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Résumé

La présente étude consiste a un dépistage de résidus d’antibiotique dans les tissus de Tilapia
(Oreochromis ssp) et I’évaluation 1I’état de santé des tilapias suite a une antibiothérapie,

pour des fins Eco toxicologiques.

Globalement, les individus d’Oreochromis ssp ont un poids totale (Wt) qui varie (19<Wt
(g)<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 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 divers ses
altérations tant sur I’état morphologique. Des poissons ont manifesté des : exophtalmie, perte

d’ceil, érosions, déformations. Que sur I’examen interne (hypoxie et des anémies générales).

Le bilan hémato-biochimiques et lipidique confirme, que les individus de I’Aq5 (CL90)
présentent un trouble sanguin Médiocre [anémie microcytaire hypochrome ; leucocytose
associée a une leucopénie] avec une réponse immunitaire définie par une
thrombocytopeénie. Globalement, I’ensemble des bio essaies (Aql, Aq2,Aq3,Aq4 et Ag5)
présentent une pathologie de stress et un épuisement énergétique.

Le dépistage de résidus « méthode physicochimiques » d’antibiotique dans la chair
d’Orechromis ssp. Donne des rendements compris entre 15 et 170 % pour les trois sulfamides,
et entre 65 et 110 % pour I’érythromycine. Nous pouvons conclure que, la méthode présente
des bons rendements et elle peut étre utilisée comme outil pour le contréle de qualité des

antibiotiques dans la chair des organismes aquatiques.

Mots clés :, Oreochromis ssp, érythromycine, sulfamide, pathologies, hématologie, depistage de

résidus d’antibiotiques (uv-visible).



Abstract:

The present study consists of a screening of antibiotic residues in the tissues of Tilapia
(Oreochromis ssp) and the evaluation of the state of health of the tilapias following an antibiotic

therapy, for Eco toxicological purposes.

Overall, individuals of Oreochromis ssp have a total weight (Wt) which varies (19<Wt (g)<89)
with a length varies (10.5 <Lt(cm)<16.4). These Tilapias underwent antibiotic therapy by
bathing with five (05) reference doses of erythromycin for ten (10) days and an oral dose of

order 0.1g/d (for three (03) days” with sulfonamides.

The results of the macroscopic analyzes of the fish showed the presence of various alterations
in both the morphological state. Fish have shown: proptosis, eye loss, erosions, deformations.

That on the internal examination (hypoxia and general anemias).

The blood-biochemical and lipid balance confirms that individuals with Ag5 (CL90) have a
Mediocre blood disorder [hypochromic microcytic anemia; leukocytosis associated with
leukopenia] with an immune response defined by thrombocytopenia. Overall, all of the

bioassays (Aql, Ag2, Ag3, Ag4 and Agb) present a pathology of stress and energy depletion.

Screening for “physiochemical method” antibiotic residues in the flesh of Orechromis ssp.
Gives yields between 15 and 170% for the three sulfonamides, and between 65 and 110% for
erythromycin. We can conclude that the method has good yields and it can be used as a tool for

the quality control of antibiotics in the flesh of aquatic organisms.

Key words:, Oreochromi ssp, erythromycin, sulphonamide, pathologies, haematology,

antibiotic residue detection (uv-visible).
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Introduction générale

Les antibiotiques sont largement utilisés pour le traitement des maladies humaines et
animales, et également utilisés dans I'alimentation animale pour favoriser la croissance et
améliorer I'efficacité alimentaire (Sarmah et al., 2006 ; Zhang et al., 2015). En raison de leur
utilisation intensive chez I'hnomme et les animaux et de leur élimination incomplete, les

antibiotiques pénétrent continuellement dans I'environnement aquatique.

Ces derniéres années, des préoccupations croissantes sont apparues au sujet des
antibiotiques dans les systemes aquatiques en raison de leurs effets négatifs potentiels sur les
écosystemes et la santé humaine (Kummerer, 2009). Les antibiotiques sont devenus
omniprésents dans les eaux de surface du monde entier, comme les rivieres (Kummerer, 2009),
les lacs (Liu et al., 2018 ; Yang et al., 2018) et les zones cétiéres (Jiang et al., 2014 ; Qiao et
al., 2018).

Les antibiotiques dans les milieux aquatiques peuvent affecter la croissance des
organismes aquatiques (Garcia-Galan et al., 2009 ; Park et Choi, 2008), provoquer une
réduction de la biodiversité microbienne et la modification de I'écologie bactérienne (Grenni et
al., 2018), renforcer la sélection et la propagation de genes résistants aux antibiotiques dans
I'environnement (Martinez, 2009 ; Zhu et al., 2017).

Les pratiques d'aquaculture dans le monde ont augmenté tres rapidement en raison de
la forte demande d'aliments nutritifs et de leur importance économique. Cependant, la pollution
et les maladies d'origine hydrique constituent des menaces sérieuses pour l'aquaculture
(Sanawar et al., 2017).

Dans l'industrie aquacole, les antibiotiques jouent un réle important dans la croissance
des organismes et dans la prévention des maladies infectieuses redoutables. L'utilisation de ces
antibiotiques chimiques naturels ou synthétiques a augmenté de fagon spectaculaire depuis les
derniéres décennies et on estime que 200 millions de kg d'antibiotiques ont été utilisés dans le
monde. (Ramesh et al.,2018).

En conséquence la contamination des masses d'eau par ces antibiotiques est une
préoccupation majeure a I'échelle mondiale. En tant que contaminants, ils peuvent persister
dans I'environnement, ce qui peut augmenter la capacité de resistance des microbes et affecter
directement la flore et la faune. La Capacité de resistance des microbes et affecter directement
la microflore et la faune, entrainant une immunosuppression et retard de croissance (Gaffney et
al., 2016 ; Bai et al., 2017).
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Les antibiotiques sont souvent présents dans [I'écosysteme aquatique & des
concentrations de I'ordre de ug/L et pourraient avoir des effets néfastes sur les organismes non
ciblés (Kim et al., 2009 ; Tran et al., 2017). En tant que contaminant, ils entrainent des effets
secondaires indésirables sur la moelle osseuse et les cellules souches hématopoiétiques ainsi

que des troubles du systéme nerveux (Zhao et al., 2016 ; Tran et al., 2017).

Les médicaments soufrés occupent 6 % du total des antimicrobiens utilisés. Parmi
eux, les groupes sulfonamides sont largement utilisés comme antibiotiques vétérinaires contre
les infections bactériennes, fongiques et protozoaires depuis 1930 (Perlovich et al., 2014). De
nos jours, les médicaments sulfonamides sont coalises avec du métal pour renforcer I'effet

contre les agents pathogénes (Mansour, 2013a ; Delgado et Martinez,2014).

Le groupe des sulfamides a un effet bactériostatique contre les bactéries en agissant
sur les enzymes. (inhibiteur compétitif de la dihydroptéroate synthase), et agit également
comme une catalase dans la réaction de l'acide p-amino acide benzoique pour former un
nutriment essentiel pour quelques bactéries. Malheureusement, les médicaments sulfonamides
et leurs résidus ont été détectés jusqu'a 10.000 ng/L dans les STPs, <100 ng/L dans I'eau, et 998
pa/kg dans les tissus animaux (Vithanage et al., 2014 ; Zhang et al., 2016).

La principale préoccupation est que les sulfonamides ne sont pas facilement
biodégradables (Rajapaksha et al., 2014).Le groupe sulfonamide constitue un cycle aromatique
para-substitué structurellement et pharmaco- logiquement similaire, attaché a des amines pour
former la sulfadiazine (SDZ) (C10H10N4O2S ; pyrimidin-2-yl sulfamide), de la sulfamérazine
(SMZ) (C11H12N4O2S ; dérivé 4-méthylé) et de la sulfaméthazine (sulfadimidine) (SMTZ)
(C12H14N4O3S ; dérivé 4,6-diméthyle) (Sanchez Pena et al., 1995 ; Ricken et al., 2013).

Le SMTZ est le sulfamide le plus utilisé en clinique depuis les années 1950. Depuis
les années 1950, utilisé efficacement comme vaccin et pour traiter les infections pathogéenes.
Wan et al. (2016) ont déclaré qu'il n'existe pas de méthodes de traitement efficaces pour
éliminer le SMTZ dans les stations d'épuration. Stations d'epuration. Ainsi, le SMTZ atteint
certainement I'environnement. Le SMTZ est facilement lessivé du sol en raison de sa faible
adsorption, et atteint donc finalement I'écosysteme aquatique. En outre, les eaux usées et les
bio-fertilisants provenant du traitement du SMTZ contribuent comme des sources majeures de

SMTZ dans I'écosystéeme aquatique (EI-Ghenymy et al., 2013).
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Les concentrations de SMTZ vont jusqu'a 0,67 mg/L dans les échantillons d'eau dans
le monde entier (Kim et al., 2011). Le SMTZ a également été identifié dans des produits laitiers
(Kim et al., 2008). Dans les échantillons de tissus de poissons, les résidus de SMTZ vont de
947 a 2097 ng/g (Sampaio et al., 2016).

Le SMTZ peut se bioaccumuler dans les organismes aquatiques et former des
complexes avec les voies physiologiques et biochimiques, ce qui entraine des malformations et
un stress oxydatif chez les poissons (Ghosh et al., 2011 ; Lin et al., 2013 ; Zhao et al., 2016 ;
Miller et al., 2017).

Les tests de toxicité aquatique ont été utilisés pour résoudre les problemes
environnementaux posés par les contaminants organiques. L'évaluation de la toxicité a long
terme en utilisant un modele animal pourrait nous aider a établir des critéres pour une eau saine
et une évaluation des risques. La réponse des biomarqueurs des poissons (outil d'alerte précoce)
sont des indicateurs fiables de I'état de santé des organismes et de leur environnement. milieu
environnant. L'évaluation des biomarqueurs du poisson comprend des mécanismes

physiologiques et biochimiques se produit dans les tissus, les cellules ou les fluides corporels.

L'érythromycine (ERY) est un antibiotique macrolide utilisé en médecine humaine
pour traiter les maladies inflammatoires pelviennes aigués, les infections de la peau et des
respiratoires (Liu et al., 2014). L'ERY est également utilisé en médecine vétérinaire, ainsi qu'en
aquaculture (Serdoz et al., 2011 ; Rodrigues et al, 2016). Dans les piscicultures, 'ERY est
généralement utilisé contre les cocci a Gram positif, la principale préoccupation pour I'élevage
de truites (Serdoz et al., 2011).

L'ERY semble étre excrété sous forme inchangée en quantités substantielles, un
facteur qui souligne I'importance environnementale de ce compose spécifique (Zuccato et al.,
2000).

L'ERY est détecté dans les eaux de surface a des niveaux compris entre plusieurs ng/L
et ug/L, comme indiqué dans une précédente revue de la littérature, réalisée par Rodrigues et
al. (2016). L'ERY a été identifié comme un antibiotique particulierement préoccupant pour le
compartiment aquatique en raison de son mode de consommation, de son rejet continu, de sa

persistance dans I'environnement et de ses propriétés toxiques (Johnson et al., 2015).
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De plus, I'ERY est inclus dans la liste des produits pharmaceutiques de classe | - haute
priorité, nécessitant une surveillance future et le développement d'études écotoxicologiques

spécifiques pour aborder leurs effets toxiques (\VVoogt et al., 2009).

Plusieurs travaux ont montré que les résidus d'ERY pouvaient exercer des effets
déléteres sur différents organismes aquatiques non ciblés, tels qu'une diminution du taux de
croissance, de la reproduction et de la survie, notamment chez les cyanobactéries, les algues,

les rotiferes, les crustaces et les poissons (Isidori et al., 2005 ; Kim et al., 2009).

Certaines etudes ont évalué les effets de I'ERY sur les poissons, démontrant qu'il peut
affecter la vie sauvage en induisant des effets nocifs méme a des concentrations résiduelles (Liu
et al., 2014 ; Rodrigues et al., 2016 et 2019a).

L'ERY a également été capable de provoquer une hépatotoxicité chez des animaux de
laboratoire tels que les rats (Venkateswaran et al., 1997 ; Pari et Murugan, 2004 ; Abdel-
Hameid, 2007). De plus, récemment, il a été démontré que I'ERY peut induire des dommages
génotoxiques et un stress oxydatif chez des individus O. mykiss exposés a des concentrations
pertinentes pour I'environnement (0,05-1 ug/L) (Rodrigues et al., 2016). L’exposition des
poissons a des facteurs de stress environnementaux, tels que les antibiotiques, peut susciter un
réseau complexe de réponses biologiques. Les interactions moléculaires entre les polluants et
les composants cellulaires peuvent entrainer des lésions tissulaires qui peuvent étre facilement

évaluées par des analyses histologiques (Schwaiger et al., 1997 ; Rodrigues et al., 2017).

Les résidus d’antibiotiques présents dans les denrées alimentaires d’origine animale
sont les traces de traitements médicamenteux antibiotiques regus par I’animal de son vivant.
La définition de résidus est codifiée dans une directive européenne (DIRECTIVE
81/851/ CEE, 1981). Dans cette Directive, les résidus sont définis comme étant « tous les
principes actifs ou leurs métabolites qui subsistent dans les viandes ou autres denrées
alimentaires provenant de /’animal auquel le médicament en question a été administré ».
Le reglement 2377/90/CEE modifie légerement cette définition en la complétant. Les
résidus sont définis comme toute substance pharmacologiquement active, qu’il s’agisse de
principes actifs, d’excipients ou de métabolites présents dans les liquides et tissus des
animaux aprés I’administration de médicaments et susceptibles d’étre retrouvés dans les

denrées alimentaires produites par ces animaux.

