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RESUME 

Cette thèse a été entreprise afin d’élaborer et de développer le premier modèle HACCP 

spécifique pour la gestion de la qualité ante et post mortem du tilapia (Oreochromis niloticus) 

produit au niveau de la ferme continentale "Fat-Steppes" (Ouest algérien). Pour ce faire, 

différents  points  critiques  (PCC)  ont  été  déterminés  et  maitrisés  tout  au  long  de  la  phase  

d’élevage et de commercialisation.  

Durant la phase d’élevage, les résidus d’antibiotiques, les résidus de la 17 -méthyle 

testostérone et la qualité microbiologique et physicochimique de l’eau et de l’aliment 

d’élevage ont été évalués. Une stratégie analytique pertinente a été développée basée sur une 

première technique microbiologique de screening qui a été améliorée et partiellement validée 

pour l’identification des tétracyclines et des fluoroquinolones. Suivie d’une seconde technique 

LC-UV-MS qui a été spécialement optimisée pour l’identification et la quantification de 

l’acide oxolinique. Une nouvelle méthode d’extraction, compatible avec un test immuno-

enzymatique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), a été optimisée pour la détection 

des résidus de 17 -méthyle testostérone (MT) dans la chair du poisson, dans l’eau et l’aliment 

d’élevage.  

Le  profil  nutritionnel  du  tilapia  produit  à  Fat  Steppes  a  été  caractérisé  en  déterminant  sa  

composition en macronutriments, son profil en acides gras et en acide aminés.  

Par la suite, l’évolution temporelle de la qualité hygiénique, du tilapia conservé à 4°C et 30°C, 

a été évaluée par une approche sensorielle, microbiologique (Flore Mésophile Aérobie Totale 

et Entérobactéries) et biochimique. L’analyse des diènes conjuguées, des hydroperoxydes et 

des TBARS "Thiobarbituric acid reactive substances" a servi pour évaluer l’oxydation 

lipidique. L’analyse d’azote basique volatil totat "ABVT", la triméthylamine "TMA" et les 

amines biogènes a servi pour évaluer la protéolyse bactérienne et enzymatique.  

 Les résultats obtenus ont démontrés des performances satisfaisantes des deux 

techniques d’analyse des résidus d’antibiotiques. La capacité de détection (CCß) du test de 

screening est de 0,75 fois la limite maximale de résidus (LMR) de l’acide oxolinique (OXO) 

et la limite de la quantification chromatographique LC/UV est de LMR/20. Le délai d’attente 

de  l’OXO est  estimé à  8  jours  après  un  traitement  de  six  jours  successifs  avec  une  dose  de             

12 mg/ kg de poids vif. La nouvelle méthode d’extraction des résidus d’MT est acceptable en 

termes de rendement d’extraction (55 % pour la chair et 85 % pour l'eau) et de linéarité               

(R2 = 0,998). Le délai d’attente des résidus de la MT est estimé à deux mois après un 

traitement avec une dose  65 mg MT/kg d’aliment, pendant 28 jours, à partir du 10ème jour 

post-éclosion. Des seuils microbiologiques de 103 ufc/100 ml de coliformes fécaux et de              

3 x 106 ufc/g de flore mésophile aérobie totale (FMAT) sont retenus comme critères de bonne 
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qualité microbiologique de l’eau et de l’aliment d’élevage respectivement. Le tilapia algérien 

est considéré comme un poisson maigre (± 0,33 % de lipide) et riche en protéines (± 17,3 %). 

Son profil en acides aminés essentiels et en acides gras polyinsaturés est relativement 

intéressant. Les paramètres de performance de la nouvelle méthode HPTLC "High 

Performance Thin Layer Chromatography", développée pour le screening et la quantification 

de  six  amines  biogènes  d’intérêt,  sont  satisfaisants  en  termes  de  linéarité  (R2 > 0,98), de 

justesse  (>  84  %),  de  fidélité.  La  limite  de  détection  (LOD)  de  la  méthode  HPTLC  est  de  

l’ordre de 5 µg.g-1 de chair de poisson. Les résultats de l’analyse organoleptique, 

microbiologique et biochimique sont fortement et positivement corrélés et révèlent que la date 

d’utilisation optimale du tilapia est limitée à 12 heures et à 5 jours de conservation à 30°C et à 

4°C respectivement. Après ces délais, le poisson est rejeté par l’appréciation organoleptique et 

tous les seuils critiques établis dans ce travail sont dépassés. Des valeurs de l’ordre de :              

6 log cfu g-1 pour les FMAT et les entérobactéries, 0,85 mg MDA kg-1 de poids humide,               

35 mg ABVT-N 100 g-1 de chair, 8 mg TMA-N 100 g-1 de chair, 100 µg.g-1 de putrescine et 

de cadavérine sont retenus comme critères microbiologiques et biochimiques respectivement.  
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amines biogènes, HPTLC, screening microbiologique, TBARS, TMA, hydroperoxydes, 

analyse sensorielle, ABVT, diènes conjugués, HPLC/UV/MS.  



ABSTRACT 

 This thesis was undertaken to elaborate and develop the first specific HACCP model 

for the management of ante and post mortem quality of tilapia (Oreochromis niloticus) 

produced in the continental farm "Fat-Steppes" (western Algeria). In doing so, various critical 

control points (CCP) have been identified and controlled throughout the breeding and 

commercialization phases. 

 During the breeding period, antibiotics residues, 17 -methyl testosterone residues and 

physicochemical and microbiological quality of the water and livestock feed were evaluated. 

A relevant analytical strategy was developed based on a first microbiological screening 

method was improved and partially validated for the identification of tetracyclines and 

fluoroquinolones. Followed by a second LC-UV-MS method which was especially optimized 

for the identification and the quantification of oxolinic acid. A new method of extraction, 

compatible with an enzyme-immunoassay test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), 

was optimized for the detection of 17 -methyltestosterone residues (MT) in fish’s flesh, water 

and feed.  

The nutritional profile of tilapia produced in Fat Steppes was characterized by determining its 

macronutrient composition, fatty acid and amino acid profile. 

Subsequently, the temporal evolution of the hygienic quality, tilapia stored at 4 ° C and 30 °C, 

was evaluated by a sensorial, microbiological (Total Viable Count and Enterobacteriaceae) 

and biochemical approach. Analysis of conjugated diene, hydroperoxides and TBARS 

"Thiobarbituric acid reactive substances" was applied to assess lipid oxidation.                       

Analysis of Total Volatile Basic Nitrogen "TVB-N", trimethylamine "TMA" and biogenic 

amines were applied to assess bacterial and enzymatic proteolysis.  

 The  obtained  results  have  demonstrated  satisfactory  performance  of  the  two  

techniques of antibiotic residues analysis. The detection capability (CCß) of the screening test 

is 0.75 times the Maximum Residue Limits (MRL) of oxolinic acid (OXO) and the limit of 

the chromatographic quantification LC/UV is MRL/20. The withdrawal of OXO is estimated 

for 8 days after treatment of six successive days with a dose of 12 mg/kg body weight.                

The new method of MT’s extraction residues is satisfactory in terms of extraction efficiency 

(55 % for meat and 85 % for water) and linearity (R2 = 0.998). The withdrawal of MT 

residues is estimated for two months after treatment with a dose of  65 mg MT / kg diet for 

28 days, from the 10th day post-hatching. Microbiological thresholds of 103 CFU/100 ml of 

fecal coliform and 3 x 106 CFU/g of Total Viable Count are retained as criteria for good 

microbiological quality requirements of water and livestock feed, respectively. The Algerian 

tilapia is considered as a lean fish (± 0.33 % lipid) and high in protein (± 17.3 %).  
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The essential amino acid and polyunsaturated fatty acid profile is relatively interesting.                  

The performance parameters of the new method HPTLC "High Performance Thin Layer 

Chromatography" developed for screening and quantification of six biogenic amines of 

interest are satisfactory in terms of linearity (R2> 0.98), accuracy (> 84 % ), fidelity, and the 

limit  of  detection  (LOD)  of  the  test  is  5  g.g-1  of  fish  flesh.  The  results  of  organoleptic,  

microbiological and biochemical analysis are strongly and positively correlated and show that 

the shelf life of tilapia is limited to 12 h and five days of storage at 30°C and 4°C respectively. 

After these delays, the fish is rejected by the sensory appreciation and all critical thresholds 

are  exceeded  in  this  work.  Values  in  the  range  of  6  log  CFU  g-1 for total viable count and 

Enterobacteriaceae, 0.85 mg MDA kg-1 wet  weight,  35  mg  TVB-N  100  g-1of flesh,                  

8 mg TMA-N 100 g-1of flesh, 100 g.g-1 putrescine and cadaverine are retained as 

microbiological and biochemical criteria, respectively. 
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Le poisson est une denrée alimentaire très appréciable pour sa valeur gustative et 

nutritive. Il constitue une source précieuse de protéines aisément digestibles à valeur 

biologique élevée. Il est aussi un excellent vecteur d’oligo-éléments et de vitamines.            

Ce produit aquatique est une source riche en acides gras polyinsaturés (AGPI) à longue chaine 

de la série n-3 et n-6 qui sont fortement recommandés en raison de leurs effets bénéfiques sur   

la santé humaine (Fontagné-Dicharry & Médale, 2010). 

L’aquaculture mondiale est un secteur dynamique en plein essor. Contrairement à la 

pêche qui stagne autour de 90 millions de tonnes par an, l’aquaculture connaît une croissance 

annuelle de près de 8,6 %, ce qui est bien supérieur à la croissance de la production animale 

terrestre (FAO, 2014). Pour l’année 2012, la production mondiale de poissons de 

consommation issus de l’aquaculture a atteint  66,6 millions de tonnes (FAO, 2014) parmi les 

158 millions de tonnes produites au total entre les pêches de capture et l’aquaculture                      

(Tableau I).  

L’Algérie se distingue parmi les pays méditerranéens par sa très faible production en 

produits de la pêche (< 3 million de tonnes). Bien que le ratio alimentaire soit passé de 3,02                

en 1999 à 5,4 kg/hab/an en 2010 (FAO, 2012), cela reste bien en dessous de la moyenne 

mondiale, qui a été estimée en 2012 à 19,2 kg/hab/an (FAO, 2014) et qui ne cesse 

d’augmenter (Tableau I). 

Tableau I : Pêches et aquaculture dans le monde: production et utilisation (FAO, 2014). 

Année 2007 2008 2009 2010 2011 2012 
Production (millions de tonnes) 

Pêche 90,8 90,1 90,1 89,1 93,7 91,4 

Aquaculture 49,9 52,9 55,7 59,0 62,0 66,6 

Total de la production mondiale 140,7 143,0 145,8 148,1 155,7 158,0 

Utilisation * 
Consommation humaine 

(kg/an) 117,3 120,9 123,7 128,2 131,2 136,2 

Population (milliards) 6,7 6,7 6,8 6,9 7,0 7,1 
Ratio alimentaire 
(kg/habitant/an) 17,6 17,9 18,1 18,5 18,7 19,2 

 
* Les données relatives à 2012 pour cette section sont des données provisoires. 

 

La couverture du déficit en poisson en Algérie ne peut être assurée par la pêche 

maritime du fait de l’étroitesse de son plateau continental, l’ancienneté de sa flotte de pêche et 

par l’escarpement de sa côte. La vulgarisation de l’aquaculture ainsi que l’introduction sur le 

marché national de nouvelles espèces de poissons semblent être de très bonnes résolutions 

pour remédier à ce manque. Dans cette perspective, un programme quinquennal 2009-2014     
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a été planifié. Ce dernier se base principalement sur le lancement de sept pôles d’activités 

aquacoles (désignées par des lettres de A à F sur  la  Figure  1  et  dans  le  Tableau  II)  et  sur  

l’exploitation de différentes ressources hydriques à travers le territoire national.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Carte représentant les 07 pôles d’activités aquacoles en Algérie. 

 
Tableau II : Organisation des pôles d’activité aquacole (programme quinquennal 2009-2014) en 

fonction de l’espèce de poisson, de la zone géographique et des ressources hydriques. 

Pôle d’activité 

aquacole 
Ressources hydriques Espèces à développer Province Région 

A 
Sites littoraux, lacs et rivières, barrages, 
zones humides, retenues collinaires, 
chott, étangs 

Algues, loup de mer, 
daurade, moule, huitre, 
anguille, mulet, carpe et 

truite 

Guelma, Souk-Ahras,        
OumEl-bouagui, Tébessa, 
Khenchla et Canstantine 

Nord-est 

B Lacs naturels, oueds, barrages, retenues 
collinaires, chott, étangs Carpe argentée et mulet Msila, Bordj Bou Arreridj, 

Sétif, Batna, Mila, Bouira 
Hauts-plateaux  

de l’est 
C Sites littoraux, eau des rejets 

thermoélectriques, retenues collinaires 
loup de mer, daurade, 

moule 
Ain Defla, Médéa, Djelfa, 

Tissemsilt, Blida Centre 

D Sites littoraux, lacs naturels et oueds, 
barrage et retenus collinaires 

Carpe argentée, carpe 
royale,  mulet, sandre, 
truite, moule et tilapia 

Relizane, Mascara, Tiaret Hauts-plateaux  
du centre 

E Sites littoraux, lacs naturels et oueds, 
barrage et retenus collinaires, étangs 

Moule, carpe argentée, 
mulet, tilapia Sidi Bel Abbas, Saida, Naâma 

Nord-ouest et 
hauts-plateaux de 

l’ouest 

F 
Barrage et retenus collinaires, 
ressources en eau des zones semi-
arides, canaux d’irrigation 

Tilapia, silure glane Bechar, El Bayad, Adrar, 
Tindouf, Tamanraset Sud-ouest 

G 
Chott, ressources en eau des zones 
semi-arides, canaux d’irrigation, 
retenues collinaires 

Tilapia, artemia, algues Biskra, El Oued, Ouargla, 
Laghouat, Ghardaia, Illizi Sud-est 
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19,9

3,6

2,3

2,1

1,8

1,5
0,5 0,4

0,2

1,7

Production aquacole mondiale en 2010 (Millions de tonnes)

Carpes sp

Tilapias sp

Cyprins dorés et cyprins

Autres cyprinidés

Poissons-chats Pangasuis

Autres Poissons-chats

Perches et bars

Poissons-serpents

Characinidés

Autres Poissons d'eaux douces

Le Tableau II résume les différentes orientations en matière du choix de l’espèce de poissons 

ou d’algues à cultiver en Algérie en fonction du biotope correspondant.                                 

Une enveloppe financière conséquente a été allouée au secteur de la pêche et de l’aquaculture. 

De plus, le secteur privé a été privilégié par la concession de terrains pour un dinar 

symbolique et par la subvention étatique pour la conception et l’aménagement de nouvelles 

fermes aquacoles dans le cadre du Plan National du Développement de l’Aquaculture 

(PNDA). 

 

Parmi les espèces de poissons dulcicoles introduites en Algérie, le Tilapia du Nil 

(Oreochromis niloticus) représente l’espèce de choix pour promouvoir l’aquaculture et 

prévoir un développement durable. Grâce à ses attributs, à savoir la rusticité, une reproduction 

facile et rapide en captivité, un régime alimentaire basique au niveau le plus bas de la chaîne 

alimentaire (phytoplancton et détritus) et une valeur gustative et nutritive intéressante                    

(El-Sayed, 2006 ; Lazard, 2009). En outre, les filets du tilapia sont quasiment dépourvus 

d’arêtes, ce qui devrait séduire davantage les consommateurs. Cette espèce de poisson a fait 

ses preuves dans plusieurs pays du monde. Le groupe des tilapias se classe au deuxième rang 

après le groupe des carpes avec une production mondiale dépassant les 3,5 millions de tonnes 

en 2010 (FAO, 2012) (Figure 2).  

 

Figure 2 : Production aquacole mondiale des principaux groupes d’espèces de poissons            

en 2010 (FAO, 2012). 
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Toutefois, en Algérie peu de fermes aquacoles ont pu démarrer une réelle production 

en raison de problèmes techniques et du manque de professionnalisme dans ce nouveau 

créneau de production animale. Dans l’Ouest algérien, parmi les deux fermes aquacoles 

continentales de tilapiculture existantes, une seule ferme "Fat-Steppes" (opérationnelle depuis 

2008) a pu réaliser un stock conséquent d’alevins d’Oreochromis niloticus (un  million)  et  

atteindre une production de 100 tonnes par an. Cette exploitation aquacole fonctionne selon 

un rythme saisonnier (entre le mois d’avril et le mois d’octobre) et a permis, jusqu’en 2012, 

l’approvisionnement régulier de deux fermes aquacoles en alevins de tilapia avant leur faillite 

et fermeture définitive. Ces deux fermes aquacoles sont "Aquasaline" à Relizane               

(Ouest- algérien) et "Moulay" à Ouargla (Sud-est algérien). La ferme de tilapiculture Fat-

Steppes a également contribué à l’ensemencement annuel de plusieurs bassins appartenant à 

des agriculteurs des wilayas (provinces) de l’Ouest algérien à des fins d'élevage aquacole. 

