde des caractéristiques lipophiles et basiques. Les macrolides sont
utilisés en médecine Vétérinaire pour traiter les infections des voies respiratoires et comme

promoteurs de croissance.

La structure moléculaire des macrolides contient des chromophores, ce qui permet de les
analyser par détection UV et fluor-métrique. Cependant, lI'amélioration de la sensibilité et de la
spécificité de la MS a remplacé les méthodes UV et fluor-métriques dans la détection et la

quantification des macrolides dans différentes matrices biologiques (Freitas, et al., 2013).

Certains macrolides, par exemple la tilmicosine et la spiramycine, ont une absorption UV
relativement forte. Cependant, I'érythromycine ne posséde pas de chromophore UV
spécifique. Par consequent, la LC-MS est la technique la plus prometteuse pour la séparation
et la determination des molécules de macrolides dans les poissons et autres échantillons
alimentaires. Horie et al. (2003) ont mis au point une méthode simple utilisant la
chromatographie liquide, I'ionisation par electrospray et la spectrométrie de masse (LC-(ESI)-
MS) pour la determination de Huit(8 ) antibiotiques macrolides (érythromycine,
oléandomycine, kitasamycine, josamycine, mirosamicine, spiramycine, tilmicosine et

tylosine) dans la viande et le poisson. La LOQ était de 10 pg/Kg.

Sept (07) macrolides (érythromycine A, josamycine, roxithromycine, spiramycine,
tilmicosine, troleandomycine et tylosine) ont été déterminés dans le poisson par extraction
liquide sous pression (ELP) et LC-(ESI)-MS (Houda Berrada, et al., 2008).

Sismotto, et al. (2014) ont presenté une méthode simple pour [lidentification et la
quantification simultanées des macrolides (érythromycine, josamycine, tilmicosine, tylosine,
spiramycine et néospiramycine) dans les filets de tilapia par LC couplée a la spectrométrie de
masse a temps de vol quadripolaire (QToF). Cette méthode est une procédure simple et peu
colteuse pour la préparation des échantillons, et les limites de quantification (17-82 pg/Kg)

étaient inférieures d'au moins 45% a la LMR.
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6.1.2 Résidus de sulfamide avec la bactérie pathogene Micrococus luteus

Sur les six (06) échantillons analysés avec différent dilution d’antibiotique sulfamide,
les 6 sont positifs, ces échantillons ont présenté des zones d’inhibitions comprises entre (6
et50 mm). (Tab10 ; Figl9).

Tableau 10: Résultats de résidus d'antibiotiques « Sulfamide » (méthodes microbiologique).

dilution sulfamid | sulfamid + | sulfamid+ | sulfamid | sulfamid | sulfamid | sulfamid

sulfamid echantillon | ech 2 +ech3 | +ech4 | +ech5 |+ech6
1

c1=0.3g/100ml | 15mm 10mm 40mm 15mm 6mm 20mm 30mm

c2 =0.3g/10ml 23mm 6mm 46mm 30mm 6mm 25mm 27mm

c3 =0.3g/5ml 25mm 6mm 10mm 6mm 6mm 6mm 15mm

Sm=1g /500ml 38mm 37mm 50mm 38mm 40mm 45mm 36mm

Figure 19: Résultats de détection des résidus d’antibiotiques « SULFAMIDE » dans le foie et
les intestins des Bio-éssais Orechromis ssp traités.(aprés 48 h d’incubation).
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D’aprés les résultats représentés dans les tableaux, nous pouvons constater que
I’analyse microbiologique selon la méthode des quatre boites effectuée sur le foie de poisson ,
a abouti a un taux de résidus d’antibiotiques ¢élevé .Des études sur les résidus d’antibiotiques
dans les denrées alimentaires d’origine animale ont été déja réalisées en Algérie, avec des

méthodes qualitatives.

La famille des sulfonamides comprend la sulfadiazine, le sulfaméthizole, le
sulfaméthoxazole, la sulfasalazine, le sulfisoxazole et diverses associations tres puissantes de
trois sulfonamides. Les sulfonamides sont basés sur un groupe fonctionnel p-aminobenze-
nesulfon-amide. Les sulfamides (SA) sont largement utilisés a des fins thérapeutiques et
prophylactiques chez les humains et les animaux, y compris les poissons. Ils sont parfois

utilisés comme additifs promoteurs de croissance dans les aliments pour animaux.