Avant les années 1980, les méthodes de détection des résidus dans les viandes étaient

relativement peu sensibles. Les Services Veétérinaires menaient alors, afin protéger la Santé

4



Introduction générale

Publique, une politique de zéro résidu (Prandl, 1973 ; Milhaud and Person, 1981). Si
une carcasse ou une piece de viande é€tait controlée positive aux résidus d’antibiotiques, elle

était saisie et déclassée.

Au début des années 1980, les progrés techniques ont permis un bon spectaculaire
dans les méthodes de détection avec notamment le développement de la Chromatographie
Liquide Haute Performance (CLHP ou en anglais HPLC). La politique du zéro résidu n’était
alors plus tenable car des quantités infimes de résidus étaient presque systématiquement
détectées. Ces quantités détectées étaient si faibles dans la grande majorité des cas qu’il
devenait important d’évaluer le danger qu’elles représentaient vraiment pour la Santé
Publique.

Deux notions trés importantes sont alors apparues dans la réglementation, afin de
compléter celle de résidus : la notion de Dose Sans Effet (DSE) et la notion de Limite
Maximale de Résidus (LMR ou en anglais MRL).

Les méthodes mises en ceuvre pour rechercher les résidus sont divisées en deux
groupes: les méthodes de dépistage et les méthodes de confirmation. Les Décisions
93/256/EEC et 93/257/EEC de la Commission Européenne ont établi la méthode analytique et
les critéres pour I’identification et la confirmation de la présence de résidus dans un échantillon

de denrée alimentaire ainsi que pour la surveillance des denrées alimentaires d’origine animale.

La Décision 2002/657/EC de la Commission Européenne, applicable depuis le ler
septembre 2002, a mis en application la Directive 96/23/EC du Conseil en fixant les régles
des méthodes analytiques a utiliser pour le dosage des échantillons et les critéres communs
spécifiques pour I’interprétation des résultats des laboratoires officiels de contrdle pour ces

échantillons (Reig and Toldra, 2007).

Dans cette étude, nous avons soumis les poissons d’élevage Tilapia a de faibles
concentrations d’antibiotiques dans le milieu aquatique et a leurs doses 1égales utilisées en

aquaculture.

A cette fin, nous avons exposé le tilapia Hybride (Oreochromis ssp), une espéce
économique mondiale, cultivée et consommée, a des traitements diététiques et de bain
contenant de ery(ATB1) et du SMZ (ATB2) pendant 28 jours. L’objectif était d’explorer les
effets systémiques de courte durée d’exposition et a chroniques des antibiotiques sur les
fonctions générales de 1’organisme et la santé intestinale et hépatique, qui sont des organes

importants chez les poissons et d’évaluer leurs risques pour la santé humaine apreés la
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consommation de poisson. Bien que nous n’ayons exposé les tilapias qu’a 1’au-dessus de deux
méthodes et exploré deux antibiotiques, nous prévoyons que la stratégie utilisée pourrait étre
largement appliquée dans les évaluations des maladies chroniques d’autres antibiotiques et

médicaments vétérinaires sur les poissons et les risques pour la santé humaine.

Afin de répondre a I’objectif fixé, nous avons procédé a trois approches a savoir :
Examen des anomalies macroscopiques chez les bossais
Etudier les biomarqueurs hémato-biochimique et lipidiques du sang des bio-essaies aprés
traitement ATBlet ATB2.
Détection de résidus d’ATB dans la chair des poissons (Méthodes physicochimique

« analytique et validation »)



Matériels et méthodes

1. Choix du Bio-essaie-Poisson Tilapia ssp :

Les Poissons d’aquaculture ont été a I’honneur depuis le temps dans la vie de
I’homme et Ils constituent encore de nos jours la base de 1’alimentation de plusieurs
populations (Derbal, 1993).

En Algerie, ils sont abondants et de diverses especes. Ils sont un excellent aliment
par leur richesse en protides, calcium, phosphore et en vitamines. Non seulement ils sont,
nutritifs, substantiels mais ils sont faciles a digérer. De ce fait, il est souhaitable, comme il
a souligné (Kestemont 2013) qu’ils rentrent le plus largement possible dans 1’alimentation
humaine. Selon (Daube 2013), les produits de la péche et de I’aquaculture, outre le role joué
dans I’alimentation, sont parfois a la base de diverses maladies qui dénaturent les caractéres

organoleptiques et prédisposent I’homme a de toxiinfections et des zoonoses.

1.1 Matériel biologique

Dans cette étude le tilapia Oreochromis ssp (famille des Cichlidae) a été choisi
comme organisme d'essai. Les Tilapias, employés comme model biologique, sont obtenus
du service aquaculture département des ressources vivantes (Aqua IZAK-BISKRA). lls ont
été transférés au laboratoire pour faire 1’objet de cette présente étude. L’ensemble des

poissons est incubé dans des conditions environnementales identiques. (Fig.1).

Figure 1:L’acclimatation des bio-essaies et la mise en photopériodes
(Clichés personnels).
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Le bien-étre des bio-essais est assuré par une bonne oxygénation par ( I’emploi des
pompes a air) et, une température ambiante de [22-25°C] par des thermostats. Les individus
sont nourris trois (03) fois par jour par un aliment type Aqua bio en fonction d’une équation

de croissance, les poissons ont été choisi en fonction du poids, taille et sexe. (Fig.1).

1.2 Principe De L’essai et ’exposition aigué :

Les essais ont été realisés pendant une période de 10 jours (en accord avec la ligne
directrice 203 de I'OCDE ; OCDE 1992), dans des conditions contrdlées en laboratoire
similaires a celles adoptées pendant la période d'acclimatation. Des individus de Orechromis
ssp (poids de19<Wt (g)<989) avec une longueur varie (10,5 <Lt(cm)<16,4). Ont été exposés
(par voie de Balnéation) a cing concentrations nominales distinctes d'ERY (0,3, 1,7, 10, 60 et
300 pg/L) et a un groupe témoin supplémentaire (sans produit chimique). La sélection des

concentrations d'ERY était basée sur :

- les niveaux déja rapportés dans différents échantillons d'eau de mer (0,1-1900 ng/L)
(Gulkowska et al. 2007 ; Gaw et al. 2014 ; Moreno-Gonzélez et al. 2014 et 2015 ; Chen et al
2015) .

- les valeurs LC50 publiées pour I'ERY pour les espéces de poissons (>100 mg/L pour le
poisson ( Kim et al. 2009) et toutes les concentrations sélectionnées étaient sub-Iétales, et le
niveau le plus bas était écologiquement pertinent. 80 individus de Tilapia ont été répartis dans
six aquariums de 50 L, chacune comprenant 10 poissons (Rodrigues et al. 2016). Les poissons
ont été nourris pendant I'exposition aigué et le milieu d'exposition a été renouvelé a 80% apres
48 h d'exposition (Rodrigues et al. 2016). Par la suite, les tilapias ont été exposés par le biais de
I'alimentation aux SMZ (sulfamides ) de I’ordre de 0,1g/kg, (pendant 03 jours succicive), est
cela Pour la validation de la méthode analytique.La Commission du (Codex Alimentarius2017)
a rapporté une valeur de limite maximale de résidus (LMR) pour la sulfadimidine
(sulfaméthazine) de 100 pg-kg™? dans le muscle, pour les espéces non spécifiées. Selon le
reglement (UE) n° 37/2010 de la Commission européenne, pour le muscle des poissons a
nageoires, la valeur LMR pour les sulfamides individuels, ou les résidus totaux combinés de

toutes les substances appartenant au groupe des sulfamides, est de 100 pg-kg-1. (Fig 02).
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Figure.2 : Résumé graphique de la méthodologie Eco toxicologique adoptée.
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1.3 Diagnostic et examen macroscopique des pathologies des bio-éssaies. :

1.3.1 Protocole parametres Morpho métriques, physicochimique et

examen macroscopique des bio essais :

Nous avons examiné les Tilapias par comparaison avec un sujet « normal ». Cet
examen doit en outre avoir lieu sur un animal qui vient d’étre capturé vivant. Le matériel
minimum que nous avons utilisé, un couteau et d'une paire de ciseaux une loupe de
grossissement. (Fig.3). Dans le milieu (aquarium), nous avons observé les variations
comportementales : locomotion, alimentation, respiration ainsi que des lésions externes. Ces

derniéres sont encore plus faciles a observer une fois le poisson capturé.

Figure 3 : Prise des parametres Morpho métriques,
physicochimique et examen macroscopique des bio essais (clichés
personnels).

1.3.2 Examen externe « ante-mortem et Post-mortem des bio-essaies

Nous avons adopté une maniére simple d'envisager I'examen est de noter par rapport a un

poisson normal :

« Ce qui est étranger au poisson (parasites)
« Leslésions en relief (tumeurs, gonflements divers)
« Leslésions a niveau (changements de couleur, hémorragie, mucus)

« Leslésions en creux (destructions cutanées : ulcéres, nécroses des nageoires).
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Cet examen externe doit s’étendre aux branchies dont les 1ésions sont trés souvent a 'origine

des mortalités. (Fig.04).

Figure 4: Nécropsie ante-mortem et post-mortem des bio-essais (Clichés personnels).

1.3.3 Examen interne :

Il consiste essentiellement a ouvrir la cavité abdominale et a observer ce qui
semble y étre anormal (gros parasites, hémorragies), selon une grille de diagnostic (élaboré
par nous-méme) (Tab 1) ci-dessous nous avons pu énumérer les anomales présenté dans la
partie résultats. Autopsie Elle a permis de rechercher les Iésions au niveau du tissu
conjonctifsous-cutané, des muscles, des viscéres abdominaux et thoraciques, a 1’éosine et a

I’hématoxyline.
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Tableau 1 : Grille de cotation élaborée pour I’examen interne des bio-essaies.

pathologie Désignation Cotation
Anémie L’anémie est I’appauvrissement | Générale: lorsque la
du sang, caractérise par diminution globale de sang
la diminution notable d’un des | est accompagnée de la
plusieurs, ou de tous ses eléments | réduction numérique de ses

(anémie totale, ou partielles) éléments tel que les hématies

(Garnier, 2000), I’anémie qui | C’est une déchéance

peut étre. qualitative du sang.

O L’anémie générale sans
déchéance qualitative du
sang est qualifiée d’oligémie.
O
Locale ou ischémie
lorsqu’il s’agit d’une
conséquence d’un trouble
circulatoire  des  artéres
locales.

O
Catarrhe Le catarrhe est un nom donné par | O

les anciens a toutes les

inflammations  aigués ou

chroniques des muqueuses avec

hypersécrétion de glandes de la

région enflammé  (Garnier,

2000).

Congestion(Hyperémie) | La congestion est I’exces de O

sang dans les vaisseaux d’un
organe ou d’une partie d’organe
(Garnier, 2000).

Maladie soculaires

Est P’inflammation de tissus
internes de I’ceil (Garnier, 2000).

Endo phtalmied

Exophtalmie O

Hémorragie On appelle hémorragie, O
I’effusion plus ou moins
considérable de sang hors d’un
vaisseau sanguin (Garnier,
2000).
Macroscopiquement L’hypertrophie
Consistance dure et O
ferme dans Hypertrophie O
I’hypertrophie d’organes O
fortement vascularisés. Hydrothorax g
Inflammation
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2. Dosage des biomarqueurs hémato-biochimiques et lipidiques du sang de

Tilapia ssp :

2.1 Prélevement sanguin :

Deux (02) prélevements sanguins ont été réalises, le premier (01) acte est réalisé apres
traitement des bio essais « Tilapias » par le premier ATB1 « I’érythromycine », pendant 10 jours
d’exposition ( TA) a différentes doses par balnéation, le second geste est réalisé apres
| »exposition aux sulfamides le second ATB: par voie alimentaire d’une posologie de

(1dose/jours pendant 3 jours).

Pour que les résultats soient significatifs, nous avons prélever le sang avec soin
(Fig.5). De nombreuses technigues ont été mises au point pour les poissons par conséquent nous
avons réalisé : ponction cardiaque, ponction veineuse et sectionnement du pédoncule caudal,
cette derniére étant recommandée pour les petits poissons. L'utilisation d'un anesthésique
général, le méthanesulfonate de tricaine (MS-222 ; Sandos) a été recommandé avant la ponction

cardiaque (Snieszko, 1960).

L'anticoagulant de choix est 'EDTA, car il permet de conserver les composants
sanguins sur une plus longue période, et aussi de son action anticoagulante exceptionnellement

efficace.

L’ensemble des  parametres  étudiés lors de notre étude  sont
les parameétres hématologiques (GB ,GR,HB,PLT) et les paramétres biochimiques
glycémie( GLY) et parameétres biochimiques ( CHOL TOTAL ,TGR, PRTS ) (Hrubec et al.,
2000). Les tubes ont été évacués sur le champ dans des conditions de conservations adéquates
(glaciere hermétiquement ferme), vu I’hypersensibilit¢ du sang des poissons via le
laboratoire pour I’étude concerné. Les parametres biochimiques et hematologiques ont été
analysees au niveau du laboratoire DOS-SONATRACH — SKIKDA.
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£w ‘A

Figure 5:différentes étapes de la prise de sang de Tilpia SSP (cliché personnel).