 

 La tilapiculture a recourt aux médicaments vétérinaires à savoir les antibiotiques et les 

hormones. L’antibiothérapie demeure incontournable dans les élevages aquacoles et 

piscicoles pour limiter l'impact économique des bactérioses (Hernandez Seranno, 2005 ; 

Kümmerer, 2009). Les antibiotiques sont utilisés à titre préventif pendant les phases critiques 

(stades précoces, transferts des poissons) mais aussi chez des animaux en croissance (Nicolas 

et al., 2007). Il a été démontré que quelques antibiotiques, tel que la flavomycine, 

l’oxytetracycline et le florfenicol, ont été également utilisés comme des promoteurs de 

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

L’hormonothérapie est une pratique fiable et courante pour la masculinisation des 

juvénile de tilapia par l’utilisation de la 17 -méthyle testostérone. Cette dernière est bien 

connue pour son effet anabolisant et androgénique chez le tilapia du Nil (Celik et al., 2011). 

En Algérie, les pratiques d’élevage ainsi que les pratiques vétérinaires sont anarchiques et le 

contrôle officiel demeure élémentaire. Les médicaments vétérinaires sont facilement 

disponibles à des prix accessibles entrainant une utilisation abusive par l’aquaculteur local.  

En effet, ces pratiques peuvent entraîner la présence de résidus d’antibiotiques et d’hormones 

dans les parties comestibles du poisson et représenter des risques chimiques avérés pour le 

consommateur. Selon la directive européenne 96/23/CE (EU, 1996a), on entend par résidu 

"les résidus de substances ayant une action pharmacologique, leurs produits de 

transformation, ainsi que d’autres substances se transmettant aux produits animaux et 

susceptibles de nuire à la santé humaine". Depuis le début des années quatre-vingt, une 

législation européenne restrictive sur les médicaments vétérinaires s’est mise en place de 
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manière à limiter autant que possible l’utilisation de substances médicamenteuses pour traiter 

les animaux destinés à la consommation humaine. Des limites maximales de résidus "LMR" 

compatibles avec le respect de la santé publique ont été fixées au niveau européen pour toutes 

les substances actives (Règlement n° 37/2010) (UE, 2010) et devraient être appliquées en 

Algérie (harmonisation des textes législatifs). 

L’antibiothérapie est incriminée dans l’émergence de nouvelles souches bactériennes très 

résistantes en influençant la flore intestinale et en modifiant sa composition par inhibition 

sélective de composants déterminés, ou par sélectiondes micro-organismes résistants 

(Maghuin-Rogister, 2002). Le secteur aquacole génère une antibiorésistance croisée, ce qui 

alarme et préoccupe les thérapeutes humains (Rolain, 2013). Les résidus d’antibiotiques 

peuvent aussi présenter des risques technologiques au niveau de la production alimentaire 

(Sanz et al., 2010) et avoir un impact polluant sur l’environnement (Armstrong et al., 2005 ; 

Eurin et al., 2005). 

L’eau et l’aliment d’élevage sont considérés comme deux éléments vitaux en 

aquaculture. L’assurance de leur qualité microbiologique et chimique est cruciale, non 

seulement pour le bien-être animal (facteurs biotiques et abiotiques assurant de bonnes 

conditions de survie et de croissance des poissons) mais aussi pour la salubrité des produits 

finaux (Okonko et al., 2009). La charge microbienne initiale du poisson fraichement capturé 

est tributaire de l’habitat habituel où il vit (Al Harbi & Uddin, 2005). L’eau polluée peut aussi 

renfermer des polluants organiques persistants "POPs" (métaux lourds, hydrocarbures 

aromatiques polycycliques, dioxines et furanes, PCB…) et d’autres résidus médicamenteux 

(pesticides, antibiotiques et hormones, etc…) qui peuvent s’accumuler dans les tissus des 

poissons (Enick & Moore, 2007 ; Cole et al., 2009).   

Quant à l’aliment distribué en aquaculture, lorsqu’il est utilisé comme support 

thérapeutique dans la formulation des aliments médicamenteux, il peut être un vecteur de 

résidus de médicaments vétérinaires (antibiotiques et hormones) pour l’environnement et pour 

le poisson (Eurin et al., 2005). D’un autre coté, la nourriture destinée aux poissons peut avoir 

une incidence potentielle sur la santé humaine à cause des dangers chimiques associés aux 

additifs, aux contaminants et en particulier certains ingrédients de ces aliments (OMS, 1999). 

En effet, l’huile de poisson qui est un sous-produit de la production industrielle de la farine de 

poisson, peut contenir des composés chlorés (insecticides et hydrocarbures). Ces derniers ont 

un caractère lipophile et s’accumulent chez les poissons capturés dans des eaux polluées.               

Les mycotoxines sont aussi pointées du doigt. Les céréales qui sont contaminées par des 

champignons et qui sont incorporés dans l’aliment des poissons, peuvent véhiculer des 
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mycotoxines (aflatoxines B1, trichothécènes, fumonisines B1 et ochratoxines A) qui peuvent 

s’accumuler dans leurs tissus (OMS, 1999 ; Pettersson, 2012 ; Selim et al., 2014).  

Le poisson a la particularité d’être une denrée alimentaire hautement périssable (Gram 

& Huss, 1996). Immédiatement après sa mort (post mortem), le poisson subit un processus 

naturel et complexe de décomposition. Il est le résultat de la superposition de réactions 

chimiques, enzymatiques et bactériennes (Huss, 1995). Ce processus affecte la fraicheur du 

poisson et entraine une rapide altération des propriétés organoleptiques, une réduction de la 

valeur nutritive et la formation de substances toxiques. La forte teneur en acides gras 

polyinsaturés (AGPI) de la série des n-3 tels que l'acide eicosapentaenoïque                       

(EPA C20 : 5 n-3) et l’acide docosahexaenoïque (DHA C22 : 6 n-3), rend le poisson très 

sensible aux réactions d’oxydation (Azhar & Nisa, 2006). Ces dernières limitent sa durée de 

conservation et conduisent à la formation de produits primaires tels que les diènes conjugués 

et les hydroperoxydes très instables, qui se décomposent rapidement en produits secondaires 

hautement réactifs et toxiques tels que les aldéhydes, alcools et cétones. Ces principaux 

composés sont responsables des mauvaises odeurs (rancissement oxydatif) du poisson altéré 

(Cillard & Cillard, 2006 ; Rezaei & Hosseini, 2008). L’altération des lipides conduit ainsi à 

une altération des propriétés technologiques et organoleptiques de la chair du poisson 

(couleur, odeur, texture), rendant ce dernier impropre à la consommation. De plus, la 

protéolyse bactérienne et biochimique accentue l’altération du poisson par la formation 

d’amines volatiles et d’amines biogènes thermostables (Ozogul et al., 2011).                     

L’Azote Basique Volatil Total (ABVT), représente un indicateur remarquable de la qualité du 

poisson et reflète l’ensemble formé par l’ammoniac et les amines volatiles (triméthylamine, 

diméthylamine) (Zhou et al., 2011). Dans les conditions d’anaérobie, des organismes 

spécifiques d’altération (SSO) utilisent l'oxyde de triméthylamine (TMAO) et produisent des 

odeurs suite à la formation de triméthylamine (TMA) (Gram & Dalgaard, 2002).                    

Il est connu que les poissons de mer et certains poissons d'eaux douces tel que le tilapia 

contiennent du TMAO (Niizeki et al., 2003). La température est le facteur environnemental 

principal qui affecte la croissance et la viabilité des SSO et par conséquent détermine la durée 

de conservation du poisson (Ozyurt et al., 2009). 

L'évaluation des amines biogènes est importante non seulement du point de vue de 

leur toxicité, mais également parce qu'elles peuvent être le reflet du degré de fraîcheur du 

poisson (Kantaria & Gokani, 2011). Chez le tilapia, les concentrations de la putrescine et de la 

cadavérine doivent être prises en considération en raison de leur effet carcinogène 
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(précurseurs de nitrosamines) et potentialisateur de la toxicité histaminique (AlBulushi et al., 

2009; Prester, 2011).  

 La charge bactérienne en surface (peau et branchies) ou dans les intestins d’un poisson 

fraichement capturé est assez importante. Cependant, le système immunitaire maintien le 

muscle stérile chez le poisson vivant ou frais. Juste après la mort, ce système défensif 

s’effondre laissant place à l’invasion bactérienne (Leduc, 2011). Les bactéries pathogènes et 

d’altération envahissent les alvéoles des écailles avant de se proliférer dans les fibres 

musculaires. Le critère microbiologique de sécurité alimentaire (6 logs cfu g-1) (ICMSF, 

1986) peut être rapidement dépassé en fonction de la durée et de la température de 

conservation.  

Compte tenu de la situation réelle de la tilapiculture en Algérie, en particulier au 

niveau de l’unique ferme aquacole "Fat-Steppes" de l’Ouest algérien, à savoir les défaillances 

des bonnes pratiques d’hygiène et vétérinaires durant la phase d’élevage, les mauvaises 

conditions d’entreposages et l’impact climatique (pays tempéré) sur la durée de conservation, 

l’instauration d’un système d’assurance qualité tout au long de la chaîne de production du 

tilapia (O. niloticus), depuis la production primaire jusqu’au consommateur, s’avère cruciale. 

 

Dans ce contexte, cette thèse a pour objectif principal, le développement du premier 

modèle HACCP spécifique à la production du tilapia "Oreochromis niloticus" en Algérie.               

Cette approche scientifique permettra l’évaluation de la gestion de la qualité ante mortem et 

post mortem du tilapia produit au niveau de la ferme continentale "Fat-Steppes". Pour ce faire, 

la démarche classique du système HACCP sera respectée:  

 Dans un premier temps, nous tenterons d’évaluer les programmes préalables établis au 

sein de la ferme "Fat-Steppes" et qui sont basés sur les bonnes pratiques d’hygiènes et 

aquacoles. 

 Nous caractériserons le profil nutritionnel de la chair du tilapia "O. niloticus", produit 

localement, par la détermination de sa composition chimique (macronutriments, teneur en eau 

et en cendres), son profil en acides gras et en acides aminés. Son activité en eau (Aw) et son 

pH, qui représentent des facteurs intrinsèques influençant la croissance bactérienne (Delhalle 

et al., 2012), seront également étudiées. 

 Par la suite nous analyserons les éventuels dangers, tout au long de la phase d’élevage 

et la phase de commercialisation et nous déterminerons les différents points critiques de 

contrôle (PCC) où il est possible de les maîtriser.   
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 Afin d’apprécier ces dangers et de pouvoir leur fixer des seuils critiques,                       

nous tenterons de développer de nouvelles stratégies analytiques basées sur des technique de 

screening (dépistage) et ou de confirmation, compatibles et facilement reproductibles en 

routine dans les laboratoires algériens. 

 Nous metterons en place des procédures de surveillance, de correction et de 

vérification permettant la maitrise des PCC et d’assurer un bon fonctionnement du système 

HACCP établi.  

Durant la phase d’élevage, nous nous focaliserons sur 04 PCC qui sont liés à : 

 la qualité microbiologique et chimique des eaux douces d’élevage, 

 la qualité microbiologique et chimique (résidus d’acide oxolinique et résidus de la 

17 - MT) de l’aliment d’élevage, 

 l’antibiothérapie (acide oxolinique en particulier, antibiotique courament utilisé dans 

cette exploitation de tilapiculture contre les bactéries à Gram négatif), 

 l’hormonothérapie avec la 17 - méthyle testostérone, utilisée pour la masculinisation 

des juvéniles de tilapia, qui est une technique courante et légale en Algérie.  

 

 Durant la phase post mortem, nous essayerons d’évaluer l’évolution temporelle de la 

fraicheur du tilapia vendu frais, entier et non éviscéré à température ambiante (30°C) ou 

conservé à 4°C (ces deux températures représentent les deux modes respectifs de 

commercialisation et de conservation habituels en Algérie). Cette évaluation va nous 

permettre d’établir une date limite d’utilisation optimale (DLUO) pour la consommation du 

tilapia frais.  

Pour ce faire, différents mécanismes d’altération du poisson liés à la peroxydation lipidique, à 

la protéolyse enzymatique et bactérienne, à l’altération bactérienne seront investigués et 

corrélés aux résultats d’une analyse sensorielle.  

 Les analyses porteront principalement sur les paramètres et les indices de fraicheur 

et/ou de qualité suivants : 

 analyse organoleptique : un nouveau Schéma de la Méthode d’Index de Qualité "QIM" 

sera optimisé pour le tilapia entier non éviscéré,  

 degré d’oxydation des lipides : produits primaires (diènes conjugués et 

hydroperoxydes) et produits secondaires (TBARS), 
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 protéolyse bactérienne et enzymatique : production de six amines biogènes 

(putrescine, cadavérine, spermidine, spermine, histamine et tyramine) ainsi que l’évolution 

des taux d’ABVT et du TMA, 

 le pH (facteur biochimique et microbiologique à la fois), 

 la flore mésophile totale et les entérobactéries (test de vieillissement microbiologique).  

 

 Comme objectif sous-jacent, nous réaliserons également une synthèse bibliographique 

des travaux antérieurs pertinents que nous présenterons au sein d’une première partie divisée 

en quatre chapitres principaux dans lesquels : le tilapia du Nil sera présenté, des notions de 

qualité et le concept HACCP seront rappelés. La composition et les mécanismes d’altération 

du poisson seront décrits. Enfin, les intérêts, les mécanismes d’action et l’impact des 

médicaments vétérinaires (antibiotiques et hormones) utilisés en tilapiculture seront rapportés. 

 

Pour la description des protocols expérimentaux, la présentation et la discussion des 

résultats obtenus, nous avons opté pour la structure "IMRAD" qui nous permet de regrouper 

distinctement les différents chapitres. 
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I. LE TILAPIA  (Oreochromis niloticus) 

1. Introduction : 

Notre modèle d’étude est un poisson d’eau douce, originaire du continent africain.                                

Il a été introduit, durant la deuxième moitié du 20ème siècle dans plusieurs régions du monde : 

tropicales, subtropicales et tempérées (Lazard, 1990). Son introduction en Algérie est toute 

récente, les premières expériences d’alevinage ont vu le jour pendant la dernière décennie.                  

Le terme Tilapia est d'origine africaine, il provient du mot "thiape" qui veut dire poisson.                      

Il est aussi utilisé pour désigner un groupe de poisson appartenant à la famille des cichlidés 

élevé à des fins commerciales. L'élevage des tilapias existe depuis plus de 2500 ans (Chapman, 

2003).  

Les cichlidés se distinguent des autres familles par des caractères nets : une écaille très 

développée à l'aisselle des pelviennes, une absence de dents au plafond buccal, des os 

pharyngiens inférieurs plus ou moins unis sur la ligne médiane. Cette famille appartient à 

l'ordre des perciformes.  

Le genre tilapia englobe quatre espèces différentes de point de vue: caractères anatomiques, 

comportement reproducteur et mode de nutrition (Trewavas, 1983) : 

 Oreochromis : avec une incubation buccale et une garde uniparentale maternelle, ils sont 

planctonophages; 

 Sarotherodon: avec une incubation buccale et une garde biparentale ou paternelle, ils sont 

planctonophages ; 

 Tilapia : avec une incubation des œufs sur substrat et une garde biparentale (en couple), ils 

sont macrophytophages; 

 Danakilia: avec des caractéristiques éco-morphologiques particulières. 

En élevage, seul le genre Oreochromis est représenté avec cinq espèces principales : 

 Oreochromis niloticus (Tilapia du Nil) (Figure 3) ; 

 Oreochromis mossambicus ; 

 Oreochromis aureus ; 

 Oreochromis hornorum; 

 Le Tilapia rouge, issu du croisement : O. mossambicus x O. niloticus. 

Les tilapias sont des poissons rustiques qui présentent une grande prolificité. Ce sont des 

poissons d’eaux chaudes, douces ou saumâtres. Ils cessent de se reproduire en dessous de 22°C 

et  de  se  nourrir  en  dessous  de  16°C.  Ils  sont  particulièrement  résistants  aux  conditions  

anoxiques de l’eau et peuvent survivre avec moins de 1 mg d’oxygène / litre même s’il est 
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souhaitable de rester au-dessus de 3,5 - 4 mg/l. L’aquaculture du tilapia a l’avantage de 

s’adapter à tous les types de production : étangs, bassins, cages et enclos. Les deux systèmes 

d’élevage (extensif ou intensif) peuvent facilement être appliqués (Lazard, 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) (Linnæus, 1766). 

 

2. Position systématique :    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. QUALITE DE LA CHAIR DU POISSON   

1. Généralités : 

Le poisson est un produit carné dont la qualité nutritionnelle est proche de celle de la viande.  

La chair du poisson contient en moyenne 70 à 80 % d’eau, 16 à 22 % de protéines, et des 

lipides en quantité très variable allant de 0,5 à 20 % selon les espèces et leur alimentation 

(Médale, 2005). La chair est très pauvre en glucides, sous forme de glycogène, sa teneur est 

généralement inférieure à 1 %. La teneur en collagène est faible, habituellement inférieure        

à 3 % (Regost, 2001). De plus, la chair des poissons se distingue de celle des autres animaux 

producteurs de viande à la fois par l'organisation structurale des muscles et par ses composants 

(Médale, 2009).   

 

Règne  
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Osteichthyes
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Teleostei
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acanthopterygii
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1.1. Structure physique : 

La structure et la texture de la chair du poisson différent de celles des autres animaux.           