On s'inquiéte de savoir si les niveaux de ces médicaments pourraient entrainer de
graves probléemes de santé humaine, par exemple des réactions allergiques ou toxiques
(Wang, et al., 2006) en raison de leur utilisation répandue. Certains sulfamides sont
potentiellement cancérigenes, ce qui entraine un débat sur la sécurité alimentaire. L'UE (CE,

2009c) a fixé une LMR pour la concentration de sulfonamide total dans le poisson a 100

HO/Kg.

La determination multi-résidus de 14 sulfamides dans le poisson-chat, la crevette et
le saumon a l'aide d'une méthode HPLC de dératisation par fluorescence post-colonne a été
rapportée (Gehring, et al., 2006). La méthode a été validée a 5, 10 et 20 ug/Kg. Potter et al.
(2007) ont décrit une méthode permettant de quantifier chez le saumon par LC- MS/MS dix-
sept sulfamides et les potentialisateurs ormétoprime et triméthoprime. La limite de détection
(LOD) variait de 0,1 a4 0,9 pug/Kg.

Potter et al. (2007) ont décrit une méthode permettant de quantifier chez le saumon
par LC- MS/MS dix-sept sulfamides et les potentialisateurs ormétoprime et triméthoprime. La
limite de détection (LOD) variait de 0,1 a 0,9 pg/Kg.

Won et al. (2011) ont développé une méthode pour la détermination des sulfamides
dans les poissons (poissons plats, jacopever, daurade, anguille commune, crabe bleu et
ormeau) et les crevettes en utilisant la CLHP avec PDA et la chromatographie liquide a ultra-
haute performance avec spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-MS/MS) pour la

confirmation et l'identification des composés cibles.
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Résultats& discussion

Pour le dépistage par HPLC-PDA, une colonne C18 a été utilisée pour la séparation
chromatographique, et une solution de dihydrogénophosphate de potassium (pH 3,25) et de
méthanol a été utilisée comme phase mobile. L'eau et Il'acétonitrile acidifié par l'acide

formique étaient les éluant pour la confirmation par UHPLC.

Les auteurs ont conclu que la confirmation par analyse UHPLC-MS/MS est nécessaire pour
éviter les erreurs de faux positifs dues a l'interférence de la matrice dans la méthode HPLC-
PDA.

51



Conclusion et perspectives

Dans ce travail nous avons abordé I’examen macroscopique de poisson, le controle de qualité
microbiologique alimentaire des poissons d’eau douce (Aspect congelés- aquari éxperimentale)
et ’évaluation de la fraicheur de poisson a température ambiante. A ce titre,nous avons choisi
un poisson d’eau douce le tilapia rouge « Oreochromis ssp », prélevée du lac a la ferme AQUA
IZAK a BISKRA ;est un excellent poisson d’élevage, consommé par une grande partie de la

population.

L’examen macroscopique de tous les poissons a permis d’identifier diverses anomalies
anatomiques révélées au niveau de toutes les parties du corps et des organes. En effet, il a été
constaté des déformations au niveau de la nageoire. Au niveau des yeux, descas
d’exophtalmieont été notés chez certains poissons. Il a été également enregistré une érosion

de la nageoire eténucléation de I’ceil.

Sur le plan morphologique, il est a retenir que les altérations enregistrées peuvent étre utilisées
comme un marqueur biologique témoignant de la dégradation des conditions du milieu et de la

qualité de I’écosystéme aquatique initial.

Sur le plan qualité alimentaire microbiologique d’Oreochromis ssp basé sur des analyses
Microbiologiques avant et aprés 1’antibiothérapie par I’érythromycine et les sulfamides : la
flore totale aérobie mésophile (FTAM),les coliformes thermotolérants (CTT),les
Staphylocoques présumé pathogéne et les Salmonelles, ayant pour objectif qui reflétera

I’état d’altération ou de 1’état de fraicheur des tilapias avant et aprés I’antibiothérapie .