3. Détection des résidus des antibiotiques (ATB1 & ATB>) dans la chair des
Bio-éssais Orechromis ssp :

3.1 L’antibiothérapie :
Comme déja expliquer en haut (Fig.2), I’exposition des bio essais « Tilapias » par le
premier ATB:1 « I’érythromycine », et aux sulfamides le second ATB: a subi une Pré-

préparation pharmaceutique des médicaments pour avoir es concentrations voulus. (Fig 6 et 7).

3.1.1 Standard de I’érythromycine :

Le standard d’érythromycine posséde les caractéristiques chimiques suivantes:

o Nom du produit : érythromycine.
o Formule chimique: C37Hs7NO13
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o Masse molaire : 733,92 g/ mole.
L’érythromycine est un antibiotique a large spectre appartenant a la famille des macrolides. Cet
antibiotique est extrait d'une bactérie Streptomyces en 1950. Ce macrolide qui nous a été fourni
est une poudre blanche, trés hygroscopique, sans odeur. Sous sa forme de base, il est peu soluble

dans I’eau, en revanche il est soluble dans les solvants organiques.
@ Produits vétérinaires :

Le produit vétérinaire utilisé au cours de cette étude est : ERYTHROCARE 500 mg (Algeria
Animal Care, Algérie). Tous les produits ont été utilisés tels quels et leurs solutions ont été

fraichement préparées chaque jour.

Figure 6: Préparation des concentration de I’Erythromycine et traitement
des Bio-éssais (clichés personnels ).

3.1.2  Standards des sulfamides :

Durant le travail que nous avons réalisé, les standards pur (étalons) des sulfamides (sulfadiazine,
sulfathiazole et sulfamethazine) sont utilisés (ALGERIA ANIMAL CARE, Algérie).
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@ Produits vétérinaires : Le produit vétérinaire utilisé au cours de cette étude est :
SULPHACARE 500 mg (Algeria Animal Care, Algérie).

Figure 7:Préparation des sulfamides (clichés personnels)

3.2 Détection de résidus de I’érythromycine :

3.2.1 Matériels :

3.2.1.1 Appareillage d’analyse :

Toutes les études spectrophotométries ont été faites avec un double faisceau UV/Vis
Lambda 365, Ultraviolet-Visible spectrophotomeétre. Les spectres étaient automatiquement
obtenus par le logiciel cary 60 UV-.vis Les absorbances en UV ont été mesurées en utilisant

des cuves en quartz (3ml).

La température a été controlée par une Etuve de modeéle de Memmert (Buchenbach,
Allemagne). Les solutions ont été préparées et ensuite agitées a I’aide d’un agitateur de type

Vortex (Genése, Belgique). Une balance électronique a été utilisée pour peser les échantillons.

3.2.1.2 Appareillage d'extraction des sulfamides :
o Robot de cuisine, modéle 702 R (Hamilton Beach/ Proctor-Silex, Washington, NC).
o Homogénéisateur de tissus, modéle Ultra-Turrax T25 (lkaLabortechnik, Janke &
Kunkel, Staufen, Allemagne) ou équivalent.
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o Centrifugeuse - Modele CEI réfrigéré PR-J ou équivalent.

o Mélangeur a vortex.

o Systéme d'extraction en phase solide - C18 sorbant ou équivalent.

o Evaporateur : évaporateur (Organomation, South Berlin, MA) ou équivalent.

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

3.2.1.3 Produits chimiques
@ Etalons :

L’étalon de I’érythromycine a été fourni par la maison laboratoire ALGERIA ANIMAL CARE
(Blida, Algérie).

3.2.1.4 Matériel Biologiques :

Les bioessaies de poissons ont été prélevés, conditionnés sous glace, en enlevant
soigneusement le tissu musculaire sur le c6té de chaque poisson en prenant la précaution
d'exclure les écailles et la peau. Les échantillons ont été emballés dans des sacs stériles et
conservés a -18 °C jusqu'a leur analyse (Mukota et al., 2020). (Fig. 08 ) Les prélevements
tissulaires des bio essaies est effectué selon un calendrier, un prélévement aprés traitement par

I’ATBI et un second apres traitement par I’ATB2.

Figure 8: Prélevement tissulaires sous glace pour la détection de résidus
d'ATB1 et D'ATB2 (cliché personnel)
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3.3 Methode expérimentale :

3.3.1 Solution des échantillons de travail :

La préparation des échantillons 1’érythromycine a été effectuée comme suit :

Une portion pesee équivalente a 400 mg a été transférée dans une fiole jaugée de 100
ml, soniquée pendant 5 min avec environ 10 ml de méthanol —eau (7: 3, v/ v) puis la solution
a été diluée a volume avec le méme solvant. Le mélange a été bien mélange, a laisse toute

matiére insoluble se déposer puis filtré. (Fig.9).

Un volume mesuré du filtrat a été dilue quantitativement avec le méme solvant pour
donner une solution d'échantillon ayant une concentration de travail supposée étre de 1,0 mg/ml.

Cette solution est stable jusqu'a 1 mois si elle est conservée dans I'obscurité a 4°C.

Figure 9: Différentes étapes de prélévement et d'extraction
derésidus d’ATB 1. (Cliché personnel).
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3.3.2 Application de la méthode d'analyse :

3.3.2.1 Linearite:

Il s’agit de vérifier la linéarité avec le standard pur pour détecter et quantifier
I’érythromycine dans les médicaments, il a été nécessaire de proceder au préalable a une analyse
statistique pour vérifier la linéarité de la méthode utilisée, ainsi que 1’établissement d’une

courbe d’étalonnage qui sera un repere servant au dosage de cet antibiotique.

3.3.2.2 -Préparations des solutions pour la gamme d’étalonnage :

Des solutions de concentrations croissantes ont été préparées a partir de la poudre du
standard d’érythromycine qui nous a été fourni. Le protocole applique a la linéarité nécessite
des dilutions successives dans un intervalle de 5 concentrations de 0.3 a 300 pg/ L. Chaque
solution a été préparée et testée trois fois (N=3). Une solution étalon intermédiaire a été préparée
en diluant la solution meére a 500 pg/ L avec de l'eau, et conservée au réfrigérateur jusqu'a 1

semaine.

3.3.2.3 Preparation et extraction des échantillons :

Coupez les filets de Tilpia sans peau en petits morceaux, séparez d'abord la peau du
tissu musculaire, puis coupez le tissu musculaire en petits morceaux (environ 2 x 2 cm).
Mélangez une portion de 2 g de tissu musculaire dans un robot ménager pour obtenir une
consistance pateuse uniforme. Peser 2 g de tissu mélangé dans un tube a centrifuger en
polypropylene de 50 ml. Ajouter 20 ml de solution acide orthophosphorique (0.2%) - méthanol
(6:4, viv). A l'aide d'un homogénéisateur de tissus, homogénéiser le mélange & 10 000 tr/min
pendant 90 s. Centrifuger 10 min a 4 500 tr/min et décanter le surnageant dans un autre tube a
centrifuger de 50 ml. Homogénéiser le résidu avec la méme solution de 20 ml, centrifuger
comme précédemment, et combiner le surnageant avec le premier extrait. Filtrer a travers un
bouchon de laine de verre. Le volume total du filtrat est d'environ 40 ml. Pour la
déprotéinisation, ajouter 1 mL de solution d’acide orthophosphorique (0.2%) au filtrat et
mélanger 30 s sur le mélangeur Vortex. Centrifuger 2 min a 4500 tr/min et filtrer le surnageant

a travers un bouchon de laine de verre (Hadir M. Mahera et al., 2008). .(Fig.9).
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3.3.3 Dosage des résidus d’érythromycine dans les échantillons de

poissons :
Afin d’étudier le rendement de la méthode pour I’érythromycine, nous avons préparé des
solutions des échantillons de poissons dopées (Agl,Aq2,Aq3,Aq4,Agq5 et Aqt) de
I’érythromycine standard. Chaque solution d’échantillon a été analysée 2 fois par la méme
méthode. Des normes de travail ont été utilisées pour I'enrichissement des échantillons de

poisson a différents niveaux de concentration.

3.4 Analyse des résidus de sulfamides dans les bio-essaies de poisson

Orechromis ssp :
3.4.1 Matériels :

3.4.1.1 Appareillage et mateériels :

o Balance analytique : C’est une balance tres sensible dont les caractéristiques sont :
Marque SALTEC, Max : 210 g, D : 0,1mg, Tare : 0,00000.

o Agitateur vibrant : De type VORTEX.

o Flacons stériles : Nous avons mis les solutions méres des standards ainsi que les
différentes dilutions réalisées.

o Macro-pipette digitale : Cette macro-pipette a volume Réglable est de type
EUROSMART. Elle a une capacité volumique de 1 a10 ml.

o Bain a ultra-son : Le bain ultrasons que nous avons utilisé est de type ULTRASON
PRO.

o Filtre millipore Le papier filtre utilise pour filtrer les solutions de la phase mobile est
de type Millipore GS (0,22um). (Milford, MA, USA).

3.4.1.2 - Solvants et produits chimiques :
Les réactifs et les solvants utilisés pour cette analyse étaient de qualité analytique ou de la plus
haute pureté disponible. L'eau était dé-ionisée.

3.4.1.3 Diluants et solvants :
o Acetonitrile pour HPLC (Sigma-Aldrich).
o Methanol pour HPLC (Sigma-Aldrich).
Tous les solvants et standard étaient de catégorie analytique. L’acetonitrile et le méthanol sont

le plus souvent utilises. Les réactifs utilises sont de qualité analytique et 1’eau utilisée est pure.
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3.4.1.4 Méthode expérimentale et preparation des solutions :

3.4.1.5 Solutions méres des sulfamides :

Deux solutions meres ont été préparées ; dans la premiére nous avons mélange 40mg standard
pur avec 10 ml de méthanol, et dans la seconde nous avons mélange 40 mg de sulfamide avec
10 ml d’acetonitrile afin d’obtenir une solution mére d’une concentration de 4 mg/ml. Les
dilutions ont été réalisees en utilisant de 1’eau distillée, miscible avec le méthanol, ce qui permet

d’avoir des solutions homogénes. (Fig. 11).

Figure 10: Méthodes d'extraction des sulfamides (clichés personnel).

3.4.1.6 Solution des échantillons de travail :
Les solutions des étalons et les solutions d’échantillons de travail ont été préparées selon les

mémes protocoles expérimentaux qui sont décrits dans pour 1’érythromycine au-dessus. (Fig.9).

3.4.1.7 Récupération a partir d'échantillons dopés :

Pour déterminer la récupération (rendement) des étalons a partir d'échantillons dopés, ajouter
de solutions étalons a 1’échantillon de poisson pour obtenir des concentrations finales de travail.
Laissez les échantillons dopés s'équilibrer a température ambiante pendant 15 a 30 minutes
avant de les homogénéiser. Ensuite, traiter et analyser les échantillons dopés comme décrit

précédemment.
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I[II- Résultats de I'examen pathologique des bioessais Oreochromis ssp :

- Le tableau (02) ci-dessous englobe 1’ensemble des pathologies recensé mors de notre étude.

Tableau 02 : Résultats de I’examen pathologique des individus de Tilapia
ssp :

Maladies Symptdmes Pathologie semiologie Photos originals

Exophtalmie Gonflement de I’ceil ,trés saillant

Septicémie hémorragique virale Léthargie, nage erratique, la peau foncée ,
Hémorragie sur la peau ,les branchies, les
yeux.

branchies pales, exophtalmie.
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Maladies alimentaires
Carence en vit B1
Les carences en lipides Extréme anémie,

paleur des branchies, une teinte bronzée

Changement de coloration, hémorragie de

la base des nageoires

La pourriture des nageoires

Erosion graduelle des nageoires (souvent la
nageoire caudale)
Qui apparaissent comme mangées ,

déchirées

Infections causées par les

microorganismes

Tissu nécrosé sur les branchies

Infection bactérienne hygiene médiocre

Problémes nutritionnels

Nageoires anormalement veinées de rouge

, hémorragies

Déficit en oxygene

(Hypoxie )

Accélération de la respiration et agitation

de poissons qui happent I’air en surface
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1- Résultats et discussion Biomarqueurs Hémato-biochimiques et lipidiques:
Les parametres hématologiques et biochimiques des bio-essais Tilapia ssp expose aux

ATBs (Erythromycine et sulfamide) avec le groupe témoin sont présentés ci- dessous. (Tab3).

Tableau 3: Désignation des aquariums expérimentaux avec les doses d'ATB; "érythromycine" et

I’ATB2 ‘Sulfamide’ pendant une durée de 28 jours(TA).

Aquarium Dur Aq Aq 2 Aq 3 Aq 4 AQ5 A
ée 1 gt
Dose ATB:  10jou  10ug 60ug/I 0,3ug/l 1,7ug/l 300ug/I (témoin )
rs | CL84 NOEL  LOEL CL90
CL1
0
Dose ATB:2 3jou 0,19/ 0,1q¢/j 0,19/j 0,19/j 0,1q/j (témoin)
rs j

1.1 Résultats des parametres hématologiques, biochimiques et lipidiques de Tilapia
ssp traité par ’Erythromycine « ATB1 » :
1.1.1Nombre des globules blancs (GB) :

Les variations des Globules blancs dans le sang des bioessais traitées par I’ATB1 sont représentées
dans la (figure 11) Les valeurs maximales et minimales sont variées entre [(122,4 +0,1 (x10%) w/l]
et de [(0,6+0,1)(x10%) p/1] respectivement observées dans 1’Aqt et I’Aqs (témoin et CL90). La
figure (11) montre une diminution hautement significative des globules blancs (GB) (P<0,01) chez

les poissons traites par les fortes doses d’ ATB; respectivement (Ag5 ; Ag4 ; Agl et Ag2).
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Figure 11 : Variations du nombre des globules blancs (GB (x10°u/l) chez le Bio -essaie Tilapia ssp
Traité par 1’Erythromycine (ATB1).