La chair est constituée de deux types de muscles : 

 Le muscle brun (rouge), de type oxydatif: il caractérise les téléostéens, il est 

généralement présent sous forme d’une fine couche située sous la peau ; il est plus abondant sur 

les flancs du poisson (le long de ligne latérale). Sa proportion dans la chair varie d’une espèce à 

l’autre. Ce muscle participe au déplacement du poisson ce qui explique sa forte vascularisation. 

Il est considéré comme un muscle de croisière, c'est-à-dire utilisé pour les mouvements 

continus et lents. Il contient davantage de lipides, de collagène, d’hémoglobine, de glycogène et 

la majorité des vitamines (Bendiksen & Jobling, 2003 ; Médale, 2009). 

 Le muscle blanc, de type glycolytique : quantitativement le plus important puisqu’il 

représente jusqu’à 50 % de la masse corporelle du poisson et peut constituer jusqu’à 90 % de la 

masse squelettique (Rome et al., 1988).  Il  se  compose  de  fibres  à  contraction  rapide  et  à  

métabolisme anaérobie de type glycolytique. C’est un muscle de propulsion sollicité lors de la  

nage intense aux mouvements rapides et soudains (Leduc, 2011). 

1.2. Composition chimique :  

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

habitats géographiques et des habitudes alimentaires. Cependant la plupart des espèces de 

poissons partagent des caractéristiques communes : la chair est particulièrement riche en 

protéines solubles hautement digestibles de haute valeur biologique dont la teneur est 

comparable à celle des autres produits carnés. La présence d’acides aminés solubles, une 

richesse exceptionnelle en acides gras longs polyinsaturés (AGPI) de la série n-3, des minéraux 

et oligo-éléments particuliers tels que le phosphore, le sélénium, l’iode et le fluor ainsi que des 

vitamines (Derat-Carrière, 2007). La teneur en protéines de la chair du poisson semble être 

stable chez toutes les espèces. Elle augmente progressivement lors de la croissance pour se 

stabiliser à une valeur proche de 20 % (Lefèvre et al., 2008). En revanche, la teneur lipidique et 

en micronutriments varient considérablement d’une espèce et d’un individu à l’autre en 

fonction de l’âge, du sexe, de l’environnement, de la saison, de la ponte et est surtout corrélée 

avec le régime alimentaire (Médale, 2004). 

a. Composés lipidiques 

Les lipides sont présents sous deux formes dans les muscles des poissons : 

 Lipides polaires ou phospholipides (lipides de structure) : ce sont les composants 

majeurs des membranes cellulaires, leur teneur et leur composition sont relativement 

constantes.  
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Les phospholipides sont principalement composés de phosphatidylcholine (50 à 60 % des 

phospholipides) et de phosphatidyléthanolamine (20 à 30 % des phospholipides) (Aursand et 

al., 1994).  Ils  se  caractérisent  par  une  grande  richesse  (jusqu'à  60  %)  en  acide  gras  

polyinsaturés (AGPI) à longue chaîne. Les phospholipides sont connus pour leur rôle dans le 

maintien de la fluidité membranaire, même à basse température. Ils peuvent aussi être un bon 

apport en acides gras essentiels pour l’alimentation des larves dans les élevages aquacoles 

(Cahu et al., 2003).  

Les lipides de structure contiennent également du cholestérol, principalement sous forme de 

stérides (cholestérol estérifié) (20 à 80 mg/100 g dans la chair des différentes espèces de 

poissons) (Médale, 2008). Le cholestérol contribue à la stabilité et au maintien des structures 

des membranes cellulaires en s'intercalant entre les phospholipides (formant la bicouche de la 

membrane) (Mesmin, 2007). 

 Lipides neutres ou lipides de réserves : ils sont constitués essentiellement par des 

triglycérides eux aussi caractérisés par une proportion élevée d'AGPI de la série n-3.                        

La teneur en triglycérides est extrêmement variable en fonction de l’espèce, de l’âge, de la taille 

des poissons, de leur état de maturité sexuelle et du contenu énergétique de leur alimentation 

(Médale, 2008). 

Les réserves énergétiques du poisson se font principalement sous la forme de triglycérides.     

Le stockage des lipides peut se faire dans plusieurs tissus: foie, muscle, tissu adipeux péri-

viscéral et parfois tissu adipeux sous-cutané (Médale, 2009). L’importance de ces sites de 

stockage varie selon les espèces. D’une manière globale, les viscères et le foie sont les lieux de 

stockage principaux pour les espèces maigres (Sheridan, 1988), alors que c’est principalement 

le muscle et certaines parties sous la peau pour les espèces grasses (Corraze & Kaushik, 1999). 

En  fonction  de  la  capacité  du  tissu  musculaire  à  stocker  les  lipides,  les  poissons  peuvent  être  

répartis en trois groupes (Médale, 2009): 

 poissons maigres : dont la teneur en lipides dans le muscle est inférieure à 1 %.           

Ces derniers sont massivement déposés dans le foie (jusqu'à 70 %). C’est le cas des poissons de 

fond comme la sole (Solea solea).  

 poissons gras : dont la teneur en lipides dans le muscle est supérieure à 5 %. C’est le cas 

des espèces pélagiques comme le hareng (Clupea harengus) et le maquereau (Scomber 

japonicus). 

 poissons "intermédiaires" ou semi-gras : dont la teneur en lipides est comprise entre 1 % 

et 5 %. Ces poissons cumulent les lipides dans le tissu adipeux péri-viscéral et ensuite dans        

le muscle comme les salmonidés. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Phospholipide
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Les lipides présents dans les organismes aquatiques sont caractérisés par leur richesse en acides 

gras polyinsaturés (AGPI) appartenant principalement à la série des n-3 à longue chaine. 

Médale, en 2008, a rapporté que l’EPA et le DHA, représentent en moyenne 25 % des lipides 

de la chair des poissons carnivores contre seulement 0,5 à 3 % chez les animaux terrestres.        

Les n-3 confèrent à la chair du poisson sa valeur diététique (Connor, 2000) puisqu’ils sont 

reconnus comme des aliments fonctionnels, incontestablement bénéfiques contre les maladies 

cardio-vasculaires (Lecerf, 2007), les phénomènes inflammatoires (Calder et al., 2011),                     

le déclin cognitif (Bourre, 2005) et le développement optimal du système nerveux central 

(Guesnet et al., 2005). Cet apport en AGPI est sous la dépendance quasi exclusive de 

l’alimentation. Provenant de la chaîne trophique aquatique en milieu naturel et sous forme 

d’huile de poisson incorporé dans l’alimentation en élevage (De Souza et al., 2007).  

b. Composés protéiques 

Les protéines sont les constituants organiques majeurs des tissus de poissons. La teneur en 

protéines des tissus musculaires semble être remarquablement constante chez les poissons avec 

une valeur moyenne de 18,5 % (Médale, 2004). Les protéines des tissus musculaires du poisson 

peuvent être divisées en trois groupes (Leduc, 2011): 

 Les protéines structurelles (protéines myofibrillaires) telles que l’actine, la myosine,     

les tropomyosines, les troponines, la desmine, la titine, la nébuline, l' -actinine, qui constituent 

70 à 80 % des protéines totales.  

 Les protéines sarcoplasmiques (myoglobine, globuline et enzymes) représentent 10 à   

30 % des protéines totales. 

  Les protéines du tissu conjonctif (protéines insolubles) constituent environ 3 % des 

protéines chez les téléostéens et environ 10 % chez les élasmobranches (comparé à 17 % chez 

les mammifères). La teneur en collagène qui est le constituant majeur du tissu conjonctif est 

jusqu'à 10 fois plus faible que dans la viande de bœuf. Le collagène de la chair de poisson 

contient 2 à 3 fois moins d'hydroxyproline, acide aminé jouant un rôle déterminant dans la 

résistance mécanique du tissu conjonctif, ce qui participe aux différences de texture entre le 

poisson et les viandes (Médale et al., 2008). 

Le profil des acides aminés de la chair de poissons est semblable à celui des mammifères.        

Il est étroitement corrélé à celui de l'aliment (Gomez-Requeni et al., 2004). Les acides aminés 

libres proviennent de la digestion des protéines alimentaires et de l’hydrolyse des protéines 

corporelles. La teneur en acides aminés libres du muscle du poisson varie de 0,5 à 2 % de la 

matière fraîche selon les espèces (Haard, 1992). Le poisson représente une importante source en 

acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) qui peuvent substituer et améliorer de façon 
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significative la valeur biologique des régimes humains basés essentiellement sur les céréales 

(Huss, 1995). Les acides aminés jouent aussi un rôle important dans la régulation de la pression 

osmotique (Huss, 1995). 

c. La Fraction Azotée Non Protéique  

Huss (1995) a décrit les extraits azotés comme étant des composés de nature non protéique, 

solubles dans l’eau, de faibles poids moléculaires et renfermant de l’azote. Cette fraction ANP 

(Azote non protéique) constitue de 9 à 18 % de l’azote chez les téléostéens. Elle se compose 

principalement : des bases volatiles telles que l’ammoniaque et l’oxyde de triméthylamine 

(OTMA), des acides aminés libres, des bases nucléotides et des bases puriques. Dans le cas des 

poissons cartilagineux, la fraction ANP comprend aussi l’urée. Quantitativement, la créatine 

représente la principale composante de cette fraction. Elle fournit de l’énergie pour la 

contraction musculaire. Les acides aminés libres contenant l’imidazole semblent prédominer 

chez la plupart des poissons et composent de façon importante la fraction ANP. Les plus 

recensés d’entre eux sont : la taurine, l’alanine, la glycine et en particulier l’histidine. 

Oehlenschlager & Rehbein (2009) ont démontré l’existence de différencesde la composition en 

ANP selon les espèces et entre individus de la même espèce.   

d. Vitamines et sels minéraux 

Les poissons sont riches en vitamines liposolubles A et D et en vitamine hydrosoluble B 

(Médale 2010). Ils constituent une bonne source de minéraux comme le calcium, l’iode, le fer, 

le phosphore et le potassium. Comme éléments traces abondants dans le poisson, on peut 

mentionner le cobalt, le cuivre, le manganèse, le molybdène, le sélénium et le zinc (Leduc, 

2011).  

 

2. Altération du poisson : 

Le poisson est une denrée alimentaire fragile et hautement périssable (Dalgaard, 1995).                

Son altération est un phénomène séquentiel qui commence immédiatement après la mort du 

poisson (post mortem). La décomposition débute par une autolyse enzymatique suivie d’une 

dégradation bactérienne (Adolphe, 2006). Ce processus conduit à des changements irréversibles 

et à une qualité indésirable. La fraicheur et les propriétés organoleptiques sont altérées,            

la valeur nutritive est réduite et des substances toxiques sont formées. 

2.1. Altération organoleptique 

Les changements sensoriels du poisson sont perçus par les sens humains (vue, odorat, goût et 

toucher). L’apparence, l’odeur, la texture et le goût étant les quatre paramètres organoleptiques 

classiques à évaluer. Les premières modifications sensorielles du poisson pendant le stockage 
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concernent l’apparence et la texture. Le goût et l’odeur évoluent ultérieurement. Le changement 

le plus important est l’établissement de la rigor mortis. Ce phénomène n’est pas encore 

totalement élucidé (Huss, 1995). Chéret (2005) a rapporté que lorsque le poisson est mort, la 

circulation du sang s’arrête, l’approvisionnement en oxygène est stoppé et l’énergie (ATP) est 

interrompue. En conséquent, l’énergie est produite à partir de la décomposition du glycogène. 

Sa teneur étant très faible, elle s’épuise rapidement et l’ATP produit se retrouve à son niveau 

minimal (1,0 mmole/g). La contraction musculaire en soi est contrôlée par le calcium et une 

enzyme l’ATP-ase que l’on trouve dans chaque cellule musculaire. Quand les niveaux 

intracellulaires de Ca
2+

 sont > 1 mM, l’ATP-ase activée par le Ca
2+

réduit la quantité de l’ATP 

musculaire libre, ce qui conduit à l’interaction entre les principales protéines contractiles, 

l’actine et la myosine (Leduc, 2011). Ces derniers se relient entre eux de façon irréversible et 

provoquent la raideur musculaire. Généralement, le muscle est totalement détendu et la texture 

élastique et souple. Cet état dure habituellement quelques heures, après quoi le muscle se 

contracte.  Quand  il  durcit,  le  corps  se  raidit  et  le  poisson  est  alors  en  état  de  rigor mortis.               

Cet état dure habituellement un jour ou plus et alors la rigor disparaît, ce qui détend le muscle à 

nouveau et le rend souple mais n’est plus aussi élastique qu’avant l’état de la rigor. Le rapport 

entre l’apparition et la disparition de la rigor varie d’une espèce à l’autre et est affecté par la 

température, la manutention, la taille, le stress du poisson et le mode d’abattage (Huss, 1995). 

La disparition de la rigor est un processus qui n’a pas encore été entièrement élucidé mais qui 

produit toujours le ramollissement du tissu musculaire. Ce phénomène serait en partie expliqué 

par l’activation d’enzymes protéolytiques naturelles du muscle qui digèrent certains 

composants du complexe de rigor mortis (Leduc, 2011). Parmi ces protéases, des cathepsines 

(D et L), des calpaines et des collagénases ont été souvent incriminés dans la dégradation 

autolytique post mortem de la chair du poisson (Chéret, 2005).  

Jarding et al. (2000) ont démontré que le tilapia (Oreochromis niloticus) rentre 

rapidement en rigidité cadavérique. Son apparition a été plus rapide chez les tilapias stockés 

sous la glace que pour ceux conservés à température ambiante (20 ± 3°C). La taille du poisson 

influence la rigidité cadavérique. Elle apparait rapidement chez les poissons de petite taille 

(Huss, 1995). Le processus de la rigor mortis peut conduire à des défauts de qualité dans la 

chair des poissons (filets de poissons) tels que le ramollissement de la chair,                                      

la présence de taches de sang, les déchirures, la perte de la capacité de rétention d'eau 

(Bremner, 2002) ainsi que la réduction du rendement de filetage (Huss, 1995). 
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L'analyse sensorielle est objectivement et systématiquement utilisée dans l’inspection du 

poisson. Elle a l'avantage d'être rapide et permet la mesure de plusieurs caractéristiques à la 

fois. Elle est précise lorsqu’elle est réalisée par desopérateurs spécialisés et formés.                 

Le système de cotation européen régit par le règlement (CE) N°2406/96 (EU, 1996)                          

a longtemps été utilisé comme référence fixant les normes communes de commercialisation 

pour certains produits de la pêche (poissons, crustacés et céphalopodes). Les produits de la 

pêche susceptibles d’être commercialisés sont classés selon leurs niveaux d’altération dans 

l’ordre décroissant (du plus frais au moindre) : Extra (E), A, B et C (non consommable) sur la 

base d’un ensemble de critères organoleptiques (apparence, odeur, yeux, branchies et cavité 

abdominale). Cette méthode européenne a été critiquée par les scientifiques en raison de la 

complexité du schéma de cotation, la nécessité d’avoir un staff qualifié pour réaliser l’analyse 

organoleptique et les résultats qui ne sont pas toujours concluants. Comme alternative à ce 

schéma européen, la méthode d’index qualité (QIM) a été suggérée. Elle est originaire 

d’Australie (Bremner et al., 1985) et elle est basée sur les changements des caractéristiques 

sensorielles des poissons crus et entiers lors de leur altération. Des notes de 0 à 1 ; 0 à 2 ; ou 0 à 

3 points de démérite (ou index) sont attribuées en fonction des changements se produisant au 

niveau de l’odeur, de la texture, de l’aspect des yeux, de la peau et des branchies. Les points 

ainsi attribués sont additionnés pour donner une note sensorielle globale (score de démérite) ou 

QI (Quality Index). La relation entre les scores sensoriels et la durée de conservation sous glace 

(0°C) est linéaire permettant la prévision de la durée possible de conservation avec une 

précision satisfaisante (Huss, 1995). La Figure 4 illustre une cinétique typique de cette relation 

linéaire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Evolution typique des scores sensoriels selon la méthode QIM (Odoli, 2009). 

0

5

10

15

20

25

30

0 2 4 6 8 10 12 14

Po
in

t d
e 

dé
m

er
ite

 o
u 

Q
IM

Temps de conservation à 0°C (jours)



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 
18 

De nombreuses tables de cotation QIM ont été développées pour différentes espèces de poisson. 

Des logiciels informatiques ont été développés afin de faciliter l’application des cotations QIM 

tels que "QIM Rating System et Wise-Fresh ". De plus, de nouveaux schémas spécifiques aux 

filets de poisson ont été établis (Bonilla, 2004 ; Odoli, 2009).  

 

2.2. Altération biochimique  

2.2.1. Autolyse et catabolisme de nucléotide 

Juste après la mort du poisson, la dégradation des composés reliés à l’ATP est parmi l’une des 

premières autolyses actives. L'ATP est rapidement dégradée pour former l’adénosine 

diphosphate (ADP), l’adénosine monophosphate (AMP), l’inosine-monophosphate (IMP), 

l’inosine (Ino) et l’hypoxanthine (Hx). Le taux de dégradation de l'ATP est exprimé par le 

facteur K, calculé selon la formule suivante (Saito, 1959) :  

K (%) = ([Ino] + [Hx] / [ATP] + [ADP] + [AMP] + [IMP] + [Ino] + [Hx]) x 100 

Dans le poisson frais, le facteur K est faible; il constitue un indicateur de fraîcheur fiable des 

produits de la pêche réfrigérés, fumé ou entreposé sous atmosphères modifiées. Le facteur K 

dépend de diverses variables: l'espèce de poisson, la méthode d'abattage, les conditions et 

durée/température de l'entreposage et des manipulations (Huss, 1995).  