Lors de cette étude, I’analyse bactériologique de bioessaies congelés et frais a montré que les
poissons prélevés présentent une variabilité observee dans le nombre et le type des
microorganismes détectés. Les résultats microbiologiques que nous avons obtenus pendant
toute la durée de notre étude avance une altération bactérienne variante apres la durée dede
I’antibiothérapie avec une contamination d’une densité plus au moins importante par les FTAM,
CTT a Dl’état frais. Ainsi nos résultats nous a permis de conclure a I’absence totale des
Salmonelles et des Staphylocoques. De point de vue du baréme de cotation pour chaque

parametre de fraicheur I’ Oreochromis ssp est déclaré un poisson frais.

Nos résultats microbiologiques de I’eau d’aquarium, révelent la présence des coliformes
totaux, s’ajoutant aussi, I’absence des coliformes fécaux (germes les plus représentatifs d’une
contamination fécale) tout le long des aquariums expérimentaux. La présence des streptocoques

fécaux dans I’eau d’aquarium est un mauvais signe d’une contamination fécale.
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Conclusion et perspectives

Le dépistage de résidus d’antibiotiques dans le foie des tilapia « Orechromis ssp) traités par
les deux antibiotiques (érythromycine et sulfamide) par la méthode microbiologique de
référence dite les quatre (04) boites, est POSITIF, cela veut dire la présence des résidus
d’antibiotiques rend le poissons IMPROPRE a la consommation humaine !.

Ce reésultat constitue un réel probleme de santé publique, non seulement en raison de la
présence de résidus d'antimicrobiens dans les tissus comestibles, qui peuvent provoquer des
réactions allergiques chez les personnes hypersensibles, mais aussi en raison de I'émergence
de résistances bactériennes. Par conséquent, les agences de réglementation de I'Union
européenne ont établi des limites maximales de résidus et des exigences spécifiques

concernant la performance des methodes d'analyse.

Nous aurions souhaité de compléter notre travail par une étude quantitative, plus sensible pour
déterminer les concentrations des résidus d’antibiotiques présent dans les poissons analysés,
car les risques sont tributaires de ces teneurs.Vu les résultats obtenus dans notre étude et les
conséquences nefastes sur la santé humaine, il semblerait que cela suscite un certain nombre de
recommandations qui s’adressent aux pouvoirs publics, aux Biologistes, aux éleveurs et aux

consommateurs.

Y Les pouvoirs publics doivent

© Exercer leur role régalien en réglementant la qualité et la sécurité sanitaire des
denrées alimentaires d'origine animale en veillant a I'application des recommandations dans le
cadre de I’harmonisation de la Iégislation de la pharmacie véterinaire.

¥ La mise en pratique des normes en matiere de résidus par des structures
qualifiées.

& Réglementer les conditions d'utilisation des antibiotiques comme en Europe ou
celle-ci n'est autorisée que sous certaines conditions pour les animaux destinés
a la consommation.

[ Mettre en place un programme national de contréle permanent de la qualité des
poissons locales et importées.

Y Les éleveurs en aquacultures doivent
©étre sensibilisés sur les dangers que présentent les résidus d’antibiotiques.
¥Respecter les délais d'attente prescrits et tenir des fiches d’euthanasier facilitant le

controle.
& Respecter les regles de bonnes pratiques d'élevage (B.P.E.).
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Conclusion et perspectives

Y’Les Biologistes (Microbiologistes, santé animale et vétérinaires), prescripteurs des
médicaments :

&l convient d’imposer a leur direction une plus grande rigueur a la prescription
des médicaments et en sensibilisant a la base les éleveurs sur les regles a
respecter pour une utilisation raisonnée des antibiotiques.