L’analyse de la variance a un seul critére de classification a montré une différence trées

hautement significative entre les six (06) aquariums pour les GB (Tab. 4).

Tableau 4 : ANOVA a un facteur contrélé des variations des globules blancs des Tilapia traités
par ’ATBa. :

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés | F Pr>F
Modele 5 49294,991 9858,998 1002043,867 |< 0,0001***
Erreur 12 0,118 0,0098

Total corrigé | 17 49295,109

DDL.: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de
Fisher; P: Seuil de signification.

En outre, les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent
l'existence de six (06) groupes homogenes en fonction des globules blancs y compris I’aquarium
témoin. Le test de Dunnett décrit des différences tres hautement significatives entre les cing

concentrations par rapport au bio essaie témoin (Tab. 5).

Tableau 5: Résultats des tests de comparaisons multiples (Test de Newmean-Keuls (SNK) et test
de Dunnett pour les globules blancs( GB) des Tilapia traités par I’ATB1.

Modalité | Moyenne estimée | Erreur standard Groupes

Ag5 0,600 0,0573 A

Aq4 0,896 0,0573 B

Agl 17,300 0,0573 C

Aq 2 28,600 0,0573 D

Ag 3 119,500 0,0573 E
Aqt 122,400 0,0573 F
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1.1.2Nombre des Lymphocytes (lym) :

Les variations des lymphocytes dans le sang des bioessais traitées par I’ATB1 sont
représentées dans la figure 12. Les valeurs maximales sont enregistrées chez les témoins [(114,4
+1,01 (x10%) Ww1], en revanche les minimas des « lym » sont observés dans la plupart des
Concentrations létales de [(0,08+0,01) ; (0,5+ 0,76) ; (0,6 +0,1) et ( 5,8+ 0,62) (x10%)w/1]

respectivement observées dans (1’Aqas ; AQz ; AQy et I’Ags).

La figure (12) montre une diminution hautement significative lymphocytes (P<0,01) chez
les poissons traités par les fortes doses d’ATBI1 respectivement (1’Aqs ; AQ2 ; AQy et 1’Ags) par

rapport aux témoins.

135
120 OAgl mAg2
105 OAq3 mAq4
T ODAq5 mAqt
% I q q
S 75
£ 60
T 45
S 30
> 15
OI T T T T T 1
Ag1l Aq 2 Aq 3 Ag 4 Ag5 Aqt

Figure 12: Variations du nombre des Lymphocytes (103u/1) chez le Bio -essaie Tilapia ssp Traité
par 1’Erythromycine (ATBy).

L’analyse de la variance a un seul critére de classification a montré une différence tres

hautement significative entre les six (06) aquariums pour les« Lym »(Tab. 6).

Tableau 6: ANOVA a un facteur contrdlé des variations des Lymphocytes des Tilapia traités
parl’ATB1 :

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modele 5 45013,324 9002,665 12426,705 | < 0,0001***
Erreur 12 8,693 0,724
Total corrige | 17 45022,018

DDL.: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fons: Test de Fisher; P: Seuil de

signification
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En outre, les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent
l'existence de quatre (04) groupes homogenes en fonction des lymphocytes y compris 1’aquarium
témoin. Le test de Dunnett décrit des différences tres hautement significatives entre les cing
concentrations par rapport au bio essaie témoin (Tab. 7).

Tableau 7: Résultats des tests de comparaisons multiples (Test de Newmean-Keuls (SNK) et test

de Dunnett pour les Lymphocytes (Lym) des Tilapia traités par I’ATB1:

Modalité | Moyenne estimée | Erreur standard Groupes

Aq 4 0,0900 0,4914 A

Aql 0,7000 0,4914 A

Aq 2 1,1667 0,4914 A

Aq5 6,5000 0,4914 B

Aq3 100,3333 0,4914 C
Aqt 115,1000 0,4914 D

1.1.3 Nombre des Globules rouges (GR) :

Les variations des globules rouges dans le sang des bio essais traités par I’ATB1 sont
représentées dans la figure 13. Les valeurs maximales sont enregistrées chez les témoins et
1’Aqs(NOEL) respectivement [(1,4 +0,028 (x108) w/1) ; (1,94+0,026(x108) w/1) ], en revanche des
minimas des «GR » sont enregistrées chez les tilapias traités par les différentes doses de ’ATB1.La
figure (13) montre une diminution hautement significative des globules Rouge (GR) (P<0,01) chez
les poissons traités par les fortes doses d’ATBI1 respectivement (1’Aqs ; Ags ; AQy et 1’Aq2) par

rapport aux témoins.

2,5 1
] OAql BEAg2
2 T OAg3 m®mAg4
] EAq5 @AQt
1,5 1
8 1
x_ ]
@ 0,5 ]
©) ]
0 : T T - T T T T T T 1
Ag1l Ag 2 Ag 3 Ag 4 Ag5 Aqt

Figure 13: Variations du nombre des globules rouge (GR (x10°w/1) chez les Bio -essaie Tilapia ssp
Traité par I’Erythromycine (ATB1).
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification a montré une différence trés
hautement significative entre les six (06) aquariums pour les« GR » (Tab. 8).

Tableau 8 : ANOVA a un facteur contrdlé des variations des globules rouges des Tilapia traités par
I’ATBAa. :

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modéle 5 10,870 2,1741 7008,346 | < 0,0001***
Erreur 12 0,0037 0,0003
Total corrigé | 17 10,874

DDL.: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de
Fisher; P: Seuil de signification. NS : non significatif.

Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent 1'existence de
quatre (04) groupes homogenes en fonction des globules rouges y compris 1’aquarium témoin. Le
test de Dunnett décrit des différences treés hautement significatives entre les cinq concentrations par

rapport au bio essaie témoin (Tab. 9).

Tableau 9 : Résultats des tests de comparaisons multiples (Test de Newmean-Keuls (SNK) et test

de Dunnett pour globules rouges (GR) des Tilapia traités par I’ATBI.

Modalité | Moyenne estimée | Erreur standard Groupes

Aq 4 0,0200 0,0102 A

Aq5 0,0200 0,0102 A

Aql 0,0300 0,0102 A

Aq 2 0,3900 0,0102 B

Aqt 1,4793 0,0102 C
Aq3 1,9500 0,0102 D

1.1.4 Taux de I’hémoglobine (HB) :

Les variations de I’HB dans le sang des bio essais traités par I’ATB1 sont représentées dans
la figure 14. Les valeurs maximales sont enregistrées chez 1’Aq3(NOEL) et les témoins
respectivement [(7,7 £0,37) ; (4,2+0,1) g/l ], en revanche des minimas des «HB » sont enregistrées

chez les tilapias traités par les différentes doses de I’ATB:.
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La figure (14) montre une diminution hautement significative de I’(HB) (P<0,01) chez les

poissons traités par les fortes doses d’ATB1 respectivement (I’Aqs ; Ags; Aquet 1’Aqp) par rapport

aux témoins.
9
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Figure 14: Variations du nombre de I’hémoglobine (HB g/1) chez le Bio -essaie Tilapia ssp Traité

par I’Erythromycine (ATB1).

Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent l'existence

de cing (05) groupes homogeénes en fonction de I’HB dont ’Aqg5 et I’A4 forment un seul groupe

(A). Le test de Dunnett décrit des différences trés hautement significatives entre les cing

concentrations par rapport au bio essaie témoin (Tab. 10).

Tableau 10: Résultats des tests de comparaisons multiples (Test de Newmean-Keuls (SNK) et

testde Dunnett pour I’hémoglobine (HB) des Tilapia traités par I’ATB;.

Modalité | Moyenne estimée | Erreur standard Groupes

Aq5 0,0967 0,1014 A

Aq4 0,1300 0,1014 A

Aql 0,8967 0,1014 B

Aq 2 1,4000 0,1014 C

Aqt 4,1000 0,1014 D
Aq3 7,4333 0,1014 E
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1.1.5 Nombre des plaquettes « PLT » :
Les variations des plaquettes dans le sang des bio essais traités par I’ATB1 sont représentées dans

la figure 15

Les valeurs maximales sont enregistrées chez 1’Aq3(NOEL) et les témoins respectivement [(240
+1) ; (120+0,73)(x10%u/1)], en revanche des minimas des « PLT » sont enregistrées chez les tilapias
traités dans 1’Aqs (0,5 + 0,76) (x103u/l)par les différentes doses de I’ATB1. La figure (15) montre
une diminution hautement significative plaquettes (PLT) (P<0,01) notamment les poissons traités

par les fortes doses d’ATBinotamment (1’Ags).

9 OAgl ®BAg2
8 = OAg3 ®Ag4
3 ; ODAq5 mAqt
E
o
X 4
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_
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Agl Aq 2 Ag3 Ag 4 Ag5 Aqt

Figure 15 : Variations du nombre des plaquettes (PIT (x10%w/1) chez le Bio -essaie Tilapia ssp
Traité par I’Erythromycine (ATB).

Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent I'existence
de cing (05) groupes homogénes en fonction des plaquettes dont 1’Aq5 et 1’A4 forment un seul
groupe (A). Le test de Dunnett décrit des différences tres hautement significatives entre les cing

concentrations par rapport au bio essaie témoin (Tab. 11).
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Tableau 11 :Résultats des tests de comparaisons multiples (Test de Newmean-Keuls (SNK) et test

de Dunnett pour les plaquettes (PLT) des Tilapia traités par I’ ATB;.

Modalité | Moyenne estimée | Erreur standard Groupes

Ag5 1,1667 0,5358 A

Ag 4 4,0000 0,5358 B

Agl 16,0000 0,5358 C

Aq?2 31,0000 0,5358 D

Aqt 120,8333 0,5358 E
Aq3 241,0000 0,5358 F

2. Biomarqueurs biochimiques des bio-essais aprées Traitement par I’ATB; :
2.1 Taux de glycémie :
A T’exception des bio-essaies du témoin qui présente une glycémie de (2,2 +0,4 g/l), nous
avons enregistrées des minimas proches de zéro dans ’Aql (0,07+0,1 g/l) La figure (16) montre

une différence tres hautement significative des taux de glycémie (P<0,01).
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Figure 16: Variations de la glycémie (g/l) chez le Bio -essaie Tilapia ssp Traités par
I’Erythromycine (ATBy).
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Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent l'existence
de deux (02) groupes homogeénes en fonction de la glycémie dont 1’ Aq: frome un groupe homogeéne
« B » parrapport aux autres concentrations respectivement (Aq:, Ags, Ags, Ag, et Ags) qui forment
un seul groupe (A). Le test de Dunnett décrit des différences trés hautement significatives entre les

cing concentrations par rapport au bio essaie témoin (Tab. 12).

Tableau 12 : Résultats des tests de comparaisons multiples (Test de Newmean-Keuls (SNK) et test

de Dunnett la glycémie des Tilapia traités par I’ATB1 :

Modalité Moyenne estimée | Erreur standard Groupes
Aql 0,0567 0,1352 A
Aq5 0,1000 0,1352 A
Aq3 0,2500 0,1352 A
Aq 2 0,2667 0,1352 A
Aq 4 0,4767 0,1352 A
Aqt 2,4833 0,1352 B

2.2 Biomarqueurs lipidiques des bio-essais apres Traitement par I’ATBI :

2.2.1 Taux de cholestérol :

Les résultats obtenus dans la figure (17) montrent une hétérogénéité du taux de cholestérol chez les

bio essaies expérimentaux.
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Figure 17 : Variations des taux de cholestérol (g/l) chez le Bio essaie Tilapia ssp Traités par
1’Erythromycine (ATB:).
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Le tableau (13) montre une différence non significative des taux de cholestérol (P>0,01).

Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent I'existence d’un
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(01) seul groupe homogene en fonction du cholestérol. . Le test de Dunnett décrit une seule
difference significative entre I’Aqt et I’Aqa.

Tableau 13 : ANOVA a un facteur controlé des variations des taux de cholestérols des Tilapia
traités par I’ATB;:

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modele 5 0,555 0,111 1,715 0,205NS
Erreur 12 0,777 0,064
Total corrigé 17 1,333

DDL.: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de Fisher; P: Seuil de
signification. NS : non significatif.

2.2.2 Taux de Triglycéride :

Les résultats obtenus dans la figure (18) montrent une hétérogénéité du taux des triglycérides chez

les bio essaies expérimentaux.
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Figure 18 : Variations des taux des triglycérides (g/l) chez le Bio essaie Tilapia ssp Traités par
I’Erythromycine (ATB1) .

Le tableau (14) montre une différence non significative des taux de Triglycérides (P>0,01).
Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent l'existence d’un
(01) seul groupe homogeéne en fonction des triglycérides. Le test de Dunnett décritaucune différence

significative entre I’ Aqt et les différentes concentrations (TAB. 14).