 

2.2.2. Oxydation des lipides 

a. La lipolyse :  

La stabilité des lipides vis-à-vis de l’oxydation dépend de leur localisation dans les différents 

tissus (Eymard, 2003). Les lipides du muscle de poissons sont enclins à la peroxydation en 

raison de leur importante teneur en AGPI (Yarnpakdee et al., 2012).  

La lipolyse est l’un des principaux mécanismes de dégradation post mortem des lipides qui 

permet la libération des A.G.P.I. (Eymard, 2003). C’est un phénomène enzymatique qui se 

déroule dans la chair crue au cours de sa maturation ou conservation. Elle n'est pas observée 

dans la viande cuite car la cuisson dénature les enzymes lipolytiques. La lipolyse est catalysée 

par des enzymes spécifiques : les lipases et les phospholipases (Van Der Bosch, 1980) qui 

présentent un pH d'activité optimale basique (Alanasier, 1996). Chez les poissons, il s’agit de la 

phospholipase C (PLC) et de la phospholipase A2 (PLA2). Les phospholipases A1 et D étant 

des voies mineures (Bacot, 2004). Ces enzymes hydrolysent les liaisons esters des glycérides et 

libèrent à partir des triglycérides (T.G.) des acides gras libres (A.G.L.), des monoglycérides 

(M.G.) et des diglycérides (D.G.) (Eymard, 2003). L’activité lipolytique, bien que faible, 

persiste lors de la conservation à l’état congelé. Ces réactions de lipolyse induisent une 
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dégradation du produit. De plus, les acides gras libérés interagissent avec les protéines 

favorisant leur dénaturation et conduisant à l’altération du poisson (Azhar & Nisa, 2006). 

 

b. La peroxydation lipidique 

Dans les conditions normales (poissons vivants), la peroxydation lipidique existe. C’est un 

processus physiologique naturel et continu d’ordre enzymatique, indispensable à la synthèse 

des prostaglandines et leucotriènes, à la leucocytose, à la phagocytose et aux remaniements des 

membranes cellulaires (Marcel, 2002). En condition post mortem, on parle de peroxydation 

lipidique non enzymatique ou spontanée. C’est un processus oxydatif d’altération des lipides 

portant essentiellement sur les AGPI. En effet, il est établi que les AGPI sont des cibles 

privilégiées en raison de leurs doubles liaisons bis-allyliques facilement oxydables (Servais, 

2004). De plus, les acides gras saturés (AGS) ne s’oxydent qu’à des températures supérieures à 

60°C, tandis que les acides gras polyinsaturés s’oxydent même lors de l’entreposage des 

poissons à l’état congelé (Favier 2003). Par ailleurs, les triglycérides sont peu réactifs parce 

qu'ils contiennent des acides gras à courte chaîne (2 ou 3 doubles liaisons). Ils sont regroupés 

dans des gouttelettes, ils n'ont que peu de contact avec les catalyseurs de l'oxydation qui sont 

localisés dans la phase aqueuse des cellules adipeuses et musculaires.  

En fonction de l’agent initiateur, on classe l’oxydation des lipides en 3 types : 

 l’auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques et les radicaux libre ; 

 la photo-oxydation, initiée par la lumière en présence de photo-sensibilisateurs ; 

 l’oxydation enzymatique initiée par la présence des enzymes d'oxydation. 

Lorsque le tissu est vivant, il existe des mécanismes naturels de contrôle qui permettent de 

prévenir la destruction oxydative des lipides membranaires, des protéines et des acides 

nucléiques. Le dérèglement intervient lors de la destruction du tissu (Hultin, 1994), notamment 

lors de la dégradation des membranes (Huang et al., 1993).  

L’oxydation des lipides est conditionnée par différents facteurs, à savoir, la composition en 

acides gras, le nombre et la position des insaturations, la présence de pro-oxydant                 

(ions métalliques et enzymes) ou d’antioxydants naturels (tocophérols, caroténoïdes, etc...),                

la surface exposée à l’oxygène, la température, la lumière, etc… 

L’oxydation des lipides peut résulter de causes multiples. Ainsi l’auto-oxydation est catalysée 

par la température, les ions métalliques et les radicaux libres. La photo-oxydation est initiée par 

la lumière en présence de photo-sensibilisateurs. L’oxydation enzymatique est initiée par la 

lipoxygénase. Il s’agit dans tous les cas d’une réaction auto-catalytique, par enchainement de 

réactions radicalaires se déroulant en trois étapes (Figure 5). Au cours de la première étape 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 
20 

"amorçage ou initiation", un atome d’hydrogène est arraché à un acide gras insaturé.                    

Très rapidement une molécule d’oxygène se fixe sur ce radical lipidique. Le radical peroxyle 

ainsi formé est très réactif. Il arrache un atome d’hydrogène à un autre acide gras pour former 

un hydroperoxyde, propageant ainsi la réaction. Les hydroperoxydes sont des molécules 

intermédiaires importantes qui peuvent refléter l’état oxydatif d’un aliment par de simples 

méthodes de dosage (Al-Sayed, 2007). Cependant, ce sont des composés instables, sans odeur 

particulière, qui se dissocient, en particulier en présence d’ions métalliques, par scission 

homolytique de la liaison O-O pour former un radical alcoyl et un radical hydroxyle (radicaux 

libres) qui interviennent dans une série de réactions complexes aboutissant notamment à la 

formation de composés secondaires. Ces derniers sont constitués de dizaines de molécules 

volatiles de faible poids moléculaire et de molécules non volatiles. Certaines molécules 

volatiles possèdent une odeur propre et peuvent être réactives (aldéhydes), et donc susceptibles 

de réagir avec d’autres constituants tel que les protéines. Des produits de fin de réaction, de 

structures et de propriétés diverses, sont ainsi formés. Il s’agit de la terminaison de la réaction.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figure 5 : Auto-oxydation des lipides polyinsaturés (AL-Sayed, 2007). 
L° : Radical  libre de lipide, AH : Antioxydant, A° : Radical libre. 
 
 

La cinétique de l’oxydation peut être illustrée selon le schéma repris dans la Figure 6.                    

Lors du déroulement de l’oxydation, vont apparaitre et disparaitre successivement les produits 

primaires et secondaires de l’oxydation.  
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Figure 6 : Cinétique d’oxydation des acides gras insaturés (Gardner, 1987). 

 

Le phénomène d’oxydation des acides gras insaturés peut également être d’origine 

enzymatique. La lipoxygénase et la cyclo-oxygénase sont les deux enzymes principales 

impliquées (Hultin, 1994). Les substrats privilégiés de la lipoxygénase du poisson sont les 

acides gras polyinsaturés (Josephson & Lindsay, 1986a). L’oxydation se produit mêmes aux 

températures les plus basses. En effet, à l’état congelé cette activité est très faible. Une fois la 

décongélation amorcée et à des températures variant entre 0°C et 4°C, cette activité reprend et 

s’accentue (Frankel, 1998). A des températures supérieures à 60°C, contrairement aux 

lipoxygénases du poisson qui sont inactivées, l’oxydation non enzymatique sera favorisée.  

 

2.2.3. Composés volatils 

L'odeur du poisson représente un important paramètre de fraîcheur. Le poisson frais contient 

peu de composés volatils et est pratiquement inodore. Peu, après la pêche, des odeurs plaisantes 

caractéristiques du poisson frais évoluent en raison de l’activation des lipoxygénases sur la peau 

et les branchies des poissons marins et d’eaux douces (German et al., 1985). Progressivement, 

cette activité enzymatique sur les acides gras polyinsaturés génère des composés carbonylés à 

longues chaines et des alcools responsables des odeurs modérées caractéristiques de plante,            

de melon et de champignon (Josephson & Lindsay, 1986b). Quand l’accumulation de ces deux 

derniers composés volatils atteint un niveau élevé en raison d’auto-oxydation, ils contribuent à 

l’odeur oxydée (rance) (Josephson, 1991). D’autres composés volatils dérivant des altérations 

biochimiques peuvent aussi influencer les odeurs des poissons tels que les composés soufrés 

volatils, les aldéhydes, les cétones, les esters, et d’autres composés de faible poids moléculaire. 

Différents substrats sont mobilisés pour la production des composés volatils : les glucides              
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(par exemple lactate et ribose), les nucléotides (par exemple inosine monophosphate et inosine) 

et d’autres molécules azotées non protéiques (ANP). Les acides aminés sont particulièrement 

importants pour la formation des sulfures et de l’ammoniaque (Leduc, 2011). La plupart des 

composés volatils sont produits par les bactéries (Shewan, 1962). Les plus marquants sont la 

triméthylamine (TMA), les composés soufrés et des acides volatils (produits lors de la 

dégradation bactérienne des acides aminés tels que l’acide acétique et l'acide propanoïque)              

(Aro et al., 2002).  

Le contrôle de quelques composés volatils peut être réalisé par une méthode basique et simple 

qui est la détermination de l’azote basique volatil total (ABVT) par distillation à la vapeur 

(Règlement CE/2074/2005) (EU, 2005b). Ce dernier reflète l’ensemble formé par la 

triméthylamine, l’ammoniac (NH3, produit par désamination des acides aminés et des 

catabolites de nucléotides), la diméthylamine (DMA, produit à partir de l’oxyde de 

triméthylamine "OTMA" par les enzymes autolytiques durant la congélation) et d’autres amines 

volatiles (Leduc et al., 2011). D’autres méthodes plus performantes peuvent être utilisées pour 

la détection des composés volatils. Les nez électroniques sont des systèmes de multicapteurs 

permettant de détecter les substances volatiles. Les résultats obtenus sont très dépendants de la 

base de données existante et des capteurs. Il s’agit d’une méthode physique rapide avec un 

appareillage relativement petit et transportable (El Barbri et al., 2007). La chromatographie en 

phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse et l’olfactomètrie est une méthode 

révolutionnaire pouvant détecter plusieurs composés volatils simultanément (Leduc et al., 

2011).  

 

2.2.4. Amines biogènes 

Les amines biogènes (ABs) sont des composés azotés basiques non volatils de faible poids 

moléculaire. Elles peuvent être classées selon leurs structures chimiques en : amines 

aliphatiques (putrescine, cadavérine, spermine, spermidine), aromatiques (tyramine, 

phényléthylamine) ou hétérocycliques (histamine, tryptamine). Elles peuvent aussi être divisées 

en monoamine (tyramine), diamines (histamine, putrescine et cadavérine) ou polyamines 

(spermine et spermidine) en fonction du nombre de groupes amines. Les ABs peuvent se former 

par amination et transamination d’aldéhydes et de cétones (Zaman et al., 2009) ou 

principalement par décarboxylation d’acides aminés libres (Onal, 2007 ; EFSA, 2011 ; Prester, 

2011). Les ABs sont naturellement formées et dégradées par le métabolisme des animaux, des 

plantes et des micro-organismes. Cependant, leur formation n’est possible que lorsque trois 

conditions sont réunies : disponibilité d'acides aminés libres,  présence des micro-organismes 
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avec la voie catabolique appropriée et présence d’un environnement favorable à l'activité de 

décarboxylation (Kantaria & Gokani, 2011).  

Des Enterobacteriaceae appartenant aux genres Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, 

Salmonella et Shigella sont associées à la production de quantités considérables de putrescine, 

de cadavérine et d'histamine dans les produits de la pêche et les viandes (Russo et al., 2010). 

Des Vibrionaceae, des bactéries lactiques, des espèces de pseudomonas et des clostridies 

peuvent aussi être impliqués (Duflot, 2009).  

En général, le nom de l’amine biogène correspond au nom de l'acide aminé dont il dérive; ainsi, 

l'histamine, la tyramine et la cadavérine sont formées à partir de l'histidine, la tyrosine et la 

lysine, respectivement. La putrescine est constituée selon deux voies différentes : par la 

décarboxylation de l'ornithine ou l'arginine et la désamination subséquente du produit.           

Les amines biogènes sont biologiquement actives, elles sont impliquées de façon spécifique 

dans certaines activités cérébrales humaines, elles régulent la température corporelle, le pH 

stomacal, la sécrétion acide gastrique, les réactions immunitaires, la croissance et la 

différentiation cellulaire (Prester, 2011).   

Chez une personne saine, les amines biogènes d’origine alimentaire sont rapidement 

métabolisées par des enzymes spécifiques : mono et diamino-oxidases (MAO et DAO) ainsi 

que l’histamine N-méthyle transférase (HNMT), polyamine transférase (PAO) et 

spermidine/spermine acétyl-transférase (Prester, 2011). Néanmoins, une prise orale excessive 

d’amines biogènes peut induire des réactions défavorables. L'histamine et la tyramine peuvent 

causer des problèmes de santé vasoactifs et psychoactifs, incluant des nausées, des maux de 

tête, des éruptions cutanées, hyper ou hypotension et des allergies (Hungerford, 2010). Ces 

réactions sont plus marquées chez les individus sensibles et ceux dont le système de 

détoxification d’amines biogènes (MAO et DAO) est altéré (Karovicova & Kohajdova, 2005). 

Cette détoxification (Figure 7) peut être perturbée par l’augmentation de la perméabilité 

digestive secondaire à la prise d’alcool, d’épices ou d’anti-inflammatoires non stéroïdiens, ainsi 

que lors de désordres génétiques (Prester, 2011) ou de prise de médicaments à effet inhibiteur 

des MAO et DAO (antihistaminiques, antibiotiques, curares, agents antimalaria, etc...) qui 

peuvent affecter cette détoxification (Beaudouin et al., 2009). D’autres amines biogènes telles 

que la putrescine, la cadavérine et la tyramine sont susceptibles de potentialiser l’effet 

histaminique en inhibant les enzymes catabolisant l’histamine dans l’intestin (DAO, MAO et 

HNMT) (Karovicova & Kohajdova, 2005 ; Duflot, 2009). 
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Figure 7 : Devenir des amines biogènes dans le tractus intestinal humain (Kantaria & Gokani, 2011). 
 

En outre, Prester (2011) a rapporté que des amines biogènes soumises à la chaleur 

peuvent générer des nitrosamines carcinogènes. En effet, la putrescine et la cadavérine, qui sont 

généralement accumulées dans les poissons décomposés, peuvent générer des amines 

nitrosables respectives du genre pyrrolidine et piperidine qui en réagissant avec les nitrites 

génèrent des N-nitroso-composés du genre : Nitrosopyrolidine (NPYR) et Nitrosopopiperidine 

(NPIP) respectivement (Figure 8). De plus, la tyramine est convertie en un composé mutagène, 

le 3-diazotyramine (3-DT) (après traitement avec des nitrites dans des conditions acides) 

(Figure 8). Les N-nitroso-composés ne sont pas détectables dans les produits de la pêche frais. 

Par contre, dans les produits de la pêche traités ou transformés (salés, frits, marinés ou fumés), 

la formation de nitrosamines est considérable, et peut même dépasser le seuil limite de 

tolérance de 3 µg/kg (Yurchenko & Molder, 2006 ; AlBulushi et al., 2009). 

 

 

 

 

 
 

Figure 8 : Nitrosation des amines du poisson (Prester, 2011). 
 

Le dépistage précoce des bactéries productrices d’amines biogènes et le contrôle des 

amines biogènes dans le poisson est devenu crucial, en raison de (Önal, 2007):  

 la toxicité potentielle des ABs qui affecte la sécurité alimentaire;   

 la possibilité d’employer les ABs en tant qu’indicateur de qualité des aliments.  

 
Putrescine                Pyrolidine + Nitrites               Nitrosopyrolidine (NPYR) 
 
Cadavérine                  Piperdine + Nitrites              Nitrosopopiperidine (NPIP) 
 
Tyramine + Nitrites                                                 3-diazotyramine (3-DT) 
 

Chauffage 

Chauffage  

Chauffage 
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De ce fait, les ABs font partie des risques chimiques à maitriser lors de l’instauration d’un 

système HACCP dans les ports de pêche, les fermes aquacoles et les entreprises de 

transformation. Idéalement, six amines biogènes (histamine, putrescine, cadavérine, tyramine, 

spermidine et spermine) sont investiguées. L'histamine est le marqueur principal pour 

l'évaluation de la qualité et de la sûreté des poissons bleus. En revanche, la putrescine et la 

cadavérine sont des indicateurs fiables de la décomposition des poissons blancs.  

Chez les poissons appartenant aux familles des Scombridés et des Clupéidés, les taux 

d’histidine libre sont importants. Ceci implique un risque d’intoxication histaminique et 

éventuellement des toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) (Duflot, 2009, Hungerford, 

2010). Un index de qualité (IQ) et un index d’amines biogéniques (IAB) ont été établis par 

Mietz & Karmas (1977) et Veciana-Nogues et al. (1997) selon les formules respectives 

suivantes :  

 IQ = (histamine + putrescine + cadavérine) / (1+ spermidine + spermine). 

 IAB = histamine + putrescine + cadavérine + tyramine. 

Des valeurs seuils reflétant la fraicheur du poisson ont été fixées pour les deux indices (IQ & 

IAB) à 10 mg kg-1 et 20 mg kg-1 respectivement (Mietz & Karmas, 1977 ; Veciana-Nogues              

et al., 1997).  