Y’Les consommateurs doivent étre informés et refuser les pratiques susceptibles
de nuire a leur santé.
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ANNEXES



1. Les milieux de cultures

ANNEXE 01

Milieu de culture

Composition (g/l D’eau distillée)

Plate Count Agar - Peptone de caséine.......... 5,00gr
- Extrait de levure ............ 29, 50 gr
- Glucose .......ccvvvvvveveenn, 1,00gr
SAQAr 18.00 gr
- Eau distillée.................. 1,00 L
VRBL ( gélose Lactosée Biliée au - Peptone de viande.......... 7,00gr
cristal Violé et au Rouge neutre) - Extrait de levure ........... 3,00gr
- Lactose........coeeeeivinnnnn, 10,00qr
- Sels biliaires.................. 2,00gr
- Chlorure de sodium ....... 5,00 gr
- Rouge neutre................ 0.03 gr
- Cristal violet............... 18.00 gr
SAAr 12.00 gr
- Eau distillée.................. 1,00 L
Gélose Baird Parker - Peptone de caséine.......... 10,00gr
- Extrait de viande........... 5,00gr

- Extrait autolytique de levure 1,00gr
- Pyruvate de sodium ....... 10,00gr

- Glycine.....coovvevienn 12,00gr

- Chlorure de lithium......... 5,0gr

SAGAr 15.0gr

- Eau distillée.................. 0,95 L
Eau peptonée tamponné (EPT) : - Peptone de viande.......... 10.00gr

-NaCl.....occoovveieen, 5,00gr

- Na2HPO4, 12H20 (358.14g/mol) 9.0gr
- KH 2P04 (136.09g/mol)..... 1,50gr

- Bau distillée.................. 1,00 L

Bouillon SFB S/C (Sélénite acide de - Peptone.......cccocveenee. 5.00gr

sodium) - Tryptone. ......ccocoeeevinennne. 8,00gr
- Mannitol........cccccvvvveee.. 4,00gr
- Phosphate disodique. ....... 4,00gr
- L-cystine .......ccovveennnnne, 4.00gr
- Bau distillée.................. 1,00 L

Disque SFB - Sélénite acide de sodium.......... 360,30gr
- Bau distillée.................. 0,30L

Bouillon Salinite se Sodium -Peptone de casé€in et viande............ 5,09
I 11 (0 4,0g
- Phosphate de sodium .................... 10,09
-Sélénite acide de sodium................. 3, 0g
- Bau distillée.................. 0,30L

La gélose Salmonella Shigella (SS) - Peptone. ........ 5,00gr
- Extrait de viande ........... 5,00gr
- LactoSe........cuevevvvnnnnn. 10,00gr
- Sels biliaires.................. 8,50gr
-Thiosulfate de sodium .............. 8.50 gr
-citarte ferrique ammoniacal ....... 1,00 gr
- Rouge neutre............... 0.03 gr
-Citarte de sodium .............. 8.50 gr
SAGaAr 15.00 gr
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5- Produits de la péche et de I'aquaculture

. ) Plan Limites microbiologiques
Catégories des denrées alimentaires MICTO'OT&'M}!ST“CS/ d'échantillonnage (ufc/g)
métabolites
n ¢ m M
Produits de la péche et de 1'aquaculture
fabriqués a partir d'especes de poissons Histamine 9 2 100 mg/kg | 200 mg/kg
associés & une grande quantité d'histidine (1) (2)
Produits de la péche et de I'aquaculture ayant
subi un traitement de maturation aux enzymes
dans la saumure, fabriqués a partir d'espéces de | Histamine 9 2 200 mg/kg | 400 mg/kg
poissons associés a une grande quantité
dhistidine a I’exception de sauce de poisson (1)
Sauce de poisson produite par fermentation de [ "
produits de la péche et de l'aquaculture Histamine 1 = 400 mg/kg
Germes aérobies a 30 °C 5 2 106 107
Coliformes thermotolérants 5 2 10 102
Poissons, céphalopodes et mollusques crus >
(sauf mollusques bivalves vivants) 3) Staphylocoques a coagulase + 5 2 10~ 103
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
scherichia coli 230 700
' ) . Escherichia coli 5 1 NPP*/100g | NPP/ 100 g
Mollusques bivalves vivants et échinodermes,
tuniciers et gastéropodes marins vivants @) (5) | Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Germes aérobies a 30 °C 5 2 100 107
Coliformes thermotolérants 5 2 10 102
Staphylocoques a coagulase + 5 2 102 103
Crustacés crus décortiqués - -
Anaérobies sulfito-réducteurs 5 2 10 102
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Germes aérobies a 30 °C 5 2 106 107
Coliformes thermotolérants 5 2 10 102
Crustacés crus entiers Anaérobies sulfito-réducteurs 5 2 10 102
et échinodermes crus
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Germes aérobies 2 30 °C 5 2 105 106
Crustacés cuits entiers et échinodermes cuits | Coliformes thermotolérants 5 2 10 102
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100
Germes aérobies 30 °C 5 2 5.105 5.100
Escherichia coli 5 2 4 40
Produits décortiqués et décoquillés Staphylocoques a coagulase + 5 2 102 103
de crustacés et de mollusques cuits
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100