33



Résultats et discussions

Tableau 14 : ANOVA a un facteur contrdlé des variations des taux de triglycéride des Tilapia
traités par ’ATB1 :

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modeéle 5 181,276 36,255 1,166 0,380 NS
Erreur 12 372,893 31,074
Total corrigé 17 554,170

DDL.: Degre de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de
Fisher; P: Seuil de signification.

2.3 Biomarqueurs hématologique chez les bio essaies traiter parles sulfamides (ATB>) :

2.3.1 Nombre des globules blancs :
Les variations des Globules blancs dans le sang des bio-essais traitées par I’ ATB: sont représentées
dans la figure 19. Les valeurs maximales et minimales sont variées entre [(125 +2,02 (x10%) /1] et
de [(7,6%0,8) (x10%) w/I] respectivement observées dans 1’Aqs et I’Aqa (LOEL et CL90).

La figure (19) montre une augmentation hautement significative des globules blancs (GB) (P<0,01)

chez les poissons traités par les fortes doses d’ATB:za I’exception de 1’Ag4.

oAgl mAq2
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Figure 19 : Variations du nombre des globules blancs (GB (x103u/l) chez les Bio -essaies Tilapia ssp
Traité par sulfamide (ATBy).

Le tableau (15) montre une différence tres hautement significative des globules blancs
(P<0,01). Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent
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I'existence de trois (03) groupes homogenes en fonction globules blancs. Le test de Dunnett décrit

aucune différence significative entre 1’ Aqt et les différentes concentrations (Tab. 15).

Tableau 15: ANOVA a un facteur controlé des variations des globules blancs des Tilapia traités par
I’ATB:; .

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modéle 5 28119,204 5623,840 1866,318 | < 0,0001***
Erreur 12 36,160 3,013
Total corrigé 17 28155,364

DDL: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de Fisher; P: Seuil de
signification.

2.3.2 Nombre des Lymphocytes :

Les variations des lymphocytes dans le sang des bio-essais traitées par I’ATB; sont représentées
dans la figure 20. Les wvaleurs maximales [(116 +2,70; (111 6,56) et
(103,7+3,55)(x10%)W/I] respectivement observées dans 1’Aqs, I’Aqz et I’Aq: (CL 90,CL 84 et
CL10). Les minimales sont enregistrées chez les individus de 1’Aqa(LOEL).

La figure (20) montre une diminution hautement significative des Lymphocytes (Lym) (P<0,01)

chez les poissons traités par les fortes doses d’ATBo.
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Figure 20 : Variations du nombre des Lymphocytes (Lym (x103u/l) chez les Bio -essaies Tilapia
ssp Traités par sulfamide (ATB).

(P<0,01). Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent
I'existence de cing (05) groupes homogénes en fonction des lymphocytes. Le test de Dunnett décrit
aucune différence significative entre I’ Aqt et les différentes concentrations (Tab. 16).
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Tableau 16 : ANOVA a un facteur contrélé des variations des lymphocytes des Tilapia traités par

I’ATB2:

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modeéle 5 26524,7650 5304,9530 334,1352 <0,0001
Erreur 12 190,5200 15,8767
Total corrigé 17 26715,2850

DDL: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de Fisher; P: Seuil de
signification.

2.3.3 Nombre des globules rouges(GR)
Les variations des Globules rouges dans le sang des bio-essais traitées par I’ ATB2 sont représentées
dans la figure 21. Les valeurs maximales sont enregistrées chez les individus de 1’Ags
[(3 £1,02)(x10%) w/I] une stabilité de la valeur des GR est détectée chez les bio-essaies des autres
Aguarium semblable des témoins. La figure (21) montre une légere hétérogénéité des globules
rouges (P>0,01) chez les poissons traités par I’ATB..
3 ODAql mAq2
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Figure 21: Variations du nombre des globules rouges (GR (x10°u/1) chez les Bio -essaies Tilapia

ssp Traités par sulfamide (ATBy).

Le tableau (17) montre une différence non significative des globules rouge (P>0,01). Les
tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent I'existence d’un (01)
seul groupe homogene en fonction GR. Le test de Dunnett decrit aucune différence significative

entre I’Aqt et les différentes concentrations (Tab. 17).
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Tableau 17:ANOVA a un facteur contr6lé des variations des globules rouges des Tilapia traités
par I’ATB::

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modeéle 5 1,0425 0,2085| 0,5638|0,7263NS
Erreur 12 4,4374 0,3698
Total corrigé 17 5,4799

DDL: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fons: Test de Fisher; P: Seuil de
signification

2.3.4 Taux de I’hémoglobine(HB)

Les variations I’hémoglobine dans le sang des bio-essais traitées par 1’ ATB: sont représentées dans
la figure 22. Les valeurs enregistrée chez les individus traités sont proches allons de
[(5 +£0,9)(x10%)W/I] observé chez les Tilapias de I’Aqi,jusqu’a [(09 = 0,5(x10%)u/l] observé chez
les tilpias de ’Aq5.La figure (22) montre une légere hétérogénéité de I’'HB (P>0,01) chez les
poissons traités par I’ATB..
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Figure 22 : Variations de I’hémoglobine (HB (x10%u/l) chez les Bio -essaies Tilapia ssp Traités
par sulfamide (ATB).

Le tableau (16) montre une différence non significative de ’'HB (P>0,01). Les tests de
comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent l'existence d’un (01) seul
groupe homogéne en fonction de I’HB. Le test de Dunnett décrit aucune différence significative

entre I’Aqt et les différentes concentrations (Tab. 18).
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Tableau 18 : ANOVA a un facteur contr6lé des variations de I’hémoglobine (HB)Tilapia traités
par ’ATB2 :

Source DDL | Somme des carres| Moyenne des carrés F Pr>F
Modeéle 5 30,3383 6,0677| 16,8287 |<0,0001
Erreur 12 4,3267 0,3606
Total corrigé 17 34,6650

DDL: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de Fisher; P: Seuil de

signification. NS : non significatif.

2.3.5 Nombre des plaquettes :
Les résultats obtenus dans la Figure (23) montrent une élévation significative du nombre des
plaquettes chez les bio essaies de 1’Aqa [(408 +4,72)(x10%) w/I]. Une proximité de valeur est
observée chez les autres individus y compris le témoin.
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Figure 23: Variations du nombre des plaquettes (x10%u/I) chez les Bio -essaies Tilapia ssp Traités
par sulfamide (ATB).

Le tableau (19) montre une difference trés hautement significative du nombre des plaquettes
(P<0,01). Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent
I'existence de six (06) groupes non homogenes en fonction PLT. Le test de Dunnett décrit différence

significative entre L’ Aqaet I’Aqt (Tab. 19).
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Tableau 19: ANOVA a un facteur contrélé des variations du Nombre des plaquettes des Tilapia
traités par I’ATB..

Source DDL | Somme des carrés| Moyenne des carrés F Pr>F
Modéle 5 153569,111 30713,822| 75,484 |<0,0001***
Erreur 12 4882,666 406,888
Total corrigé 17 158451,777

DDL.: Degreé de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fons: Test de Fisher; P:
Seuil de signification. NS : non significatif.

2.4 Biomarqueurs biochimiques chez les bi-essaies traités par les sulfamides ATB.:
2.4.1 Taux de glycémie :

La figure (24) ci-dessous montre représente une fluctuation hautement significative de la
glycémie chez les traités par rapport aux témoins qui présentent un taux élevé (1 + 1,007 g/l).
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Figure 24: Variations de la glycémie (Gly g/l) chez les Bio -essaies Tilapia ssp Traités par
sulfamide (ATB>).

Le tableau (20) montre une différence trés hautement significative de la glycémie (P<0,01).
Les tests de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p <0,05), montrent I'existence de deux
(02) groupes homogene en fonction de la glycémie. Le test de Dunnett décrit une différence

significative entre I’ Aqt et les différentes concentrations (Tab. 20).
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Tableau 20: ANOVA a un facteur contrélé des variations de la glycémie des Tilapia traités par
I’ATBs.

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modéle 5 8,534 1,706 9,680 | 0,0007***
Erreur 12 2,115 0,176
Total corrigé 17 10,649

DDL: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de
Fisher; P: Seuil de signification. NS : non significatif.

2.5 Biomarqueurs lipidiques des bio-essais apres Traitement par les sulfamides ATB::

2.5.1 Taux de cholestérol :
Les résultats obtenus dans la figure (25) ci-dessous présente une Iégere fluctuation des taux du

cholestérol chez les individus traités par les sulfamides.
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Figure 25 : Variations du cholestérols (chol (g/l) chez les Bio -essaies Tilapia ssp Traités par
sulfamide (ATB>).

Le tableau (21) montre une différence non significative du cholestérol. (P>0,01). Les tests
de comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent 1'existence d’un (01) seul
groupe homogeéne en fonction cholestérol. Le test de Dunnett décrit aucune différence significative

entre I’ Aqt et les différentes concentrations (Tab. 21).
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Tableau 21 : ANOVA a un facteur contr6lé des variations cholestérols des Tilapia traités par

I’ATB:; :
Source DDL | Somme des carres| Moyenne des carrés F Pr>F
Modeéle 5 0,2810 0,0562| 0,7798| 0,5830
Erreur 12 0,8649 0,0721
Total corrigé 17 1,1460

DDL.: Degré de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de

Fisher; P: Seuil de signification. NS : non significatif.

2.5.2 Taux de Triglycéride :
Les résultats obtenus dans la figure (26) ci-dessous présente une fluctuation des taux des

triglycérides chez les individus traites par les sulfamides. Un maxima est observé chez les biotes de
I’Aq2 (2,5 £ 0,77 g/l).

25 - ODAql BAQ?2
] OAg3 m®mAg4
2 1 mAq5 mAqt
315 ]
z -
= ]
= 1 T
" ’_X—‘ ’—x—‘
0 ]

Agql Aq 2 Ag3 Ag 4 Ag5 Aqt
Figure 26 : Variations des triglycérides (g/l) chez les Bio -essaies Tilapia ssp Traités par sulfamide

(ATB>).

Le tableau (22) montre une différence significative des triglycérides (P<0,05). Les tests de
comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent l'existence d’un (01) seul
groupe homogéne en fonction des triglycérides Le test de Dunnett décrit aucune différence

significative entre I’ Aqt et les différentes concentrations (Tab. 22).
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Tableau 22: ANOVA a un facteur contrdlé des variations des triglycérides des Tilapia traités par
I’ATB; .

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modéle 5 4,2394 0,8479 | 3,3934 | 0,0385 |
Erreur 12 2,9984 0,2499
Total corrigé 17 7,2378

DDL.: Degre de liberté; SCE: Sommes des carrées des écarts; CM: Carré moyen; Fobs: Test de
Fisher; P: Seuil de signification. NS : non significatif.

Les paramétres sanguins des poissons peuvent étre utilisés comme des indicateurs efficaces
et sensibles pour détecter la santé des poissons. Le profil hématologique dans les fermes piscicoles
peut indiquer I'état physiologique et la santé des poissons. physiologique et la santé des poissons,
de sorte que des méthodes alternatives de diagnostic sanguin standard sont utilisées pour établir et
évaluer le stress et/ou l'influence de I'état pathologique sur les performances (Tavares-Dias &
Moraes, 2004 ; Barbieri et al., 2017 ; Bosisio et al., 2017 ; Fazio, 2019).

En outre, ces modifications des parametres sanguins dépendent de plusieurs facteurs, tels
que l'espéce, la température, I'age, la lumiere, la nutrition, la maturité sexuelle, les changements
cycliques de la santé, la qualité de I'eau, I'oxygene dissous, le sexe, les pentes d'eau statique et la
manipulation, le stress, transport, la taille, la densité d'alimentation et de reproduction ainsi que les
infections microbiennes et les parasitaires (Ranzani-Paiva et al., 2003 ; Tavares-Dias et Moraes,
2004 ; Val et al. et al., 2016 ; Fazio, 2019).

La recherche hématologique est un outil qui permet d'étudier les changements
physiologiques causés par la pollution environnementale (Zaghloul, 2001 ; Zaghloul et al., 2005).
Les parameétres hématologiques, tels que le nombre d'hématocrites, d'hémoglobines, de WBC et de
RBC sont une application pour un large indice de toxicité potentielle pour les études de toxicité et
la chez les animaux aquatiques (Sancho et al., 2000 ; Barcellos et al., 2003).

La connaissance des caracteristiques du sang peut étre utilisee comme un indice efficace et
sensible de suivi des changements physiologiques et pathologiques des poissons (Kim & Kang,
2017). Un outil important pour diagnostiquer la santé, avec des degrés variables de réponse

sanguine des poissons et en fonction de différents facteurs de stress, est la stimulation et le

42



Résultats et discussions

traitement. Différents facteurs de stress, sont la stimulation et le traitement des maladies parasitaires
ou infectieuses. (Rehulka, 2002 ; Chen et al., 2004 ; Martins et al., 2004 ; Silveira-Coffigny et al,
2004) . Les paramétres hématologiques sont des indicateurs du bilan hydrique, de I'état nutritionnel
et de la santé générale des poissons (Chang & Hur, 1999 ; Denson et al., 2003).Par conséquent, Les
variables hématologiques ont été utilisées comme indicateurs de I'état de santé des espéces de
poissons afin de détecter les changements physiologiques dus au stress, tels que I'exposition aux

polluants, I'nypoxie, le transport, I'anesthésie et I'acclimatation (Akinrotimi, 2009).

e Concentration d'hémoglobine (Hb) :

Dans la présente étude, il existe de différence significative dans I'némoglobine (HB) des
traités par I’ATB;1 et L’ ATB2 chez Oreochromis ssp entre les différentes doses administrés (.Essam
et al. 2002) ont rapporté que la moyenne d’hémoglobine d'un échantillon de sang de poisson-chat
est de 14,7 a 1,2 g / dl. D'autre part les résultats obtenus sont en accord avec ceux de la moyenne
rapportée par (Mohammed .1999) qui a déclaré que la concentration d'hémoglobine est dans la
gamme de 5,27- 4 9,7 g/ 100 ml de échantillons de sang de poissons collectés a différents endroits
en Egypte. (Singh et al. 2008) ont suggéré que différents polluants de I'eau sont la source radicale

possible des troubles physiologiques des poissons.