Afin de mettre en évidence la présence des amines biogènes, une panoplie de méthodes est 

disponible pour leur screening et/ou quantification. Pour les analyses de routine, des techniques 

rapides ne nécessitant pas d’équipement lourd, ont été développées. 

Une méthode de séparation est souvent décrite pour le screening ou la semi-quantification des 

ABs grâce à la chromatographie sur couche mince (CCM) simple ou de haute performance 

(HPTLC) (Shakila & Vasundhara, 2002 ; Lapa-Guimaraes & Pickova, 2004 ; Latorre-Moratalla 

et al., 2009 ; Tao et al., 2011).  

Des méthodes enzymatiques ou immuno-enymatiques sous forme de kits sont 

commercialisées pour le dosage de l’histamine en particulier. Des milieux de culture 

différentiels contenant un indicateur de pH (Moeller, 1954 ; Niven et al., 1981 ; Bover-Cid & 

Holzapfel, 1999) sont développés. 

Par contre, la méthode de séparation HPLC (Chromatographie Liquide Haute 

Performance) est retenue comme méthode de référence par le règlement européen n° 2073/2005 

(EU, 2005a) ainsi qu’aux Etats-Unis et pour le Codex Alimentarius (méthode AOAC 977.13). 

Cette technique HPLC ou UPLC (Ultra performance liquide chromatographie) peut être 

couplée à une détection UV (Anderson, 2008 ; Dadakova et al., 2009 ), fluorescence                         

(De La Torre & Conte-Junior, 2013) ou spectrométrie de masse (Garcia-Villar et al., 2009 ;                         
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Jia et al., 2012). 

D’autres méthodes d’analyse encore plus performantes ont été décrites par Onal (2007)                

telles que : l’électrophorèse capillaire (Frazier, 2001), la chromatographie en phase gazeuse 

(CPG) ou encore l’analyse par injection en flux continu (FIA). Plus récemment, des méthodes 

moléculaires (PCR) ont été développées pour la détection et la quantification des gènes codant 

pour des décarboxylases microbiennes responsables de la production d’ABs (Marcobal et al., 

2006 ; Landete et al., 2007 ; Ladero et al., 2010 ; Hwang et al., 2012). 

Sur le plan réglementaire, seule l’histamine est régie par différents textes :  

 Règlement de la commission européenne (2073/2005/CE) (EU, 2005a): afin de 

déterminer la teneur d’histamine (scombrotoxine), 9 échantillons (n = 9) de poissons sont 

analysés.  

- Deux échantillons peuvent dépasser 100 mg.kg-1sans atteindre 200 mg.kg-1. 

- Aucun échantillon ne doit dépasser 200 mg.kg-1.   

Ces limites s’appliquent seulement aux poissons des familles suivantes : 

Scombridés : (maquereaux, auxides, thonites, thons, thazards, palomettes, bonites) ; 

Clupeidés : (harengs, menhadens, chardins, sardines, sardinelles, sardinops, sprats, … ; 

Engraulidés : (anchois) ; 

Coryphaenidés : coryphènes  commune (mahi- mahi), …. 

 Codex Alimentarius:  

- Seuil de qualité, indicateur de qualité du poisson = 100 mg.kg-1. 

- Seuil de santé publique = 200 mg.kg-1. 

 USFDA (The United States Food and Drug Administration) (AOAC, 2002): 50 mg.kg-1. 

 Règlement algérien (J.O n° 58 /2006) (JORADP, 2006): 100 mg.kg-1.  

 

2.3. Qualité microbiologique  

Initialement,  des  micro-organismes  sont  présents  sur  toutes  les  surfaces  externes  (peau  et  

branchies) et dans les intestins du poisson vivant ou fraîchement capturé. La charge 

microbienne, très variable, est de l’ordre de 102 à 107 ufc.cm-2 de peau et de 103 à 109 ufc.g-1 de 

branchies ou d’intestins (Shewan, 1962). Cette grande variabilité reflète l’environnement et 

l’alimentation des poissons (Liston, 1980). La chair du poisson sain, vivant ou fraîchement 

pêché, est stérile car le système immunitaire du poisson empêche les bactéries de se multiplier 

et de proliférer dans la chair. A la mort du poisson, le système immunitaire s’effondre et les 

bactéries peuvent proliférer librement. La pénétration des bactéries s’effectue en partie par la 

peau, mais pour l’essentiel par le système vasculaire à partir des branchies et de la cavité 
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abdominale. Les bactéries de l’intestin peuvent par ailleurs investir directement les muscles de 

la paroi abdominale, la pénétration est facilitée par l’action des enzymes digestives.                  

A la surface de la peau, les bactéries colonisent largement les alvéoles des écailles.                   

Pendant le stockage, elles envahissent la chair en se déplaçant entre les fibres musculaires.               

On doit faire la distinction entre les termes : flore d’altération et bactéries d’altération.                    

La première décrit simplement les bactéries présentes sur le poisson quand il s’altère             

(ex. Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus, Clostridium et Acinetobacter) tandis que la seconde 

constitue le groupe spécifique qui produit les odeurs et les goûts désagréables associés à la 

dégradation (ex. Shewanella spp, Pseudomonas spp et Photobacterium phosphoreum)                 

(Tableau III). Une grande partie des bactéries présentes sur le poisson altéré ne joue aucun rôle 

dans son altération (Huss, 1994).  

 
Tableau III : Microflore dominante et bactéries d’altération identifiées sur du poisson blanc frais 

(cabillaud) au moment de son altération (Huss, 1994). 

 

Chaque poisson possède ses propres bactéries spécifiques d’altération (SSO) dont le 

nombre, à l'opposé du nombre total de bactéries, sera en rapport avec la durée de conservation 

(Gram & Dalgaard, 2002). Parmi les espèces bactériennes Gram-positives psychrophiles, 

Brochothrix thermosphacta a été détecté dans le saumon fumé (Leroi et al., 1998) et son impact 

sensoriel dans la production de composés volatils chez différentes espèces de poissons a été 

démontré par Joffraud et al. (2001). Le genre Carnobacterium maltaromaticuma été incriminé 

dans l’altération des produits de transformation du saumon (Leroi et al., 1998). Par ailleurs, les 
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bactéries Gram-négatives en particulier Shewanella putrefaciens est la principale bactérie 

responsable du phénomène de putréfaction qui survient au cours de l'altération du poisson 

(Figure 9). Elle est connue pour produire des composés volatils tels que la TMA ou des 

composés sulfurés (Gram & Melchiorsen, 1996). Elle compose avec Pseudomonas spp. la flore 

d’altération exclusive des poissons marins tropicaux (Gram & Huss, 1996). Les poissons 

tropicaux d’eaux douces stockés sous glace sont la cible privilégiée de Pseudomonas spp.                 

Par contre P. phosphoreum participe activement à l’altération du poisson emballé sous CO2 

(Gram et al., 1990).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Changements typiques dans la flore totale (TVC), les organismes spécifiques d’altération 
(SSO) et les métabolites produits pendant la conservation des produits de la mer (Dalgaard, 2000). 

 
III. SYSTÈME DE GESTION DE LA QUALITÉ  

1. Introduction:  

Il est difficile de définir avec précision la notion de qualité, intuitivement, la qualité correspond 

à la "valeur" d’une chose.  

Le dictionnaire Larousse (2012) définit la qualité comme étant : 

 L’ensemble des caractères, des propriétés qui font que quelque chose correspond bien 

ou mal à sa nature, à ce qu'on en attend. 

 Chacun des aspects positifs de quelque chose qui font qu'il correspond au mieux à ce 

qu'on en attend.  

Ces définitions, quoique justes, diffèrent cependant de celle employée par l’AFNOR 

(association française de normalisation) (1994) : "La qualité est l’aptitude d’un produit à 

satisfaire ses utilisateurs". Ou encore dans une définition plus complète décrite par                 
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ISO 8402 : "c’est l’ensemble des propriétés et caractéristiques d’un service ou d’un produit qui 

lui confère l’aptitude à satisfaire des besoins exprimés ou implicites de tous les utilisateurs".  

Huss (1994), a adapté une définition de la qualité aux produits aquacoles et produits de la 

pêche qui se réfère à l’aspect esthétique et à la fraîcheur ou au degré d’altération que la denrée a 

subi. Elle peut aussi comprendre des aspects de sécurité tels que l’absence de bactéries et 

parasites pathogènes ou de produits chimiques toxiques. Kolditz (2008), a étendu le sens de      

la qualité sur l’ensemble des caractéristiques morphologiques, histologiques, biochimiques et 

rhéologiques qui définissent les propriétés organoleptiques (texture, flaveur, couleur) et 

nutritionnelles du produit perçues par le consommateur. La qualité des poissons d’élevage 

recouvre à la fois les qualités nutritionnelles et organoleptiques de la chair, ainsi que l’aptitude 

à la transformation. 

 

2. Classification :  

Multon & Davenas (1994) ont décliné la qualité alimentaire en trois éléments principaux :                

la qualité hygiénique, la qualité nutritionnelle et la qualité organoleptique :  

a. La qualité hygiénique :  

Il s’agit de la "non-toxicité de l’aliment". La dose de l’élément toxique ne doit pas excéder le 

seuil acceptable pour le consommateur. La contamination peut être d’ordre chimique                    

(ex. antibiotiques, hormones, métaux lourds, polluants et additifs), microbiologique                

(ex. bactéries, moisissures, trématodes, nématodes, céstodes, protozoaires et virus) ou physique 

(ex. bouts de filet de pêche et hameçon). 

 

b. La qualité nutritionnelle : 

C’est l’aptitude de l’aliment à bien nourrir d’un point de vue quantitatif (quantité d’énergie 

apportée, composition en protéines totales, en acides aminés indispensables, en eau, en acides 

gras, en minéraux et en vitamines) et/ou qualitatif (aliment équilibré nutritionnellement, aliment 

enrichi en un élément particulier pour répondre à un besoin précis ou au contraire dépourvu de 

certains  composants  dans  un  but  préventif).  Chez  le  poisson,  la  richesse  en  AGPI  est  le  plus  

souvent convoitée. Le tilapia (poisson d’eau douce) possède une capacité supérieure, par 

rapport aux poissons marins, de bioconversion des acides gras en C18 de l’aliment en AGPI à 

chaine plus longue ou plus insaturée par des systèmes enzymatique catalysant leur élongation et 

leur désaturation (Tocher et al., 2002).  
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c. La qualité organoleptique : 

L’aliment doit répondre à un certain standard de qualité sensorielle pour satisfaire le 

consommateur (couleur, flaveur, texture, aspect). 

D’autres composantes de la qualité peuvent aussi être décrites telle que la qualité technologique 

qui correspond à la capacité à la transformation et à la conservation (Valfré & Moretti, 1991).  

 

3. Le système HACCP : 

Le concept du système HACCP est américain. Le sigle anglais: "Hasard Analysis Critical 

Control Point " signifie en français "Analyse des dangers - Point critique pour leur maitrise". 

C’est une démarche objective qui repose sur des bases scientifiques et cohérentes.                  

Elle définit des dangers spécifiques et indique les mesures à prendre en vue de les maîtriser et 

de garantir la salubrité de l'aliment. Le système HACCP est axé davantage sur la prévention que 

sur l'analyse du produit fini. Il est appliqué tout au long de la chaîne alimentaire, depuis la 

production primaire jusqu'à la consommation finale (de la ferme à la fourchette), en indiquant 

les contrôles d'hygiène qui doivent être exercés à chaque stade. Il exige une approche 

pluridisciplinaire (Codex alimentarius, 2003). 

Initialement, c’est vers la fin des années 60 que le système HACCP a été créé aux USA par les 

industries chimiques. Il a été ultérieurement adapté au secteur alimentaire en 1972 par Pillsbury 

Corporation, industrie travaillant pour la NASA à la fabrication d’aliments pour les 

cosmonautes. Ce n’est qu’en 1975 que les experts de l’OMS (Organisation Mondiale de la 

Santé) l’ont recommandé. Début des années quatre-vingt (1984), le système HACCP a été 

inclus dans les codes du Codex alimentarius, suivi par une 1ère harmonisation internationale des 

définitions et des éléments de base proposée par le Codex alimentarius (ALINORM 97/13A)   

en 1993. Dans la même année, a été publiée la directive européenne 93/43/CE sur l’hygiène 

alimentaire qui recommande l’utilisation du système HACCP. Quant à son officialisation en 

Algérie, il a fallu attendre l’an 2010 pour que l’utilisation du système HACCP soit décrétée  

(J.O n°17 du 14 mars 2010).  

La  démarche  HACCP  est  en  avance  dans  le  secteur  de  la  transformation  des  produits  

aquacoles en comparaison à celui des élevages (Reilly & Kaferstein, 1997 ; Magras et al., 

2005). Avant de procéder à l'analyse systématique des risques (HACCP proprement dit),                

des programmes préalables (PRP) pratiques et essentiels doivent être mis en place.                           

Ces programmes préalables (prérequis) sont fondés sur les bonnes pratiques d’hygiène (BPH) et 

les bonnes pratiques aquacoles (BPA). L’élaboration de ces derniers permet à l’équipe HACCP 

de se concentrer sur l’application du système aux dangers menaçant la salubrité du poisson, 
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sans devoir à chaque fois examiner les dangers provenant du milieu ambiant. Ces programmes 

sont spécifiques à chaque établissement et nécessitent une surveillance et une évaluation afin 

d’assurer une efficacité permanente (AFSCA, 2011 ; Codex alimentarius, 2012a).                    

Les programmes préalables représentent une partie intégrante du plan global du système 

HACCP qui prévoient une série de considérations, procédures et protocoles visant à favoriser 

une production aquacole efficace et responsable qui aide à assurer la qualité et la sécurité du 

produit final, et la durabilité environnementale (Vidacek, 2014). Les BPA et les BPH incluent 

des considérations pour : 

 le choix du site, primordial afin d’éviter les contaminations microbiologiques et 

l’accumulation de polluants organiques et chimiques dans les eaux provenant des zone 

urbaines, industrielles ou agricoles voisines,  

 l’ensemble des normes générales et spécifiques des infrastructures (nature et qualité des 

matériaux, des revêtements, des équipements, séparation des zones d’activités, paramètres 

zootechniques à respecter dans les bassins et étangs d’élevage…) des fermes aquacoles,  

 les plans de nettoyage, de recyclage des eaux, d’assainissement et de lutte contre les 

nuisibles, 

 le respect de la marche en avant (du plus sale au plus sain) permettant d’éviter les 

contaminations croisées via le personnel, les matériaux et les déchets, 

 les bonnes pratiques vétérinaires (BPV) en matière d’antibiothérapie et 

d’hormonothérapie, 

 le contrôle des fournisseurs, des matières premières, des produits chimiques, des 

médicaments vétérinaires, de la qualité microbiologique et chimique de l'eau et de la glace,  

 l'hygiène et la formation du personnel, 

 la formulation de l’aliment d’elevage en appliquant les bonnes pratiques de fabrication 

(BPF), 

 le  stockage  des  aliments  dans  des  conditions  optimales  d’hygiènes  (local  abrité,  aéré,  

température < 20 °C et humidité relative < 60 %), 

 le contrôle des moyens de transport des poissons, des caisses et la traçabilité des 

produits. 

 Le fait de respecter les différentes normes sus-mentionnées permettra d’assurer un bien 

être animal pour les poissons et de garantir les meilleures conditions biotiques et abiotiques.  

Parmi les facteurs abiotiques figurent divers paramètres de qualité de l’eau tels que la teneur en 

oxygène, le pH, la salinité et la température, mais aussi les procédures de gestion appliquées, 

les types de bassins et d’étangs utilisés et certaines pratiques de manipulation et de tri du 
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du flux sur place  

6. Analyse des dangers  

poisson. Les facteurs biotiques sont la densité de poissons dans les élevages, l’alimentation,                

la génétique et l’état sanitaire (Hastein, 2007). 

 

Pour appliquer le système HACCP en aquaculture, il faut examiner soigneusement la 

nature et l’importance des dangers éventuellement associés aux produits et aux méthodes de 

production. Une douzaine d’étapes successives comprenant sept principes sont indispensables 

pour son instauration (Figure 10).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 10 : Etapes et principes du système HACCP (Codex Alimentarius, 1997). 

 

Les cinq premières étapes du plan HACCP sont préliminaires : 

 Constitution d’une équipe HACCP pluridisciplinaire (étape 1) réunissant des experts 

d’horizons différents (zootechnie, aquaculture, sciences vétérinaires, biochimie, microbiologie, 

biotechnologie, etc…). Cette équipe est responsable de la planification, de l'analyse et de 

l'amélioration des procédures de contrôle et de maitrise des dangers. 

 

 Description détaillée du produit (poisson) (étape 2), en déterminant ses caractéristiques 

physico-chimiques (pH, Aw, humidité, composition en macronutriments et micronutriments, 

profile en acides gras et en acides aminés…) et en précisant le mode de conditionnement 

(barquettes, sous vide, sous atmosphère modifiée, emballage alimentaire), la durée de 

conservation (72 heures à 4°C et 03 mois à -18°C), son mode de commercialisation (poisson 

entier éviscéré ou non, filets de poissons) et les conditions d’entreposage et de conservation 

(réfrigération à 4°C , congélation à -18°C, état frai à température ambiante) et de distribution 

(camions frigorifiques).  