X npp : nombre le plus probable.
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Art. 3. — Les catégories des denrées alimentaires
auxquelles s'appliquent les dispositions du présent arrété
sont :

— les laits et les produits laitiers ;

— les viandes rouges et blanches ainsi que leurs
dérivés ;

— les produits de la péche et de I'aquaculture ;

— les graisses animales et végétales ;

— les conserves et les semi-conserves ;

— les aliments pour nourrissons et enfants en bas age ;

— les céréales et les produits dérivés ;

— les plats préparés ;

— les caux, les jus de fruits et de légumes et les
boissons non alcoolisées :

— les fruits, les légumes et les produits a base de
végétaux ;

— les ceufs, les ovoproduits, les paitisseries et les
crémes patissiéres ;

— les confiseries ;

— les autres denrées alimentaires prévues au point 15
de I'annexe I du présent arrété.

Art. 4. — Les denrées alimentaires, citées a I'article 3
ci-dessus, ne doivent pas contenir de micro-organismes ni
leurs toxines ou métabolites dans des quantités qui
présentent un risque inacceptable pour la santé du
consommateur.

Art. 5. — Les intervenants responsables de la mise a la
consommation des denrées alimentaires doivent veiller au
respect des critéres microbiologiques fixés aux annexes I
et I du présent arrété.

Art. 6. — Les criteres microbiologiques relatifs aux
denrées alimentaires énumérées a l'article 3 ci-dessus, sont
fixés a 'annexe I du présent arrété.

Art. 7. — Les techniques de prise d’essai et
d’interprétation des résultats d’analyses microbiologiques
des denrées alimentaires sont fixées a I'annexe II du
présent arrété.

Art. 8. — Les paramétres n, ¢, m et M utilisés dans les
annexes du présent arrété représentent :
— n : nombre d’unité constituant 1’échantillon ;

— m : nombre de germes présents dans un gramme ou
un millilitre de produit analysé, qui correspond a la valeur

en dessous de laquelle la qualité du produit est considérée
comme satisfaisante ;

— M : nombre de germes présents dans un gramme ou
un millilitre de produit analysé, qui correspond a la valeur
au dessus de laquelle la qualité du produit est considérée
comme inacceptable ;
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— ¢ : nombre maximal d’unités d’échantillonnage de

produit analysé qui peut dépasser « m » tout en étant
inférieur 2 « M » sans que le lot ne soit rejeté.

Art. 9. — Les conserves alimentaires, quelle que soit la
nature de I'emballage employé, doivent satisfaire, avant
leur mise a la consommation, aux épreuves de stabilité
prévues par la réglementation en vigueur.

Art. 10. — Les épreuves de stabilité sont exclues pour
les conserves alimentaires conditionnées dans des
emballages métalliques, en verre, en plastique, en
complexes  métalloplastiques ou en  complexes
carton-métal-plastique présentant des défauts majeurs tels
que, le bombement, le flochage et le fuitage.

Art. 11. — A T'issue des différentes épreuves effectuées
sur les conserves alimentaires :

— aucun défaut apparent, notamment, le bombement ou
le fuitage, ne doit étre constaté ;

— la variation de pH entre les unités d’échantillonnage
étuvées et l'unité d’échantillonnage témoin mises a la
température ambiante pendant les périodes retenues, ne
doit pas dépasser 0.5 unité.

Art. 12. — Toute disposition contraire au présent arrété,
notamment les dispositions de I'arrété du 14 Safar 1415
correspondant au 23 juillet 1994, modifié¢ et complété,
relatif aux spécifications microbiologiques de certaines
denrées alimentaires, sont abrogées.