Dans la présente étude, le test ANOVA a un seul facteur a révélé diminution hautement
significative de I’(HB) (P<0,01) chez les poissons traités par les fortes doses d’ ATB; respectivement
(’Ags ; Ags; Agiet I’Aqe) par rapport aux témoins. Une augmentation de 1’hémoglobine dans le
sang des bio-essais traitées par 1’ATB; enregistrent des valeurs approximatives proches allons de
[(5£0,9) (x10%) w/I] observé chez les Tilapias de 1’ Aqu, jusqu’a [(09 + 0,5(x10%) w/1] observé chez
les tilpias de I’AqS. La figure (22) montre une légére hétérogénéité de I’HB (P>0,01) chez les
poissons traités par I’ATB:.

Le taux d'Hb peut révéler la teneur en oxygene du sang. Lors d'un stress interne ou externe,
une anoxie peut se produire, ce qui met fin au mécanisme de la phosphorylation oxydative, qui est
la voie alternative de synthése de I'énergie dans l'organisme. Les organes tels que le cceur et le
cerveau sont les plus sensibles a un léger manque d'oxygéne ; les cellules peuvent mourir en une
minute si I'ATP est parallele aux besoins. De plus, I'anoxie peut également altérer le métabolisme

biochimique (Nilsson et Lutz, 2004 ; Vazquez et Guerrero, 2007).
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L'Hb est donc essentielle pour I'adaptation de I'organisme au stress environnemental et pour
une fonction métabolique normale. L'analyse de I'Hb indique donc I'état de santé d'un organisme lié
a l'oxygeéne de I’organisme. La diminution de la concentration d'hémoglobine dans cette étude est
un signe d'anémie microcytaire hypochrome. Une observation similaire a également été

remarquée chez Cyprinuscarpio exposé au acide clofibrique et diclofénac (Saravanan et al., 2011).

Un taux d'Hb élevé est di a une augmentation de I'affinité/du transport de I'oxygéne dans
des conditions de stress (Forget et Franklin Bunn, 2013). Dans la présente étude, I'augmentation
observée du taux d'Hb indique une érythrocytose ou le remplacement de I'Hb oxydée et dénaturée

par le toxique (Nussey et al., 1995).

Nos résultats de la méthode automatique ne différent pas statistiquement (Faggio et al.,
2013). Selon (Fazio et al. 2019) I'Hb déterminée automatiquement chez différentes espéces de
poissons était de 4,70 a 16,6 g/dL. L'étude réalisée par (Witeska et al. 2016) a montré que le taux
d'Hb sanguin chez les poissons agés de 5 a 8 mois cliniqguement sains de Cyprunis carpio en bonne
santé était de 62,4 a 69,6 g/l. Les données bibliographiques révisees par (Witeska et al. 2016)
montrent que le taux d'Hb chez C. carpio est compris entre 34,1-114,3 g/L. (Suljevic et al. 2016)
ont montré que la concentration en hémoglobine chez C. carpio (56,80-87,50 g¢/L) était
significativement plus faible que celle de Carassius carassius Hb (60,42-97,66 g/L). La
concentration d'hémoglobine dans le sang des juvéniles de Solea senegalensis élevés dans des
conditions d'aquaculture intensive était de 26-63 g/l. conditions d'aquaculture intensive était de 26-
63 g/L (Peres et al., 2015).

e Globules rouges (GR) :

Dans la présente étude, une augmentation progressive de la numération des GR, de I'Hb est
enregistrée apres le second traitement par I’ATB: coincidé avec une augmentation progressive de
la numération des GB, des lymphocytes. Les variations des Globules rouges dans le sang des bio-
essais traitées par I’ATB1 sont enregistrées chez les témoins etl’ Aqs(NOEL) respectivement [(1,4
+0,028 (x108) w/l) ; (1,94+0,026(x10%)W/1) , en outre les maximas des Globules rouges dans le sang
des bio-essais traitees par 1’ATB; sont enregistrées chez les individus de 1’Ags [(3 £1,02)
(x108)/1] .
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Des résultats similaires ont été trouves chez Oreochromis exposeé aux antibiotiques
(Sampaio et al., 2016) et chez la truite arc-en-ciel (Saglam et Yonar, 2009). Les altérations des GR
indiquent la condition anémique d'un organisme. L'exposition d' Oreochromis ssp a la sulfamérazine
a provoqué une diminution des parameétres hématologiques tels que I'Hb et GR, ce qui indique I'état
anémique des poissons dd a l'inhibition de I'érythropoiese chez les poissons (Saglam et Yonar,
2009). Une diminution du nombre d'érythrocytes exposes a I'oxytétracycline chez la carpe indique
I'effet immunosuppresseur de I'antibiotique (Rijkers et al., 1980). De plus, les métabolites réactifs
des sulfamides peuvent affecter directement la fonction des éléments cellulaires du systéme
immunitaire (Leeder et al., 1991 ; Kaya et al., 1997).

Selon Fange (1994), les érythrocytes (hématis) sont les cellules sanguines les plus
abondantes chez les poissons. Ils constituent généralement 98-99% de toutes les cellules sanguines
de ces animaux. La numération érythrocytaire (en anglais : RBC), un important paramétre de
diagnostic, dépend de divers facteurs environnementaux, par exemple la température de I'eau (Paul
et al., 2019). Elle peut également étre modulée par de nombreux facteurs biologiques, tels que
I'activité des poissons, I'age, le sexe, I'état nutritionnel et le statut reproductif, et peut différer entre
diverses populations d'une méme espéce. Les GR varient généralement de 0,5-1,5 x 106/uL chez
les espéces moins actives a 3,0-4,2 x 106/uL chez les plus actives (Witeska, 2013). Selon (Fazio et
al. 2019), les GR déterminés automatiquement chez différentes especes de poissons était compris
entre 0,81 et 3,73 x 106/uL. Les GR mesurés dans le sang de C. carpio s'est révelé étre de 0,33 a
2,95 x 106/uL (Witeska et al., 2016). L'altération des indices érythrocytaires indique 1’état
anémique du poisson en condition de stress (Saleh et Marie, 2016).Selon Martins et al. (2008), de
faibles taux de globules rouges et d’hématocrite indiquent que les globules rouges sont affectés ou
détruits par une infection. La structure des GR est ellipsoidale et comporte des cellules nucléées.
Les GR sont trés sensibles a de légers changements internes ou externes (Witeska, 2013). Par
conséquent, la mesure des GR peut fournir I'état de santé d'un organisme. En raison de sa propriété
lipophile, les sulfamides et I’érythromycines peuvent traverser les membranes des GR. ce qui
pourrait entrainer une fragilité des membranes. De plus, I'échange gaz/ionau cours d'une demande
énergétique élevée peut egalement affecter la membrane des GR (Cicha et coll, 2003). Dans la
présente étude, les altérations du nombre de GR peuvent étre dues a une réponse compensatoire a

la toxicité des antibiotiques (Witeska et al., 2020).
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e Globules Blancs :

L'altération du taux de GB est une indication de stress et de lésions tissulaires. Les variations
des Globules blancs dans le sang des bio essais traitées par I’ATB1 sont représentées dans la figure
11. Les valeurs maximales et minimales sont variées entre [(122,4 +0,1 (x10%) p/I] et de [(0,6+0,1)
(x10%) p/1] respectivement observées dans I’Aqt et I’Aqgs (témoin et CL90). L’AV1 prouve une
diminution hautement significative des globules blancs (GB) (P<0,01) chez les poissons traités par
les fortes doses d’ ATB: respectivement (Ag5 ; Ag4 ; Aql et Ag2).

Les variations des Globules blancs dans le sang des bio-essais traitées par I’ ATB: sont représentées
dans la figure 23. Les valeurs maximales et minimales sont variées entre [(125 +2,02 (x10%) /1] et
de [(7,6%0,8) (x10%) /1] respectivement observées dans I’Ags et I’Aqs (LOEL et CL90). L’AV1
arévelé une augmentation hautement significative des globules blancs (GB) (P<0,01) chez les
poissons traités par les fortes doses d’ATBqa 1’exception de I’Ag4. Toutes les valeurs étaient
statistiquement significatives (p<0,05). Le systeme immunitaire joue un réle essentiel dans le

maintien du processus physiologique et de I'immunité contre les agents pathogénes.

Le processus physiologique et la réponse immunitaire d'un organisme peuvent étre mesurés par
I'analyse du taux de globules blancs. L'entrée de nouveaux globules blancs dans la circulation
sanguine, produits dans la rate en cas de stress, peut augmenter le taux de globules blancs. Produites
dans la rate en cas de stress peuvent augmenter le nombre de globules blancs dans I'organisme. La
production d'anticorps chez les poissons en situation de stress peut entrainer une augmentation du
taux de GB (Joshi et al, 2002). Une diminution du taux de leucocytes dans le sang a également été
rapportée chez les poissons exposés aux antibiotiques (Grondel et al., 1985 ; Lunden et Bylund,
2002). La leucocytose et la leucopénie sont des indications de la réponse des poissons a la toxicité

des antibiotiques.

e Lesplaquettes « PLT » :

Les valeurs maximales des plaquettes dans le sang des bio essais traités par ’ATB1 sont
enregistrées chez I’ Aqs (NOEL) et les témoins respectivement [(240 +1) ; (120+0,73)(x103w/1)], en
revanche des minimas des « PLT » sont enregistrées chez les tilapias traités dans 1’Ags (0,5 + 0,76)
(x10%W/1) par les différentes doses de ’ATB1L’AVI1 une diminution hautement significative

plaquettes (PLT) (P<0,01) notamment les poissons traités par les fortes doses d’ATB1 notamment
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(I’Ags). En revanche, ’AV1 des plaquettes de sang des bio essaies traité¢ par I’ATB2 montre une
élévation significative du nombre des plaquettes chez les bio-essaies de 1’Aqa [(408 +4,72) (x10%)

W/1]. Une proximité de valeur est observée chez les autres individus y compris le témoin.

La diminution progressive du nombre de PLT indiquant I'apparition d'une thrombocytopénie ; un
type de trouble dans lequel il y a un nombre inférieur de PLT. La thrombocytopénie d'origine
médicamenteuse survient lorsque certains médicaments annulent les PLT ou inhibent la capacité de
I'organisme a en fabriquer un nombre suffisant. Certains médicaments entrainent la production
d'anticorps dans I'organisme, qui détruisent les PLT. Ce processus est connu sous le nom de
thrombocytopénie immunitaire d'origine médicamenteuse (\Van den Bemt et al. 2004).

Il a été prouvé que les sulfamides sont a I'origine de la thrombocytopénie (Warkentin 2018). De
nombreux mécanismes infectieux ont été corrélés a la thrombocytopénie d'origine médicamenteuse,
parmi lesquels les sulfamides s’avérent étre associé aux anticorps dépendants des médicaments (DD
Abs) de type quinine. Dans cette classe, les DD Abs se fixent rigidement aux PLT en présence
d'antibiotiques et ciblent spécifiguement deux genes : GPIlIb/Illa ou GPIb/IX, entrainant une
diminution drastique du nombre de PLT dans le sang de lI'organisme cible (Bakchoul & Marini
2018).

e Glycémie:

Une élévation du taux de glucose dans le sang indique un mauvais métabolisme des glucides
(Poopal et al., 2017) et est également utilisée comme un indicateur sensible du stress
environnemental chez les poissons. Les altérations de I'nématologie, biochimiques et antioxydants
chez les poissons peuvent révéler I'anémie, l'existence de maladies et de troubles métaboliques dans
des conditions environnementales. Maladie, et des troubles métaboliques dans des conditions
environnementales, de maladies et de stress (IslasFlores et al., 2013 ; Cui et al., 2014 ; Poopal et al.,
2017).Les parametres biochimiques tels que le glucose et les protéines sont les principaux
fournisseurs d'énergie de I'organisme, et leurs niveaux indiquent I'état de santé du poisson et de
I'environnement, les médicaments synthétiques tels que les fluoroquinolones, les sulfonamides, les
ionophores, les pénicillines, les aminoglycosides, les arsenicaux, les macrolides et les tétracyclines

sont des antibiotiques communément classés et largement utilisés pour les maladies vétérinaire.
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e Triglycéride et choléstérol :

Les niveaux de triglycérides et de cholestérol ont montré une augmentation non significative
(p>0,05) tout au long de la période expérimentale par rapport au groupe témoin, ce qui pourrait étre
dd a la mobilisation des triglycérides sous stress chimique pour répondre a une demande accrue
d'énergie afin de surmonter les conditions dommageables provoquées par le toxique/ et pour
répondre a I'énergie requise pour soutenir une activité physique accrue, la bio-transformation et
I'élimination du xénobiotique (Omitoyin, et al 2006). Le dysfonctionnement du foie et I'inhibition
des enzymes qui convertissent le cholestérol en acide biliaire conduisent & I'hypercholestérolémie
observée ( Murray, 1991). La mesure des paramétres lipidiques est un outil important pour détecter
les changements nutritionnels, physiologiques et pathologiques chez les poissons (Akinrotimi,
2012).