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 
33 

 Détermination de son utilisation prévue (étape 3) : il faut préciser le mode d’emploi 

(frais, mariné, grillé, frit, fumé, …etc.), les modalités de conservation chez le distributeur.              

Il est notamment important d’identifier tout mode d’utilisation qui pourrait augmenter un risque 

sanitaire donné ainsi que tout consommateur susceptible aux risques identifiés (enfants en bas 

âge, femmes enceintes, personnes âgées, …etc.).  

 Etablissement  d’un  diagramme  de  production  et  vérification  de  sa  cohérence  sur  site  

(étape 4 & 5) : il s’agit de schématiser l’ensemble des étapes successives du process, depuis la 

phase d’élevage jusqu’à la commercialisation, et le flux des intrants qui y interagissent.                     

Ce diagramme sera vérifié, détaillé et validé sur place (ferme aquacole). 

 

Les étapes subséquentes résident dans l’application des sept principes du système HACCP 

adaptés ci-dessous à l’aquaculture selon le Codex Alimentarius (2012a) : 

 Principe 1 : Effectuer une analyse des dangers en identifiant et en évaluant les dangers 

potentiels (microbiologiques, physiques et chimiques) associés à chacun des stades de la 

production aquacole ; apprécier la probabilité pour que ces dangers se concrétisent et 

identifier les mesures permettant d’y parer. 

 Principe 2 : Déterminer les points de contrôle critiques (PCC) : Un point critique pour la 

maitrise (PCC) est une étape (point, procédure, opération ou stade) à laquelle une mesure de 

maîtrise peut être exercée et est essentielle pour prévenir ou éliminer un danger menaçant la 

sécurité sanitaire des aliments ou le ramener à un niveau acceptable (NF V01-006, 2008). 

Cette détermination se fait à l’aide d’un arbre de décision (Figure 11).  

 Principe 3 : Fixer des limites critiques pour chaque PCC sur des bases expérimentales,                

à partir de la réglementation en vigueur ou à partir de la littérature.  

 Principe 4 : Mettre en place un système de surveillance du PCC.  

 Principe 5 : Définir les mesures correctives à prendre lorsque la surveillance montre qu’un 

PCC particulier n’est pas maîtrisé. 

 Principe 6 : Etablir des procédures de vérification comportant des essais et des protocoles 

supplémentaires pour confirmer que le système HACCP fonctionne efficacement. 

 Principe 7 : Mettre en place un système de documentation sur l’ensemble des protocoles 

ainsi qu’un système de tenue de dossiers adapté aux principes ci-dessus et à leur 

application. 
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Figure 11: Exemple d’arbre de décision selon le Codex Alimentarius (1997). 

Les quatre questions (Q1-Q4) sont posées successivement, PCC : point de contrôle critique.  

 
IV. MEDICAMENTS VETERINAIRES  

Les produits aquacoles peuvent constituer un danger avéré pour le consommateur lorsqu’ils  

contiennent des résidus de certains médicaments vétérinaires (Lupin et al., 2003). Ces derniers 

sont généralement subdivisés en deux groupes : les substances antibactériennes et les 

médicaments vétérinaires autres que les antibiotiques (Lupin, 2009). Certaines substances 

appartenant à ces groupes font l’objet de limites maximales de résidus (LMR) (Règlement               

n° 37/2010) (UE, 2010) et sont approuvées pour leur utilisation en aquaculture, alors que 

d'autres sont prohibées (Codex Alimentarius, 2012b). Néanmoins, un médicament pourrait être 

accepté dans un pays et pas dans un autre en fonction de la législation locale en vigueur. 

La tilapiculture mondiale repose essentiellement sur l'élevage intensif. Ce type de production 

expose les poissons à de graves maladies bactériennes dont les agents pathogènes sont : 

Aeromonas hydrophila, Bacillus spp. Clostridium botulinum type  C, Edwardsiella tarda, 

Enterococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium columnare, Mycobacterium 

marinum, Streptococcus iniae, Vibrio vulnificus biotype  2  (serovar  E)  et  Vibrio spp…etc. 

(Plumb & Hanson, 2010). En effet, la densité élevée d'animaux induit un stress favorisant 

Q1 : Existe-il une ou plusieurs mesure (s) 
préventive (s) de maitrise ? 

Modifier l’étape, le produit ou le 
procédé 

Q2 : L’étape est-elle expressément conçue pour 
éliminer la probabilité d’apparition d’un danger ou de 

le ramener à un niveau acceptable ? 

Q3 : Est-il possible qu’une contamination 
s’accompagnant de dangers identifiés survienne à un 

niveau dépassant les limites acceptables ou ces dangers 
risquent-ils d’atteindre des niveaux inacceptables ?  

Q4 : Une étape subséquente permettra-t-elle d’éliminer 
le ou les dangers identifiés ou de ramener leur 

probabilité d’apparition à un niveau acceptable ? 

La maitrise est-elle nécessaire à cette 
étape pour garantir la salubrité ?  

STOP 

STOP 

OUI 

OUI 

OUI 

OUI 

OUI 

PCC 

NON  

NON  

NON  

NON  

NON 
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l'apparition de maladies multiples et la transmission rapide des germes (Casillas-Hernnandez    

et al., 2012).  

En dépit d'une utilisation accrue de la vaccination et d'une meilleure surveillance du milieu 

d'élevage, l'utilisation des antibiotiques est aujourd'hui encore incontournable pour réduire 

efficacement de façon préventive ou curative les épisodes pathologiques dans les élevages 

aquacoles (Hernandez Seranno, 2005). En Europe, au canada, aux USA et au Japon, la liste 

d’antibiotiques autorisés en aquaculture est très restreinte, elle se limite à : l’oxytétracycline,          

le florfénicol, la sarafloxacine, l’érythromycine, les sulfamides (triméthoprime, ormethoprime) 

(Kümmerer, 2009) et quelques fluoroquinolones (acide oxolinique compris) qui sont 

manifestement interdits aux USA (Hernandez Seranno, 2005). 

Par ailleurs, les plus grands producteurs et exportateurs de produits aquacoles se trouvent en 

Asie (Chine, Inde, Vietnam, Indonésie, Bangladesh, Thaïlande, Philippines), en Amérique 

latine (Chili et le Brésil) et en Afrique (Egypte) où l’antibiothérapie est utilisée de manière 

intempestive (les substances prohibées sont toujours administrées). Parmi ces antibactériens 

interdits, figure le chloramphénicol qui a été exclu de la médecine vétérinaire suite aux 

préoccupations exprimées au sujet de sa cytotoxicité, sa reprotoxicité et son effet mutagène : 

potentiel carcinogène chez les humains et les troubles hématologiques qu’il engendre                      

(une anémie aplasique due à une dépression réversible de l’érythropoïèse ou à une pancytopénie 

provoquée par une aplasie médullaire irréversible) (Lu et al., 2009). Les nitrofuranes sont 

couramment utilisés en tant que promoteurs de croissance, dans les traitements prophylactiques 

et thérapeutiques des infections bactériennes et contre les protozoaires (Hassan et al., 2013). 

Leur utilisation est complètement bannie depuis 1995 dans l'Union Européenne (EC, 1995)       

en raison de l’effet cancérogéne de leurs métabolites qui forment des adduits sur l’ADN.               

Après ingestion, les nitrofuranes (molécules mères) sont rapidement métabolisés en 

furazolidone, nitrofurazone, furaltadone et en nitrofurantoïne. Ces derniers se lient avec les 

protéines est persistent plusieures semaines dans le corps après le traitement (Cooper et al., 

2005). 

La commission jointe de la FAO, l'OMS et l'Office international des épizooties (OIE) 

ont déjà soulevé la question de l'utilisation irresponsable des antibiotiques dans tous les secteurs 

de production aquacole, avec une attention particulière portée aux risques potentiels pour la 

santé publique et pour l’environnement (FAO/OIE/WHO, 2006). Ces risques sont liés aux 

problèmes d’antibiorésistance (apparition de gènes de résistance et émergencede bactéries 

résistantes aux antibiotiques) (Rolain, 2013), et au dépassement des limites maximales de 

résidus d’antibiotiques dans les produits de l'aquaculture. 
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1. L’acide oxolinique :   

L'acide oxolinique (OXO) est un antibiotique de synthèse appartenant à la famille des 

quinolones. Il appartient avec l’acide nalidixique au groupe des quinolones de première 

gnération. Il a été introduit en thérapeutique humaine en 1974. Il possède une activité 

bactéricide à spectre étroit contre les bactéries Gram négatif (Austin et al., 1983).                             

En Algérie, l’acide oxolinique est couramment administré (seul ou en association) pour limiter 

l’impact des bactérioses dans les élevages aquacoles (tilapiculture) et avicoles. 

1.1. Structure  

Sur le plan structural (Figure 12), l’acide oxolinique (C13H11NO5) se caractérise par :                                       

 un noyau aromatique hétérocyclique et une fonction acétal cyclique, le noyau 4-oxo- 

1,4-dihydroquinoline, 

 une fonction cétone R–CO–R’ en position para de l'azote hétérocyclique, 

 une fonction acide carboxylique –COOH en position meta de l'azote hétérocyclique.  

 

 

 

 

 
 
 

 

Figue 12 : Structure de la molécule d’acide oxolinique (Paschoal et al., 2009). 
 

1.2. Propriétés physicochimiques   

L'acide oxolinique se présente sous la forme d’une poudre cristalline blanche. Il a une masse 

molaire de 261,2 g et un point de fusion de 313 °C. Sous sa forme non ionisée, il est insoluble 

dans les solutions aqueuses mais solubles dans les solvants apolaires. Sous sa forme ionisée,         

il est soluble dans l'eau, peu soluble dans l'alcool et très peu soluble dans les solvants apolaires. 

L’acide oxolinique est considéré comme une molécule assez stable, du fait de sa faible 

sensibilité à la lumière et à la chaleur en présence d’oxygène (Lunestad et al., 1995 ; Coyne                

et al., 2004).  

 

1.3. Mécanisme d’action  

L'acide oxolinique possède un spectre d'activité étroit dirigé contre les bactéries Gram-négatif  

affectant les espèces aquacoles (Austin et al., 1983), en particulier les entérobactéries.             
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De ce fait, il présente un grand intérêt en pisciculture contre la majorité des infections 

bactériennes rencontrées, à savoir, la vibriose, yersiniose, furonculose et la pasteurellose 

(Hustved et al., 1992 ; Samuelson & Bergh, 2004). Son activité antibactérienne dépend de la 

nature de la souche pathogène présente et des caractéristiques du milieu dans lequel il se trouve 

(pH, température, salinité et le taux de certains cations bivalents) (Pouliquen & Le Bris, 1996). 

Selon Smith (1998), l’effet bactéricide des quinolones peut se résumer à la capacité de traverser 

la paroi bactérienne par les porines, à inhiber l’action de l’ADN gyrase et à empêcher ainsi la 

réplication et de la transcription de l’ADN chromosomique bactérien. Hooper (2002), précise 

que le mécanisme antibactérien des quinolones agit sur deux cibles, l’ADN gyrase et la 

topoisomérase IV (enzyme la plus sensible des bactéries Gram négatif) qui possèdent chacune 

deux sous-unités appelées respectivement GyrA, GyrB et ParC et ParE. La structure de GyrA 

est  similaire  à  celle  de  ParC  et  celle  de  GyrB  est  similaire  à  celle  de  ParE.  Les  quinolones  

forment un complexe ternaire quinolone-ADN-ADN gyrase ou topoisomérase IV qui bloquerait 

la fourche de réplication en empêchant la progression des enzymes le long de l'ADN.                  

L’ADN gyrase est responsable du surenroulement des chaînes d'ADN assurant la compaction 

du matériel génétique et la topoisomérase IV agit en décaténant les doubles brins d'ADN 

circulaires issus de la réplication du chromosome et des plasmides (Figure 13).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 13 : Structure de l’ADN gyrase et de la topoisomérase IV, cibles de l’acide oxolinique 
(Hooper, 2002). 
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1.4. Pharmacocinétique de l’acide oxolinique chez le poisson  

La pharmacocinétique permet de décrire le devenir d'un antibiotique dans un organisme et son 

élimination.  

1.4.1. Résorption   

La résorption d'un antibiotique est largement dépendante de la voie d'administration utilisée. 

Chez les poissons adultes, les antibiotiques sont principalement administrés par voie orale 

(Rogstad et al., 1993 ; Coyne et al., 2005) sous forme d'aliments médicamenteux. 

L’antibiotique est incorporé dans l’aliment du poisson pendant sa fabrication, par enrobage des 

granulés avec de l’huile (voir partie expérimentale). Par contre, les alevins et les juvéniles sont 

plus facilement traités par voie balnéatoire (Scott, 1993). Il existe une troisième forme réservée 

aux géniteurs qui est la voie parentérale en intraveineuse (Ishida, 1992 ; Poher et al., 1997)            

ou en intramusculaire (Doi et al., 1998). Bjorklund & Bylund (1991) ont démontré que les 

facteurs pharmacocinétiques dépendent à la fois de la nature chimique du médicament,            

de l’espèce étudiée et de ses conditions physiologiques. La physiologie du poisson est très 

affectée par la qualité physicochimique de l’eau dans laquelle il évolue, en particulier la 

température. La biodisponibilité orale absolue de l’acide oxolinique, c'est-à-dire la quantité 

absorbée au niveau digestif lors d'une administration par voie orale, est comprise entre 13,6 et 

40,0 % chez la truite (Oncorhyncus mykiss)  et  le  saumon  (Salmo salar L.) respectivement 

(Bjorklund & Bylund, 1991 ; Hustvedt et al., 1991b). Elle est fortement influencée par la dose 

administrée et augmente lorsque celle-ci diminue (Cravedi et al., 1987). L'administration 

d'acide oxolinique sous forme d'ester de carbitol permet d'améliorer sa biodisponibilité de 25 à 

71 % chez le saumon (Salmo salar L.) (Samuelsen et al., 2000) du fait d'une augmentation de la 

lipophilie des molécules estérifiées.  

1.4.2. Distribution 

La distribution de l'acide oxolinique, du fait de ses caractéristiques lipophile et acide semble 

plutôt extracellulaire et rapide (Bjorklund et al., 1992). Sa liaison aux protéines plasmatiques 

est assez faible. L’étude de Guichard (2000) réalisée chez le turbot (Psetta maxima, L. 1758)      

a montré qu’après administration orale, l'acide oxolinique se distribue dans les reins, le foie,         

le tissu musculaire, la graisse, la peau et l'os. 

1.4.3. Biotransformations 

L'acide oxolinique subit quelques biotransformations chez les poissons ; celles-ci se limitent à 

des hydroxylations et des glucuronoconjugaisons. Deux métabolites d'hydroxylation : les acides 

6-hydroxy-oxolinique et 7-hydroxy-oxolinique ont été identifiés chez la truite arc-en-ciel 

(Oncorhyncus mykiss) (Ishida, 1990b) et trois métabolites de conjugaison : glucuronoconjugué 
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de l’acide oxolinique et deux dérivés (7-hydroxy-6-methoxy et 6-hydroxy-7-methoxy) ont été 

identifiés dans la bile chez plusieurs espèces de téléostéens d'eau douce et de mer  (Ishida, 

1990a). 

1.4.4. Elimination  

La demi-vie des antibiotiques chez le poisson est fonction de la posologie, de l'espèce, de la 

température, de la salinité, et du pH de l'eau. L'acide oxolinique est rapidement éliminé via la 

matière fécale et les urines sous forme inchangée ou non (Hustvedt et al., 1991a ; Bjorklund    

et al., 1992). Son élimination est plus rapide chez la truite (Oncorhyncus mykiss) d’eau de mer 

que la truite (Salmo trutta) d’eau douce (Ishida, 1992), à température basse et à pH élevé             

(Endo & Onozawa, 1987b) et selon la taille des particules de l’aliment médicamenteux formulé 

(Endo & Onozawa, 1987a). Selon Guichard (2000), le temps de demi-vie de l’acide oxolinique 

chez les poissons peut varier de 10 heures à 6 jours.  

 

1.5. Dose et Toxicité     

En général, les effets toxiques des quinolones, l'acide oxolinique compris, administrées par voie 

orale chez les poissons sont faibles. La dose létale (DL50) serait de 4000 mg/kg chez la carpe 

(Cyprinus carpio) (Endo et al., 1973).  

La dose thérapeutique recommandée par les firmes pharmaceutiques est de 12mg/kg de poids 

vif pendant six jours consécutifs.  

 

1.6. Méthodes de contrôle des résidus d’antibiotiques chez le poisson  

Plusieurs méthodes permettent de doser les antibiotiques dans n’importe quelle matrice (sérum, 

matière fécale, urine, chair, abats, etc…). Les techniques utilisées peuvent être d’ordres 

microbiologiques, physicochimiques ou immunologiques. Le choix de la méthode est 

généralement fondé sur sa sensibilité, sa sélectivité, son adéquation avec les objectifs 

recherchés (screening ou quantification) et sa facilité d’utilisation (Guichard, 2000). 

Maguin-Rogister (2002) préconise que la stratégie idéale de contrôle des résidus d’antibiotiques 

dans les denrées alimentaires d’origine animale devrait comporter principalement deux phases : 

1.6.1. Le screening (dépistage) :  

Dans cette phase, on tente de repérer certaines substances ou famille d’antibiotiques.            