Art. 13. — Les dispositions du présent arrété entrent en
vigueur une année aprés sa date de publication au Journal
officiel.

Art. 14. — Le présent arrété sera publié au Journal
officiel de la République algérienne démocratique et
populaire.

Fait a Alger, le 2 Moharram 1438 correspondant
au 4 octobre 2016.

Le ministre de 1'industrie
et des mines

Le ministre
du commerce

Bekhti BELAIB Abdesselem BOUCHOUAREB

Le ministre de 'agriculture, Le ministre des ressources
du développement rural  en eau et de I'environnement
et de la péche

Abdesselam CHELGHOUM Abdelkader OUALI

Le ministre de la santé, de la population
et de la réforme hospitaliere

Abdelmalek BOUDIAF




ANNEXE 03 : Table De Mac Grady Pour 3 Tubes Par Dilution.

Nombre de tubes Nombre de tubes

posilifs. au niveau de NPP positil's. au niveau de NPP

trois taux de trois taux de

dilutions retenus dilutions retenus
0 0 0 <03 2 2 | 2.8
0 0 1 0,3 2 3 0 2,9
0 I 0 0,3 3 0 0 2,3
0 2 0 0,6 3 0 I 4
I 0 0 0.4 3 0 2 6
I 0 1 0,7 3 | 0 4
I I 0 0,7 3 I I 7
I 1 | 1.1 3 | 2 12
I 2 0 1,1 3 2 0 9
I 2 | 1,5 3 2 I 15
I 3 0 1.6 3 2 2 21
2 0 0 0.9 3 2 3 29
2 0 1 1.4 3 3 0 20
2 I 0 1,5 3 3 I 50
2 I | 2,0 3 3 2 110
2 2 0 2,1 3 3 3 > 110
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Intitulé : Dépistage de résidus d’antibiotique dans la chair de Tilapia du Nil « Orechromis
ssp» ¢ Méthode microbiologique

Auteurs : El Mokli Nour El Houda & Soualhi Rayenne
Annee : 2021/2022

Résumé

La présente étude consiste a un dépistage de résidus d’antibiotique dans les tissus de Tilapia
du Nil (Orechromis ssp) et I’évaluation la qualité microbiologiques du poisson et de I’eau
desaquariums expérimentaux.

Globalement, les individus d’Oreochromi ssp ont un poids totale (Wt) qui varie (19<Wt
(2)<89) avec une longueur varie (10,5 <Lt(cm)<16,4). Ces Tilapias ont suivi une
antibiothérapie par balnéation avec cing (05) doses reférentielles de 1’érythromycine pendant
dix ( 10) jours et une dose orale d’ordre 0,1g/j(pendant trois(03) jours » avec les sulfamides.

Les résultats des analyses macroscopiques des poissons, ont montré la présence de diver ses
altérations tant sur 1’état morphologique. Des poissons ont manifesté des exophtalmie, perte
d’eil, érosions, déformations.

Les résultats de dénombrement de tous les groupes bactériens présents dans les tilapias et
I’eau d’aquarium étudiés, font apparaitre que dans 1’ensemble des sites échantillonnés, les
teneurs en bactéries relevées révelent I’existence de niveaux de contamination parles coliformes
totaux, les coliformes thermotolérants ,les FTAM .Notons I’absence totale des staphylocoques
et salmonelle.

Le dépistage de résidus« méthode des quatre (04) boites » d’antibiotique dans le foie
d’Orechromisssp. Déclare que ces Tilapias sont IMMPROPRE a la consommation humaine.
EN revanche, L’indice d’altération indique que Ces poissons Sont FRAIS-propre a
consommer !l Ce résultat constitue un réel probléme de santé publique, non seulement en
raison de la présence de résidus d'antimicrobiens dans les tissus comestibles, qui peuvent
provoguer des réactions allergiques chez les personnes hypersensibles. mais aussi en raison de
I'émergence de résistances bactériennes.

Mots clés : dépistage de résidus d’antibiotiques, Oreochromis ssp,érythromycine, sulfamide
anomalies macroscopiques, qualité microbiologique (eau et poisson).
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