Les triglycérides (TGs) ont également montre des fluctuations biphasiques avec un niveau maximal
a observée chez les biotes de ’Aq2 (2,5 = 0,77 g/) traités par I’ATB2.Alors qu'il a diminué apres le
traitement par I’ATB1. Les TG sont une source d'énergie tres importante pendant le stress, et une
augmentation du taux de TG peut étre due a la mobilisation des lipides pour faire face a une
demande énergétique accrue (Tan et al. 2018). La teneur élevée en TG dans le sang peut étre due a
leur transfert du site de synthese pour une utilisation ultérieure par un processus d'oxydation ou
d'instauration réguliére de ces molécules. Les troubles hépatiques et la perturbation du métabolisme
lipidique favorisent également une augmentation de leur taux (Gaber et al. 2013). La nature
lipophile non polaire des sulfamides peut dégrader les membranes cellulaires contenant des lipides,
ce qui entraine des taux élevés de TG dans I'organisme des poissons. La diminution des TG a la fin
de la période d'exposition peut étre due a une faible consommation d‘aliments ou a une absorption
moindre en raison du mauvais fonctionnement de I'intestin et du foie et de l'initiation de la biogénése

membranaire (\Van Meer et al. 2008).

3. Résultat de I’Analyse des résidus de I’érythromycine :

Les résidus de 1’érythromycine sont quantifiés dans la chair des bio essaies pour les cing
concentrations a longueur d'onde variable réglé a 215 nm selon (Rattaya R. Taveechai et al 2007).
Un volume de 3 ml de chaque échantillon a été mesuré en double pour obtenir 1’absorbance

moyenne de I'échantillon et de I'¢talon de référence. Les concentrations de résidus de
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I’érythromycine dans les échantillons ont été calculées a partir de 'équation linéaire obtenue d’une
courbe d'étalonnage.
3.1 Détermination de la longueur d’onde maximale :

Le spectrophotometre UV-Visible est universel et utilise dans plusieurs études. C’est un moyen
disponible dans la majorité des laboratoires et, intégre dans la plupart des appareils d’analyse (ex :
HPLC). Selon les résultats obtenus et les informations données par la bibliographie, nous avons
fixé les valeurs suivantes : 215 nm pour 1I’érythromycine, 270 nm pour le sulfadiazine, 285 nm pour
le sulfathiazoleet 268 nm pour le sulfadimidine (Sulfathiazole), car ces antibiotiques présentes des

absorbances importantes en UV chaque longueur d’onde, avec des réponses optimums du détecteur.

3.2 Veérification de la Linéarité :

Afin d’entamer la méthode d’analyse proprement dite des parametres de détection et de
quantification de 1’érythromycine, plusieurs d’essais ont été effectué en utilisant le standard. Dans
les conditions décrites, la courbe d'étalonnage pour I’érythromycine a été construite en tracant
I'absorbance de 1’érythromycine en fonction de la concentration de ce macrolide.

3.3 Courbe d’étalonnage :

La linéarité de la méthode est vérifiée sur 5 points de gamme d’étalonnage dans le domaine de
concentrations de 0.3 a 300 pg/L en érythromycine. Les résultats ont été reportes dans tableau (23)
et figure (27).

Tableau 23 : Linéarité : changement de variables de 1’érythromycine en milieu aqueux. :

C (Hg/L) 300 60 10 1.7 0.3
Abs 3,264 0,88 0,316 0,339 0,25

La conformité de la loi de Béer doit étre évidente dans la gamme des concentrations étudiées.
L’équation du modele linéaire postule est : y = 0.0100x + 0.2659

Ou,

Y :sont les valeurs de 1’absorbance.

X : les valeurs de concentration en pg/ L.
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Le coefficient de corrélation (r?) est égal a 0, 9991.Cette valeur de coefficient de corrélation est
supérieure a 0,9990, indiquant la bonne linéarité de la méthode dans la gamme de concentrations
étudiées.

D’apres le tableau 23 et la figure 27, la loi de la Béer était respectée dans la gamme des
concentrations de 0,3 a 300 pg/ L. Une corrélation linéaire entre I'absorbance d’érythromycine et la

concentration de ce macrolide a éteé trouvée, en utilisant la longueur d'onde maximale.

3.5 4
y=0.0100x+ 0.2659

3 R?=0.9991

Absorhance

0 T T T T T T 1
o] 50 100 150 200 250 300 350

Concentrations d’ERY (ug/ L)

Figure 27: Courbes d’étalonnage du détecteur en milieu aqueux (érythromycine).

3.4 Applications et validation a I'analyse de I’érythromycine dans la chair des bio-essaies :

La validation du protocole par I'expérience de récupération a été déterminée en utilisant le
pourcentage de récupération (Rendement, p). Trois répliques de poissons exempts d’érythromycine
dopes avec des concentrations différentes d’érythromycine standard ont été soumises aux
procédures d'extraction et mesurés par notre méthode. Comme nous pouvons voir dans le tableau
(24) et la figure (28) les résultats obtenus par la méthode proposée sont concordants avec les
quantités examinées, et sont également dans les limites autorisées par le I’AFSSA de la qualité des

produits alimentaires d’origine animale.

Des taux des rendements dans l'intervalle de 09 a 140 % ont été obtenus, indiquant que la
méthode mise au point est convenable pour la détermination de I’érythromycine dans les

échantillons de poisson sans aucune interférence matricielle.
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Tableau 24 : Résultats expérimentaux de 1’étude du dosage de 1’érythromycine dans la chair des

Bio-essaies traités par I'ATB; :

Creo(Hg/L) | 300 60 10 1,7 03 0,2
Abs - 0,204 - - 0,096 0,084
Cexp(Mg/L) - 0,041 - - 0,0001152 | 1,083x10%
% m/m - 69% - - 38,4% 54,19%

Abs 0,017 - 0,373 0,458 - -
Cexp(Mg/L) | 29,651 - 11,803 2,297 - -
% m/m 9,88% - 118,037% | 135,103% - -

Cette méthode a de nombreux avantages par rapport aux autres méthodes analytiques en
termes de simplicité, sensibilité, rapidité, colt des instruments, précision et sélectivité. Au vu de
ces avantages, cette méthode peut étre utilisée pour le contrdle de la qualité en routine de ce
médicament dans les échantillons de poissons.

160 OAql BmAqQ2
140 OAq 3 EAQ4
120 I
OAg5 B AQt
100
§
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S
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Crheo(HO/L)
Figure 28 : Représentation graphique de résultats de 1’étude du dosage de 1’érythromycine dans la
chair des bio-essaies.

3.5 Analyse par UV et quantification des sulfamides dans la chair des bio-essaies :
Apres I’emplacement de 3 ml de chaque échantillon dans le systeme UV. Surveiller la

réponse d’absorbance en UV avec une longueur d'onde spécifique de chaque sous- sulfamide. Au
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cours des opérations de routine, des aliquotes de solution étalon de travail (0,3 g/g) sont ajoutées et
analysees avec les échantillons. Les sulfamides sont quantifiés dans les tissus des bio-essaies par

une méthode de standard ajouté.

3.6 Application au dosage des sulfamides dans les échantillons de poissons :
Apres la préparation des solutions d’analyse et la courbe d’étalonnage est établie, nous sommes
actuellement entraine d’effectue le dosage des sulfamides dans les échantillons de poissons. Les
rendements de dosage ont été calcules en basant sur les résultats d’essais effectués en utilisant le
standard. (Fig. 29).

2 m Sulfamethazine
18 - m Sulfadiazine
1,6 -
14 ] O Sulfathiazole
1,2
S 1
£08
€06
0,4
0,2
0 T T )
Agl Aqg 2 Ag3 Ag 4 Ag5 Aqt
Cm/m (g/kg)

Figure 29 : Résultats expérimentaux de 1’étude du dosage des sulfamides dans la chair des bio-
essaies.
D’apres ces résultats, les rendements sont compris entre 15 et 170 % pour les trois

sulfamides, et entre 65 et 110 % pour 1’érythromycine. Nous pouvons conclure que, la méthode
présente des bons rendements et peut étre utilisée comme outil pour le contréle de qualité des

antibiotiques dans la chair des bio-essais Oreochromis ssp.(Tab.25).

Tableau 25: Résultats globales de résidus des antibiotiques (ery et sulfamide) dans la chair des
bios essais Tilapias.

Concentration Erythromycine % Massique
(Mg/L) Sulfamide
Agql 6,982 69,82%
Aq 2 50,369 89,94%
Agq 3 1,595 93,82%
Aq 4 327,934 109,31%
Ag 5 0,293 97,66%
Aqt 255,803 85,26%
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4 Discussion :

L'analyse des résidus de médicaments vétérinaires dans les produits carnés et les fruits
de mer est un élément important des programmes de sécurité alimentaire des organismes de
réglementation nationaux, afin de garantir que les consommateurs ne sont pas exposés a des
substances potentiellement dangereuses (Lohne et al. 2012). (Toussaint et al. 2005) ont établi une
méthode de détermination des résidus d'antibiotiques quinolones dans viandes par chromatographie
liquide avec spectrométrie de masse en tandem. (Hammel et al. 2008) ont développé une approche
de dépistage multiple pour la surveillance des contaminants chimiques potentiels dans le miel par

chromatographie liquide- ionisation par électro spray et spectrométrie de masse en tandem.

(Draisci et al. 2001) ont créé un nouveau test immuno-enzymatique électrochimique (ELISA)
sensible pour la détection de deux macrolides (érythromycine et tylosine) dans le muscle bovin
(Okerman et al. 2003) ont analyseé les résidus d'antibiotiques dans les tissus rénaux de bovins et
autres au moyen d’un dosage immunologique par fluorescence en phase solide. Cependant, les
produits pharmaceutiques identifiés comme de nouveaux émergents sont utilisés en grandes
quantités en médecine humaine et vétérinaire pour le traitement de différentes maladies. Parmi les
produits pharmaceutiques, les antibiotiques dans I'environnement aquatique représentent un grand
défi car I'exposition prolongée a de faibles doses peut favoriser la résistance aux antibiotiques
(Hernandez et al. 2006). L'utilisation d'antibiotiques et de médicaments dans les fermes piscicoles
a suscité des recherches sur I'élimination de ces résidus dans les muscles des poissons (McCracken,
1976). (Won et al. 2011) ont analysé les produits marins nationaux et importés en Corée a la
recherche de 14 antimicrobiens sulfonamides par UPLC-MS / MS et ont découvert que les
échantillons comprennent des poissons plats, jacopever, daurade, anguille commune, crabe bleu,
crevette et ormeau. (Swapna et al. 2012) ont détecté les résidus d'antibiotiques dans les crevettes
d'élevage des états du sud de I'Inde. Les résultats ont montré que la streptomycine, la tétracycline et
les B - lactamines n'ont pu étre détectées dans aucun des échantillons et que sulfonamides et

I'érythromycine ont été détectés dans les crevettes d'élevage a un niveau <100 ppb..

(Lin et al. 2005) ont établi la détermination des résidus de médicaments vétérinaires
sulfonamides dans I'anguille et I'anguille grillée, y compris la sulfamérazine, la sulfadimidine, la
sulfaméthoxypyridazine, le sulfamet-hoxazole, la sulfamon-ométhoxine, la sulfadimé-thoxine, la

sulfaquinoxaline par chromatographie liquide a haute performance [13].L'échantillon a été extrait
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avec du dichlorométhane et les récupérationsétaient de I'ordre de 80% ~ 93%. La LOD était de 0,02
mg/kg. Et la LQ était de 0,05 mg/kg. (Ji et al. 2005) ont établi une méthode pour déterminer les
résidus de tétracycline, chlortétracycline, oxytétracycline, doxycycline, déméclo-cycline,
méthacycline et minocycline dans les produits aquatiques. Les échantillons ont été extraits par une
solution tampon EDTA-MCI vaine et ont été purifiés par une colonne d'extraction en phase solide
HLB. La colonne a phase inversée Inertsil C8-3 a été utilisée. La phase mobile était méthanol-
acetonitrile + acide trifluoroacétique 0,01 mol/L. La limite de détection de cette méthode était de
1,5 ~ 5,0 pg/kg. Les taux de récupération étaient de 75,2 % ~ 100,6 % et les écarts types relatifs
étaient de 2,19 % ~ 10,56 %.

Lors de notre plan d'expériences préliminaires (Extraction et déprotéinisation), plusieurs
systemes de solvants ont été testés pour I'extraction et la déprotéinisation. Le méthanol a été testé
comme solvant d'extraction, mais il a co-extrait des quantités considérables de lipides. (USDA-
FSIS, 1987) utilisant I'eau comme solvant d'extraction a également été testée. Cependant, une
certaine masse gélatineuse s'est formée aprés que le tissu musculaire du poisson-chat ait été
homogénéisé avec de I'eau. Le liquide n'a pas pu étre séparé du gel, surtout lorsque des échantillons
de filets de poisson-chat trés frais ont été utilisés. Les mélanges homogénéisés avec 1’acide ortho
phosphorigue (0.2%) et le méthanol étaient difficiles a séparer complétement par centrifugation, et
les récupérations d'antibiotique dopé étaient faibles. Ces mélanges homogeénéisés ont donné des
récupérations plus élevées que les solvants. Le mélange ortho phosphorigue (0.2%) - le méthanol
(6:4, vIv) a été le plus efficace pour faciliter la séparation entre les phases liquide et solide aprés la
centrifugation, probablement parce que le mélange est proche des points isoélectriques des protéines
de poisson. Il a donc été seélectionné pour des expériences ultérieures. Les échantillons ont été
extraits deux fois pour une meilleure récupération. La solution d’orthophosphorique a 0.2% utilisée

dans la déprotéinisation a facilité extraction de la phase solide.