Cette détection se fait au moyen d’immuno-essais, de tests biochimiques (Belal et al., 1999 ; 

Scippo & Maghuin-Rogister, 2006) ou généralement de tests microbiologiques (Barker, 1994).            

Ces méthodes ont l’avantage de pouvoir traiter de nombreux échantillons avec un équipement 
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relativement  simple.  Un résultat  positif  lors  d’un  test  de  dépistage  doit  être  considéré  comme 

potentiellement douteux en raison d’interférences possibles (risques de faux positifs).  

Plusieurs protocoles microbiologiques ont été développés. En Europe, la méthode de référence 

pour le tissu rénal est la méthode européenne CEE des quatre plaques (méthode de Silverman & 

Kosikowski rapportée par Korsrub & MacNeil, 1988). Ce test microbiologique est basé sur 

l’inhibition de la croissance des souches bactériennes, préalablement ensemencées dans les 

plaques (milieu Agar), en présence d’antibiotiques. Cette méthode a connu plusieurs variantes 

pour la rendre plus sensible, par exemple en modifiant les souches (Bacillus cereus, 

Escherichia coli, Bacillus stearothermophilus, etc…), les milieux de culture (Pikkemaat et al., 

2008) ou en réalisant une extraction des résidus au préalable (Dang et al., 2010). 

Il existe également une version du test microbiologique en tubes prêts à l’emploi, le Premi® 

Test (DSM, NL). Son principe se base sur l’inhibition du développement de Bacillus 

stearothermophilus inoculé dans un milieu nutritif. Après l’ajout de jus de viande ou de 

poisson, le tube est incubé à 64°C pendant 3 heures de manière à induire le développement 

bactérien. Le milieu nutritif contient un indicateur de pH, qui est mauve au départ, et vire à la 

couleur jaune après le développement bactérien, en raison de l’acidification du milieu.            

En présence d’antibiotiques, le développement bactérien est inhibé et le milieu reste de couleur 

mauve. Stead et al. (2004) ont amélioré la sensibilité de cette technique en ajoutant une phase 

d’extraction au lieu d’utiliser un jus tissulaire.   

D’autres  kits  plus  onéreux  mais  simples  et  rapides,  sont  prêts  à  l’emploi  et  spécifiques  de  la  

matrice choisie et de la molécule pharmaceutique recherchée (béta-lactames, sulfonamides, 

tétracyclines, etc…). Ce sont généralement des tests sur tigette que l’on pourra utiliser à un 

stade de post-screening.  

1.6.2. La confirmation (quantification) :  

La confirmation d’un résultat positif et la quantification après l’étape du screening sont 

réalisées au moyen d’une méthode d’analyse qui permet l’identification de la substance 

responsable du résultat positif lors du dépistage. Du fait que les valeurs de LMR peuvent varier 

d’une substance à l’autre au sein d’une même famille et que pour certaines substances, aucune 

valeur limite n’est fixée, une identification non ambiguë du résidu est indispensable.               

La technique la plus utilisée pour la quantification est une chromatographie liquide (LC) 

couplée à différents détecteurs spectrométriques : Ultra-violet (Ueno et al., 1999), Fluorescence 

(Karbiwnyk et al., 2007) ou de Masse qui est de loin la détection de référence comme étant la 

plus sensible (Samanidou et al., 2008).  
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L’Union Européenne impose aux laboratoires officiels de contrôle des résidus d’utiliser pour 

l’étape de la confirmation, la spectrométrie de masse (MS). Seule technique qui permet 

l’identification univoque de la molécule présente dans l’échantillon (Décision de la 

Commission Européenne 2002/657/CE). 

 

2. Hormone (17 -méthyle testostérone) : 

La17 -méthyle testostérone est un composé cristallin blanc vendu sous forme de poudre ou de 

comprimés. De structure chimique C20H30O2, elle est également désignée par :                          

17 beta-Hydroxy-17alpha-methyl-4-androsten-3-one (Figure 14). La 17 -méthyle testostérone 

est indiquée par le n° CAS (Chemical Abstracts Service) : 58-18-4. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Structure chimique de la 17 -méthyle testostérone (Barry et al., 2007). 

 

C’est une hormone stéroïde de synthèse à effets anabolisant et androgénique qui fait partie du 

groupe des SAA (Stéroïdes Anabolisants Androgènes) exogènes. Elle promeut à la fois la 

croissance musculaire et le développement du caractère sexuel masculin. La MT mime l’effet 

de la testostérone naturelle. Elle a été largement utilisée en médecine humaine comme 

traitement de suppléance dans les cas de déficience hormonale en testostérone chez les hommes 

(Bhasin et al., 1998). Elle a aussi été employée pour le traitement du cancerdu sein et des 

douleurs mammaires. Sous l’appellation "17aa-1-testosterone", la MT est souvent convoitée par 

les body-builders et les gens souhaitant perdre du poids. En élevage, elle accélère le gain 

pondéral des bovins et des ovins (Shore & Shemesh, 2003). 

En aquaculture, le recours à l’hormone 17 -méthyle testostérone (MT) est une pratique 

courante dans de nombreuses régions du monde afin d’induire une inversion sexuelle 

(masculinisation) dans les élevages de tilapia. C’est une manipulation simple et fiable pour 

produire des populations monosexe male. Ces derniers croissent plus rapidement et atteignent 

une taille plus uniforme que ceux du sexe mixte ou entièrement féminin (Charborty et al., 

2011).  Les  tilapias  traités  grandissent  à  un  minimum  de  1,2  %  de  plus  que  les  non  traités  



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 
42 

(Macintosh, 2008 ; Montajami, 2012). La réussite du traitement hormonal dépend 

principalement de la dose du traitement utilisée (Barry et al., 2007), du temps d’initiation pour 

le traitement (larves âgées de 7 à 12 jours post-éclosion) (Teichert-Coddington et al., 2000)               

et de la durée du traitement (classiquement, 21 ou 28 jours) (Abucay & Mair, 1997).  

Pour les marchés européens, la taille marchande recommandée pour le tilapia dépasse les 600 g 

(taille atteinte au bout de 10 mois d’élevage). A ce stade de production, la différence de poids 

corporel entre les Oreochromis niloticus mâles et femelles est significative, le mâle double 

carrément de poids par rapport à la femelle d’où l’intérêt économique d’avantager et de 

perpétuer cette manipulation hormonale. En Afrique ou en Asie, la taille marchande est 

nettement inférieure, elle est d’un maximum de 300g. En Algérie, puisque la tilapiculture est 

une nouvelle discipline, les producteurs prévoient des élevages saisonniers (avril – octobre)     

et se contentent d’une centaine de grammes afin de fournir des pièces de poissons entiers qui 

seront frits ou grillés selon les deux modes de cuisson les plus courants en Algérie. Bien que le 

traitement  hormonal  existe  depuis  les  années  soixante,  l'impact  du  traitement  par  la  MT reste  

méconnu. L'utilisation de la MT en production animale a souvent été contestée en raison de sa 

toxicité potentielle sur la santé publique (propriétés cancérigènes et perturbation endocrinienne) 

et des dangers pour l'environnement (Aman et al., 2006 ; Hulak et al., 2008 ; Zhang et al., 

2010). L’utilisation de stéroïdes anabolisants (MT compris) pour favoriser l'engraissement 

d'animaux est interdite par la FDA (Food and Drug Administration) des Etats-Unis d'Amérique 

(USA) (Aman et al., 2006  ;  De  Brabander  et al., 2009) et par la directive européenne 

2003/74/CE (EU, 2003). Quant à l'Algérie, dans l’attente de l’établissement de textes législatifs 

(inexistants) spécifiques à l’utilisation des médicaments vétérinaires en générale et les stéroïdes 

en particulier, le risque lié à l’utilisation de MT peut être pris en compte dans le cadre de la loi 

nationale n° 09-03 du 25 février 2009 concernant la protection des consommateurs et de la 

répression des fraudes (JORADP, 2009) aussi bien que le décret exécutif n° 10-90 du 10 mars 

2010 concernant l'instauration du système HACCP (article 3) dans les établissements de 

denrées alimentaires (JORADP, 2010). 

Afin de limiter le risque chimique de la MT, des recommandations sanitaires sont à 

respecter précautionneusement par les aquaculteurs (Macintosh, 2008 ; Khalil et al., 2011)                

au niveau des délais du traitement hormonal, au niveau de la manipulation de la MT et au 

niveau des rejets des eaux d’écloseries. Idéalement, le traitement hormonal (MT) des tilapias est 

limité au stade larvaire précoce (moins d’1 mois d’âge). Le dosage de l’aliment médicamenteux 

est limité à un maximum de 60 mg MT/kg (Celik et al., 2011). La durée d’élevage des juvéniles 

de tilapia traités par la MT devrait dépasser les cinq mois après l’administration de l’hormone 
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(Khalil et al., 2011). Des restrictions sont impérativement instaurées au niveau des fermes 

aquacoles pour l’utilisation et le stockage de l’hormone. Le port des gants en latex et d’un 

masque protecteur lors de la préparation de l’aliment médicamenteux afin d’éviter le contacte 

cutané ou d’inhaler la MT est indispensable (Macintosh, 2008). Bien que les eaux rejetées 

provenant des écloseries de tilapia ne représentent qu'une infime fraction de la décharge totale 

d’hormones dans l'environnement, une approche prudente devrait être prise. L’hormone est 

libérée à partir de la nourriture non consommée, par excrétion fécale et urinaire et via les 

branchies.  Les  eaux  usées  issues  des  écloseries  doivent  être  recyclées  et  filtrées,  ou  retenues  

pendant plusieurs jours avant d'être relâchées dans la nature (Cole et al., 2009).  

 Au cours du temps, plusieurs méthodes ont été développées et validées pour la détection 

et la quantification des stéroïdes anabolisants (17 -méthyle testostérone) et de leurs métabolites 

dans diverses matrices biologiques. Des méthodes complexes et onéreuses sont disponibles,   

telles que la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) 

(Gomez et al., 2013), chromatographie liquide couplée à spectrophotomètre UV                 

(Vick & Hayton, 2001 ; Marwah et al., 2005) ou à la spectrométrie de masse (Chu et al., 2006 ; 

Pozo et al., 2009). D’autres méthodes alternatives nettement plus simples, rapides, sensibles et 

rentables pour le screening et la quantification de la MT sont également disponibles. 

Habituellement, des tests immuno-essais sont recommandés pour le screening des résidus 

d'hormones androgènes et de leurs métabolites. Ces derniers sont basés sur les radio-immuno-

analyses (RIA) appliquées avec des précautions contre les composés radioactifs (Contreras-

Sanchez et al., 2001). De façon moins contraignante, des kits ELISA sont plus pratiques afin 

d’analyser plusieurs échantillons à la fois (Lu et al., 2006). 
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Les différentes expériences réalisées dans le cadre de cette thèse suivent une logique 

classique selon la démarche du système HACCP, comme illustré dans le schéma suivant : 

 

Schéma 1 : Schéma représentatif des expériences réalisées.  
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I. DEMARCHE HACCP  

En respectant la démarche classique du système HACCP décrite dans le code d’usages pour les 

poissons et les produits de la pêche du Codex  Alimentarius (2012a), nous avons procédé 

comme suit: 

1. Evaluation des programmes prealables à L’HACCP: 

Nous avons commencé par l’évaluation des programmes préalables établis au niveau de la 

ferme aquacole "Fat-Steppes". Pour ce faire, nous avons décrit cette exploitation et schématisé 

son plan. Nous avons également réalisé un état des lieux de la ferme aquacole afin d’apprécier 

les différentes bonnes pratiques d’hygiènes (BPH) et les bonnes pratiques aquacoles (BPA) 

mises en place. Cette évaluation sera présentée au début de la partie des résultats / démarche 

HACCP. 

2. Application du système HACCP : 

Nous avons appliqué les 12 étapes successives du système HACCP proprement dit,                            

à commencer par les 05 premières étapes préliminaires (constitution d’une équipe, description 

du tilapia et son utilisation prévue, établissement du diagramme de fabrication et sa vérification 

sur place) suivi des septs dernières étapes correspondant aux 07 principes de l’HACCP 

(procéder à une analyse des risques, déterminer les points critiques pour les maîtriser, fixer les 

seuils critiques, mettre en place un système de surveillance permettant de maîtriser les PCC, 

déterminer les mesures correctives à prendre lorsque la surveillance révèle qu’un PCC donné 

n’est pas maîtrisé, appliquer des procédures de vérification afin de confirmer que le système 

HACCP fonctionne efficacement et enfin constituer un dossier dans lequel figureront toutes les 

procédures et tous les relevés concernant ces principes et leur mise en application.  

 

2.1. Etapes préliminaires de l’HACCP 

2.1.1. Définir le champ de l’étude : 

Ce point correspond aux objectifs ciblés par cette étude fondamentale et pratique sur                        

le développement d’un système spécifique de gestion de la qualité du tilapia dans l’Ouest 

algérien.  

 

2.1.2. Caractérisation du tilapia (O. niloticus) produit à Fat-Steppes 

a. Composition et caractéristiques chimiques de la chair du tilapia 

Les lipides ont été extraits selon la méthode de Soxhlet ISO 1444. Le pourcentage des protéines 

a été déterminé par la technique de Kjeldahl (la valeur d’azote total a été multipliée par 6,25) 

selon la méthode ISO 937. Le pourcentage des cendres a été mesuré par la méthode ISO 936. 
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L’humidité du tilapia entier a été mesurée par la méthode ISO 1442. Les analyses ont été 

réalisées en triple sur le muscle dorsal du tilapia. 

 L’activité de l’eau (Aw) a été déterminée par un Thermoconstanter TH200 Novasina 

(Novasina, Switzerland) selon la méthode ISO 21807.  

 

b. Profil en acides gras  

L’analyse du profil en acides gras a été réalisée au LADA. Quatre échantillons de chair de 

tilapia (originaire d’Algérie et du CEFRA- Belgique) ont été lyophilisés pendant 48 heures 

(benchtop, Virtis, USA). L’extraction de la matière grasse totale a été réalisée à l’aide de 

l’Accelered Solvent Extraction (ASE 200, Dionex, sunny Vale, CA, USA) (hexane, 125°C,          

20 min). 100 mg de graisse ont ensuite été méthylés à l’aide de KOH/MeOH (0,5 N) (3 x        

20 min à 70°C) suivi de HCl/MeOH (1/1, v/v) (20 min à 70°C). Les acides gras méthylés ont 

été séparés par chromatographie gazeuse (Focus GC, ThermoFinnigan, USA) en utilisant une 

colonne CP-Sil 88 (100 m x 0,25 mm, 0,2 µm) (Varian Inc, USA) et analysés avec un 

spectromètre de masse (Ion trap, Polaris Q, ThermoFinnigan, USA). Les conditions GC 

étaient : injecteur chauffé à 250°C, l’hélium a été utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 

1,5 ml/min. Les conditions MS étaient : ligne de transfert 250°C, source 220°C, énergie de 

collision 35 eV, scanner complet 50 - 650 de 18 à 57,50 min. La température a été 

programmée : 55°C pendant 1 min, suivi d’une augmentation de 5°C/min jusqu’à 180°C, 

ensuite, 10°C/min jusqu’à 200°C pendant 15 min, enfin une augmentation de 10°C/min jusqu’à 

225°C pendant 12 min. Le temps global d’analyse était de 57,50 min. Les pics ont été identifiés 

en comparent les chromatogrammes obtenus et leur temps de rétention avec ceux des standards 

correspondants (Sigma-Aldrich, Belgique). Une courbe de calibration a été réalisée pour chacun 

des 23 acides gras déterminés. Les concentrations des acides gras ont été déterminées en double 

(un maximum de variabilité de 10 % entre les résultats dupliqués) et exprimées en pourcentage 

d’acide gras total.  

 

c. Profil en acides aminés  

L’analyse du profil en acides aminés du tilapia a été réalisée au niveau du laboratoire de Chimie 

Analytique, Unité de Chimie Biologique, de l’Université de Liège, Gembloux Agro-Bio Tech.                

La méthode appliquée pour le dosage des acides aminés (libres, totaux et soufrés) a été adaptée 

à partir de la méthode décrite par la directive européenne n° 98/64/CE (EU, 1998). La méthode 

appliquée pour le dosage du tryptophane a été adaptée à partir de la méthode décrite par la 

directive européenne n° 2000/45/CE (EU, 2000). 
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1) Hydrolyse acide des protéines : 

Dans un flacon à bouchon "Schott" de 100 ml, 500 mg de lyophilisat de tilapia (environ 10 mg 

d’azote) ont été dissous dans 10 ml d'HCl 6 N contenant 0,1 % de phénol. De l'azote a été soufflé 

sur l'échantillon pendant 1 minute. Le flacon a été chauffé 24 heures dans une étuve à 110°C avant 

d’être retiré et refroidi dans de la glace pilée. Immédiatement après l’hydrolyse, le flacon a été 

ouvert avec précaution et il a été refroidi dans de la glace pilée.  

Toujours sous glace, 30 ml de tampon citrate à pH 2,2 ont été ajoutés et le pH a été ajusté 

manuellement entre 0,5 et maximum 1,0 avec du NaOH 7,5 N (de l'ordre de 5 ml) puis 

automatiquement jusqu’au pH 2,2 avec du NaOH 1 N (solution 1).  