Les antibiotiques sont le plus souvent produits sous la forme de mélanges complexes
décomposant apparentés (Omura, 1997).11 est difficile de contrdler tous les composants des ATBs
dans les tissus animaux. Lorsque le résiduel est suffisamment élevé pour détecter chaque
composant, il est préférable de surveiller chaque composant. Cependant, le niveau résiduel du
médicament dans les tissus animaux est en fait trop faible. Par conséquent, on pense qu'il est une

mesure pratique de considérer le composant principal du médicament comme indicateur pour
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évaluer le niveau résiduel (Won et al. 2011). Les échantillons de tissus contiennent de nombreux
composeés divers, en plus des traces possibles des analystes cibles. Il est donc tres important
d'extraire autant que possible les analystes déterminés et d'exclure les substances interférentes
présentes dans les matrices biologiques. Différentes méthodes d'extraction et de nettoyage ont été
développées (Won et al. 2011), (Yang et al. 2015 ; Luo et al. 2005).

Erythromycine et sulfamide ont une absorption UV relativement forte (Won et al. 2011), de
sorte que la détection UV est suffisamment sensible pour la détermination de ces médicaments.
Dans l'analyse UV-visible des produits chimiques, il est extrémement important de choisir une
longueur d'onde de détection appropriée sans aucune interférence des contaminants. La longueur
d'onde d'absorption maximale du composé a analyser est généralement utilisée comme longueur
d'onde de détection (Won et al. 2011). (Lin et al. 2005) ont établi la détermination des résidus de
médicaments vétérinaires sulfonamides dans I'anguille et I'anguille grillée, y compris la
sulfamérazine, la sulfadimidine, la sulfaméthoxypyridazine, le sulfamet-hoxazole, la sulfamon-
ométhoxine, la sulfadimé-thoxine, la sulfaquinoxaline par chromatographie liquide a haute
performance [13].L'échantillon a été extrait avec du dichlorométhane et les récupérationsétaient de
I'ordre de 80% ~ 93%. La LOD était de 0,02 mg/kg. Et la LQ était de 0,05 mg/kg.

(Ji et al. 2005) ont établi une méthode pour déterminer les résidus de tétra-cycline,
chlortétracycline, oxytétracycline, doxycycline, déméclo-cycline, méthacycline et minocycline

dans les produits aquatiques.

Les échantillons ont été extraits par une solution tampon EDTA-MCI vaine et ont été purifiés
par une colonne d'extraction en phase solide HLB. La colonne a phase inversée Inertiel C8-3 a été
utilisée. La phase mobile était méthanol-acétonitrile + acide trifluoroacétique 0,01 mol/L. La limite
de détection de cette méthode était de 1,5 ~ 5,0 ug/kg. Les taux de récupération étaient de 75,2 % ~
100,6 % et les écarts types relatifs étaient de 2,19 % ~ 10,56 %.
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Cette étude vise a évaluer I’effet des antibiotiques macrolides (érythromycine (ery) et
sulfamides(SMTZ)) chez une espéce commerciale, le Tilapia hybride « Oreochromis ssp »
poisson d’eau douce, dans une démarche de I’aquari-expérimentation au laboratoire (Toxicité
aiglie de 28 jours ).

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure Le succes thérapeutique dépend de la

maniere dont le médicament est employe. 1l faut respecter, les doses, la précocité du traitement,
la fréquence. Les Abs que nous avons choisis sont polyvalents, ils sont mentionnés sans toxicité
pour I'homme et le poisson.
En bref, L’exposition a court terme du poisson Tilapia hybride aux ATBs a affecté les
biomarqueurs hémato-biochimique et lipidiques. Le profil hématologique (HB, GR,GB,
lymphocytes, Plaquettes) des bio essais étudier lors de cette étude peut indiquer son statut
physiologique et sa santé, de sorte que I'nématologie combinée & d'autres méthodes de
diagnostic de routine pourrait étre utilisée pour identifier et évaluer les conditions qui causent
le stress et/ou les maladies qui affectent les performances de production.

Le taux d'Hb peut réveéler la teneur en oxygéne du sang. Lors d'un stress
interne ou externe, une anoxie et une érythrocytose sont signalées chez les bio essais
traités par I’érythromycine(I’Aq5 ; Aq4 ; Aql et ’Aq2) et ceux de I’(Aq1 et AqS) traités
par les sulfamides. En revanche, les individus de ’Aq3 développent un signe d'anémie
microcytaire hypochrome suite a la diminution de la concentration d'hémoglobine.
Dans la présente étude, les altérations du nombre des GR peuvent étre dues a une réponse
compensatoire a la toxicité des antibiotiques, c’est le cas des bio-éssais de 1’ Ag5 qui représente
la plus forte dose (CL90) de I’erytromycine’ ATB1’. Ce qui confirme le déclenchement du
systéeme humanitaire par I'analyse du taux de globules blancs « GB » ayant un maxima aux
biote de I’Ag5. Tandis- que, une leucocytose associée a une leucopénie sont des indications
de la réponse des poissons a la toxicité des antibiotiques observés chez les individus de
I’Ag4(LOEL).

Les bio-essais traitées lors de notre travail présentent la pathologie dite « La
thrombocytopénie » d'origine médicamenteuse survient a I’exposition aux macrolides en
annulant les PLT ou inhibent la capacité de lI'organisme a en fabriquer un nombre suffisant.
Ici, L érythromycine et les sulfamides ont entrainer la production d'anticorps dans I'organisme,
qui détruisent les PLT, c¢’est une pathologie observée notamment aux bio-éssaies de I’Aq5.

L’analyse des biomarqueurs Biochimiques « Glycémie » montre que les sujets
d’Oreochromis ssp exposes aux ATBs (D3, D4et D5) présente un taux glycémie réduit moins

important de celui des témoins quel que soit le poids des Tilapias.
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Lors de cette étude une fluctuation hautement significative de la glycémie chez les traités
par rapport aux témoins « Aqt » qui présentent un taux de glycémie élevé. Les tests de
comparaison multiple (Newmean-Keuls (SNK), p < 0,05), montrent I'existence de deux (02)
groupes homogene en fonction de la glycémie. Le test de Dunnett décrit une différence
significative entre I’Aqt et les différentes concentrations. L’ensemble des bioéssais traités
(Agl, Ag2, Ag3, Ag4 et Agb) présentent une pathologie de stress et un épuisement
énergétique, le glucose 1’un des s principaux fournisseurs d'énergie de I'organisme, et son

niveau indique I'état de santé du poisson et de I'environnement.

Cette étude a permis de déterminer la qualité nutritionnelle du Tilapia Hybride
(Oreochromis ssp) exposés aux AB expérimentaux. La méthode proposée est basee
sur I’analyse des compositions biochimiques de la chair des poissons aux différentes dose en
comparant avec le témoin. La caractérisation d’Oreochromis ssp dés son arrivé au laboratoire
(post-mortem) a été initiée par certaines mesures morphologiques a savoir la taille, la largeur,
I’épaisseur et le poids des spécimens et quelques parameétres biochimiques (et aussi
technologique) comme le pH, , la teneur en myoglobines, le taux de cendres...

Ont montrés des fluctuations en fonction de la dose d’antibiotiques, il reste a prédire le délais

dont le quel le produit est consommable ou non

La variation génétique peut étre due a des facteurs interspécifiques entre especes et a
des facteurs intra spécifiques au sein des especes. Par ailleurs, les différences entre les valeurs
hématologiques sont affectées par une multitude de facteurs intrinséques et extrinseques. Les
changements dans ces parameétres dépendent de plusieurs facteurs tels que l'espéce, la
température, I'age, le stress, la photopériode, I'état nutritionnel, le cycle de la maturité sexuelle,
I'état de santé , la qualité de I'eau, les altérations de I'oxygene dissous, le sexe, I'environnement
lotique ou lentique,, le stress lié a la manipulation et au transport , lI'inflammation du poisson.,

la taille, I'alimentation et la densité de peuplement et infection microbienne et parasitisme .
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L'interprétation correcte de ces parametres nécessite des valeurs de référence appropriées pour
chaque espéce afin de minimiser I'effet des différences entre les espéces. Un grand nombre
d'espéces de poissons (environ 23 500 especes) ont reflété les principales différences de valeur
hématologique. Les plages de référence normales des paramétres hématologiques sont

considérées comme importantes pour I'évaluation et le suivi de I'état de santé des poissons. Ces

derniéres années, davantage de plages de référence normales des parameétres hématologiques

des poissons d'élevage et des poissons sauvages ont été établies.

L'évaluation de I'analyse hématologique améliorera la pisciculture en facilitant la détection
précoce des situations de stress et/ou des maladies qui pourraient affecter les performances de
production. Approximativement 80% des antibiotiques importants en médecine humaine sont
consommeés dans le secteur animal comme outil thérapeutique, mais en grande partie, pour
favoriser la croissance chez les animaux sains. L’utilisation excessive et inadaptée des
antibiotiques chez les animaux contribue a amplifier la menace de la résistance aux
antibiotiques. Certains types de bactéries responsables d’infections graves chez I’homme sont
déja devenus résistantes a la plupart des traitements disponibles et trés peu d’options
thérapeutiques prometteuses sont en cours de développement pour prendre le relais.

A travers cette étude expérimentale, nous avons mis en évidence la présence de
résidus érythromycine et sulfamide dans la chair de tilapia ssp. Infirmant ainsi une utilisation

généralisée des antibiotiques pour les ppa (produits de péche et d’aquaculture).

L’analyse spectrophotométrique  des  échantillons a  révélé que des
niveaux significativement ¢levés de résidus de 1I’érythromycine détectés au niveau des cing
doses administrées (par balnéation), suivi par les échantillons traités par les sulfamides(\Voie

alimentaire).

L’ utilisation inadaptée, incontrdlée et excessive des antibiotiques chez les animaux
de production contribue a amplifier la menace de la résistance aux antibiotiques. C’est le cas
de plusieurs bactéries responsables d’infections grave chez ’homme et qui sont devenu

résistantes a la plupart des traitements disponibles.
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Les echantillons confirmés positifs par UV-visible ont été soumis a une congélation.
Nous suggérons dans les futurs travaux de tester I’impact de (I’ébullition et la friture) sur la
concentration moyenne des résidus d’antibiotiques. Pour conclure cette étude on peut dire qu’il
devient impératif et essentiel de réaliser des bases de donnees scientifiguement exploitables
afin d’¢élaborer des réglementations et des prises de décisions visant a protéger la santé du

consommateur.

Ce qui nous amene a formuler certaines recommandations afin d’éviter au maximum
la présence des residus d’antibiotiques et les dangers qu’ils présentent a savoir risque
allergique, risque embryotoxique, effet mutagéne ou cancérigéne et 1’acquisition

d’antibiorésistance par les bactéries rendant difficile I’antibiothérapie humaine :

© En plus de la formation au métier d’éleveurs en aquaculture, il faudrait suivre des
formations qui pourraient contribuer a la sensibilisation des éleveurs sur le danger des

antibiotiques.

¢ Les vétérinaires, les biologistes (écotoxicologie Animale) prescripteurs de
médicaments, sont autant responsables de cette situation.

& il serait bénéfique de penser a I’utilisation des produits « BIO » afin de remédier a ce
probléme.
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Résultats UV -Erythromycine :
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Résultats UV Sulfamide :
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Résumé

La présente étude consiste a un dépistage de résidus d’antibiotique dans les tissus de Tilapia
(Orechromis ssp) et I’évaluation I’état de santé des tilapias suite une antibiothérapie, pour
des fins Eco toxicologiques.

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 cinq (05) doses référentielles 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 divers ses
altérations tant sur 1’état morphologique. Des poissons ont manifesté des : exophtalmie, perte
d’ceil, érosions, déformations. Que sur I’examen interne (hypoxie et des anémies genérales).

Le bilan hémato-biochimiques et lipidique confirme, que les individus de I’Aq5 (CL100)
présentent un trouble sanguin Médiocre [anémie microcytaire hypochrome ; leucocytose
associée a une leucopénie] avec une réponse immunitaire définie par une
thrombocytopénie. Globalement, I’ensemble des bio essaies (Agql,Aq2,Aq3,Aq4 et Ag5)
présentent une pathologie de stress et un épuisement énergétique.

Le dépistage de résidus « méthode physicochimiques » d’antibiotique dans la chair
d’Orechromis ssp. Donne des rendements compris entre 15 et 170 % pour les trois sulfamides,
et entre 65 et 110 % pour I’érythromycine. Nous pouvons conclure que, la méthode présente
des bons rendements et elle peut étre utilisee comme outil pour le contréle de qualité des
antibiotiques dans la chair des organismes aquatiques.

Mots clés :, Oreochromis ssp, érythromycine, sulfamide, pathologies, hématologie, depistage de
résidus d’antibiotiques (uv-visible).