Dans un ballon jaugé de 100 ml, 1 ml d'une solution à 50 µM/ml de norleucine dans le tampon 

citrate à pH 2,2 a été mélangé avec la solution 1. Le mélange a été porté au trait avec le même 

tampon. Le ballon a été agité puis une partie de la solution a été filtrée (filtre de 0,2 µm) avant 

d’être injectée dans l’HPLC. Les solutions préparées ont été conservées au frigo. 

 

2) Oxydation performique avant l’hydrolyse acide : 

Deux solutions (A et B) ont été préalablement préparées avant de procéder à l’oxydation. 

 Solution A : 0,473 g de phénol ont été dissous dans 100 ml d'acide formique à 90 %.  

 Solution B : 10 ml H2O2 ont été mélangés dans 90 ml de solution A sous hotte dans un 

Erlen Sovirel en verre contenu dans un bécher en plastique.   

La solution B a été laissée à température ambiante pendant 1 heure, puis 15 minutes dans un 

bain de glace avant d’être mélanger avec la poudre à analyser.  

100 à 500 mg de farine de poisson, obtenue par lyophilisation, représentant environ 10 mg 

d'azote (500 mg pour une farine contenant 2 % d'azote) ont été transférés dans un flacon à 

bouchon "Schott" de 100 ml puis refroidis dans un bain de glace. 5 ml de la solution B glacée 

ont été ajoutés sur la poudre glacée au moyen d'une pipette automatique en s'assurant de bien 

mouiller toute la poudre (former une pâte et éviter les grumeaux). Le flacon a été toujours 

maintenu dans la glace dans une chambre froide pendant 16 heures. Ensuite, le flacon étant 

toujours dans l'eau glacée (renouvellement éventuel) a été transféré sous hotte et 0,84 g de 

métabisulfite de soude ont été additionnés.  

10 ml d’HCl 6 N avec phénol ont été lentement ajoutés pour éviter une mousse trop importante 

avant la fermeture du flacon. Endéans la 1ère heure de chauffage à 120 °C, les bouchons n’ont 

pas été vissés pour éviter les risques d'explosion. Après la première heure, les flacons ont été 

fermés et chauffés à 120 °C pendant 23 heures. 

 



MATERIELS & METHODES  

 
48 

3) Dosage du tryptophane après hydrolyse alcaline des protéines : 

 Préparation des solutions  

 Tryptophane (Trp) 2,5 µM/ml : à préparer quotidiennement (se dégrade rapidement !).  

PMTrp = 204,23 soit 51,06 mg Trp / 100 ml de tampon pour Stein et Moore à pH 4,25. 

 Etalon d' -méthyl tryptophane 2,5 µM/ml : PM -méthyl tryptophane = 218,26 soit 54,57 mg 

-méthyl tryptophane / 100 ml de tampon pour Stein et Moore à pH 4,25. 

 Solution  d'acétate  de  soude  à  pH  4,25  :  diluer  2  fois  de  l'acide  acétique  glacial  et  

l'amener à pH 4,25 avec de la soude 7,5 N.  

 Hydrolyse alcaline  

Dans un flacon Schott de 100 ml, une quantité correspondant à 10 mg d'azote (particules 

 0,5 mm) a été homogénéisée par rotation avec 8,4 g de Ba(OH)2. 8 H2O. Ensuite, 8 ml d'eau 

ont été additionnés en s’assurant que tout le mélange a été mouillé. Les parois du flacon ont été 

rincées avec 4 ml supplémentaires d’eau et le flacon a été soniqué pendant 1 minute à l'ultrason. 

De l'azote a été copieusement barboté pour éliminer l'air résiduel dans le flacon et le bouchon 

avant de le fermer. L’hydrolyse a été réalisée par chauffage à 110°C pendant 20 heures. 

Ensuite, le flacon a été refroidi dans de la glace pilée et 1 ml de solution d' -méthyle-

tryptophane  a  été  ajouté.  Par  la  suite  tout  en  agitant  sur  un  bain  de  glace,  15  ml  de  solution  

d'acétate de Na refroidie ont été doucement ajoutés. Enfin, une partie a été filtrée à travers un 

filtre 0,2 µm avant l’injection dans l’HPLC.  

 Les paramètres de la séparation HPLC:  

La colonne chromatographique utilisée pour l’analyse des amines biogènes a été une Vydac 

C18 : 250 mm x 4,6 mm. Elle a été chauffée à 45°C. Le débit d’injection a été de l’ordre        

d’1 ml/min et le volume injecté a été de 25 µl. La phase mobile a été composée de solvant 

tampon A  (acétate / triéthylamine à pH 4,5) et solvant B (méthanol). Le tampon a été préparé 

avec d’acétate de soude 0,07 M (PM=82,03), soit 5,74 g/litre + 0,25 ml de triéthylamine et a été 

ajusté à pH 4,5 avec de l'acide acétique glacial. 950 ml de ce mélange ont été ajoutés à 50 ml de 

méthanol. 

 

2.1.3. Etablissement du diagramme de production 

Le diagramme de production de tilapia "O. niloticus" a été établi et vérifié sur site (le schéma 

sera présenté dans la partie des résultats). Toutes les étapes ont été énumérées depuis la 

reproduction jusqu’à la commercialisation. Tous les intrants ont été pris en compte et marqués 

sur l’étape correspondante. Dans la phase Ante mortem (élevage), le tilapia passe par trois 

stades évolutifs :  
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 Les œufs fécondés issus de la reproduction naturelle ou de l’insémination artificielle sont 

incubés dans des bouteilles de Zoug au sein des écloseries en moyenne 10 jours avant 

éclosion, 

 Les larves écloses sont maintenues dans des petits bassins pendant la phase d’alevinage, 

 Les  juvéniles  âgés  d’un  mois  en  moyenne  sont  élevés  dans  des  étangs  de  grossissement  

jusqu’au 6ème mois post éclosion. 

Durant ces stades, l’eau et l’aliment sont des éléments vitaux pour la survie des poissons.       

Les antibiotiques sont utilisés à titre curatif ou préventif dans l’élevage du tilapia.  

L’hormone anabolisante "17 -méthyle testostérone" est utilisée pour inverser sexuellement les 

alevins de tilapia en individus mâles.  

Enfin, les poissons sont pêchés vivants et transférés dans l’atelier de conditionnement. 

A partir de cette étape, nous rentrons dans la phase Post mortem,  le  poisson  sera  

conditionné dans des caisses contenant de la glace pilée et transporté jusqu’aux points de vente. 

Au niveau de ces marchés, le mode et les conditions d’étalage détermineront les délais de 

fraicheur du poisson vendu. De meme au niveau des foyers des consommateurs, le mode et la 

durée de conservation limiteront la fraicheur et la qualité du poisson acheté.   

 

2.2. Les 07 Principes du système HACCP 

2.2.1. Analyse des dangers (principe 1) 

Quatre sous-étapes successives ont été appliquées afin d’analyser les dangers : 

a) Identification des éventuels dangers d’ordre chimiques, microbiologiques ou physiques 

qui sont liés à une étape, une méthode ou en relation avec les intrants (à partir du diagramme de 

production).  

 

b) Recherche des causes (sources) des différents dangers en appliquant la méthode des 

"5M" : Matière première, Matériel, Milieu, Méthode de travail et surtout la Main d'œuvre.  

 
c) Identification des mesures préventives : pour chaque danger inventorié une mesure 

adéquate de contrôle sera proposée afin de l’éliminer ou de le réduire à un niveau acceptable. 

Ces mesures peuvent être d’une part, des procédures générales de bonnes pratiques aquacoles 

(BPA) (Ex. formation du personnel) ou d’hygiène (BPH) (Ex. filtration de l’eau), ou d’autre 

part, des mesures de maîtrise spécifiques (telle que la conservation des poissons sous glace 0°C) 

ou des mécanismes de contrôle (tels que par exemple le dépistage des résidus d’antibiotiques).  
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d) Pour chaque danger identifié, nous avons procédé à une évaluation du risque. Pour cela 

il faut tenir compte de la fréquence ou la probabilité avec laquelle le danger peut apparaitre 

ainsi que la gravité pour la santé des suites des dangers s’ils se manifestent et le degré de l’effet 

néfaste sur la santé (analyse des dangers quantifiée). 

Le Risque = Fréquence x Gravité 

Cela permet d’hiérarchiser les dangers en mineurs, acceptables et majeurs et de décider 

lesquels sont les plus pertinents.  

Les données relatives à la fréquence, à la gravité et au risque ont été collectées à partir des 

informations scientifiques publiées (articles scientifiques, guides de contrôle de qualités, 

enquêtes épidémiologiques …). 

Dans le cadre de notre travail, pour la classification des niveaux de la fréquence et de la gravité, 

nous avons opté pour la procédure NTO (Pays- Bas) qui est détaillée dans le "Guide 

d’autocontrôle pour le secteur du poisson" (AFSCA, 2011).  

L’aspect "significatif" d’un risque est déterminé par : 

4) la gravité des conséquences si le consommateur est exposé à danger. Le concept de 

gravité est scindé en trois niveaux : 

 grand: conséquences fatales, maladie grave, blessures irréversibles survenant 

immédiatement et à plus long terme. 

 modéré: blessures substantielles et/ou maladie. 

 petit : blessures minimes et/ou maladie avec symptômes légers ou nuls. 

5) la probabilité (fréquence) d’apparition de la contamination dans le produit final, au 

moment de la consommation, en présageant que les mesures de contrôle ne sont pas présentes 

ou ont échoué. La probabilité est basée sur des mesures, observations ou attentes, en fonction 

de la situation spécifique de la ferme aquacole et se divise en trois niveaux : 

 petit : pratiquement impossible ou improbable (théoriquement). 

 modéré : peut apparaître, a déjà été signalé (indications). 

 grand : apparaît de manière répétée. 

 

2.2.2. Détermination des Points critiques de Contrôle (PCC) (Principe 2) 

Les points critiques de contrôle (PCC) ont été déterminés en appliquant l’arbre de décision 

établi par le Codex Alimentarius 1997 (Figure 11) sur les dangers majeurs préalablement 

identifiés dans l’étape précédante (analyse des dangers).  
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2.2.3. Maitrise des PCC  

Afin de maitriser les PCC, quatre étapes successivess ont été réalisées : 

a) Fixation des limites critiques pour chaque PCC identifié (Principe 3) : pour se faire,  

nous avons validé expérimentalement des valeurs seuils numériques à ne pas dépasser pour 

différents paramètres chimiques et microbiologiques (résidus d’antibiotiques, résidus de la MT, 

amines biogènes, ABVT et TMA, taux des TBARS et les critères microbiologiques) qui 

reflétent les dangers identifiés. Ces valeurs permettent de séparer l'acceptable du non-

acceptable (produit sûr / produit dangereux). Par exemple, pour surveiller le phénomène 

d’oxydation lipidique lors de la commercialisation, nous avons fixé une valeur seuil pour les 

TBARS (produits secondaires de l’oxydation lipidique) à 0,85 mg MDA kg-1.  

b) Etablir un système de surveillance des CCP (Principe 4) : les différentes méthodes 

analytiques développées dans le cadre de ce travail ont été proposées comme des procédures de 

surveillances de quelques PCC. Par exemple, la technique du screening microbiologique 

permettra la surveillance régulière des résidus de tétracycliynes et de fluoroquinolones de 

chaque  lot  produit.  Le  contrôle  de  la  température  et  l’analyse  sensorielle  permetteront  de  

surveiller l’altération bactérienne et la production des amines biogènes chez le tilapia lors de 

son transport et sa commercialisation.  

c) Etablir un plan d'actions correctives : des actions correctives adéquates ont été adaptées 

en fonction du danger perçu. Par exemple, si des résidus d’antibiotiques persistent dans la chair 

du tilapia, les délais d’attente seront prolongés de quelques jours supplémentaires.                             

Si la température est élevée (> à 5°C) il faudra la baisser en ajoutant de la glace ou maintenir la 

chaine du froid. Si les limites critiques sont largement dépassées, il faudra saisir le lot.  

d) Vérifier le système HACCP: afin de vérifier la conformité et l’efficacité du plan 

HACCP opérationnel, nous pouvons recourir aux analyses de laboratoire basées sur les 

différentes techniques de confirmation (chromatographiques) développées dans le cadre de 

cette  étude.  Par  exemple,  la  nouvelle  méthode  HPTLC  permettra  de  contrôler  les  six  amines  

biogènes d’intérêt et la méthode de confirmation LC/UV/MS permettra de quantifier les résidus 

des fluoroquinolones chez le poisson. L’étalonnage des thermomètres utilisés lors des prises de 

température permettra de s’assurer qu’ils donnent les bonnes valeurs. .  

NB/ La démarche de l’analyse des dangers, de la détermination et de la maitrise des PCC sera 

démontrée à la fin de la partie des "Résultats" au sein de tableaux de synthèse des résultats 

obtenus.  

 

 



MATERIELS & METHODES  

 
52 

II. EVALUATION DES DANGERS MAJEURS DE LA PHASE ANTE MORTEM 

Dans la phase ante mortem, nous avons évalué les dangers liées à l’utilisation de médicaments 

vétérinaires (antibiotiques et 17 -méthyle testostérone) ainsi que la qualité microbiologiques et 

chimiques des eaux et des aliments distribués en élevage. 

 

1. Méthode de détermination des résidus d’antibiotiques : 

Une nouvelle stratégie analytique a été élaborée pour le screening microbiologique des résidus 

de deux familles d’antibiotiques (tetracyclines et les fluoroquinolones) suivie de la confirmation 

et de la quantification chromatographique (HPLC-UV) spécifique aux résidus d’acide 

oxolinique.  Les  analyses  ont  été  réalisées  au  sein  du  Laboratoire  d’Analyse  des  Denrées  

Alimentaires (LADA) du Département des sciences des denrees alimentaires de la Faculté de 

médecine vétérinaire (Université de Liège - Ulg).  

Les échantillons controlés au sein de cette étude, sont issus à partir d’une éxpérience de 

contamination des tilapias par de l’acide oxolinique et à partir d’individus de tilapias 

commercialisés en Algérie.  

1.1. Expérience de contamination du tilapia par l’acide oxolinique  

L’expérience a été réalisée en duplicata sur des tilapias mâles de 85,81 g ± 4,24 g, appartenant            

à la même population d’origine, nés et élevés à la ferme aquacole "Fat-Steppes". Au laboratoire 

d’Aquaculture et Bioremediation (AQUABIOR) du département de Biotechnologie, de la Faculté 

des Sciences de la Nature et de la Vie (SNV), à l’Université d’Oran1 (Algérie), 330 tilapias ont 

été pesés et divisés dans quatre tanks cylindriques d’un mètre cube (1000 L) et répartis en deux 

lots; le premier correspondant à deux tanks de tilapias traités et le second à deux tanks de 

témoins. Les tilapias ont été acclimatés une semaine avant le début de l’expérimentation, dans 

des conditions se rapprochant autant que possible de celles rencontrées réellement en élevage 

aquacole. Le tank a été muni d’un équipement adéquat qui conditionne l’expérience                   

(Figure 15) : thermoplongeur, filtres à eau et un oxygénateur. Des paramètres physicochimiques 

ont été contrôlés et mesurés quotidiennement. La température de l’eau a été stabilisée entre 

29°C et 30°C, l’oxygène dissous entre 5 et 10 ppm et le pH à 7,6. L’entretien quotidien des 

tanks par siphonage, le renouvellement d’un tiers d’eau du tank et le rinçage des filtres à eau 

ont été réalisés chaque matin avant le nourrissage des poissons. Le dosage chimique de 

l’ammoniac, des nitrites et des nitrates a été réalisé tous les deux jours. La photopériode était 

naturelle et correspondait à 15 h d’éclairement et 9 h d’obscurité en moyenne. Les poissons des 

quatre tanks ont été mis à jeun deux jours avant le début de l’administration de l’aliment 

médicamenteux. 
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Figure 15 : Tank équipé utilisé pour l’expérience de contamination du tilapia 
(Oreochromis niloticus) avec de l’acide oxolinique. 

 
1.1.1. Préparation et administration de l’antibiotique  

a. L’aliment : 

Un aliment adapté aux tilapias a été formulé par une méthode traditionnelle au sein du 

laboratoire "AQUABIOR". Un kilogramme d’aliment était composé de 540 g farine de saurels 

(issues de la pêche), de 176 g de farine de maïs, 168 g de farine de soja, 112 g de farine de blé, 

2 g d’Agar, 2 g d’un complexe vitaminé (Premix) et 1,5 % d’huile de foie de morue. Le format 

du granulé a été ajusté à la taille et à l’âge du poisson étudié. 

 

b. Préparation de l’aliment médicamenteux : 

Le protocole élaboré par le laboratoire de toxicologie de l’Ecole Vétérinaire de Nantes-France 

(Guichard, 2000) et les techniques proposées dans la littérature (Tyrpenou et al., 2003 ; 

Samuelsen & Bergh, 2004 ) ont servi de base pour la réalisation de l’incorporation de 

l’antibiotique à l’aliment. 

L’aliment médicamenteux utilisé pour cette étude a été préparé par enrobage de l’antibiotique 

sur l’aliment formulé à l’aide de l’huile de foie de morue. Le médicament utilisé est de l’acide 

oxolinique à usage vétérinaire "Oxomid 20®" (VIRBAC, France) qui est un pré-mélange à        

20 %. Les granulés ont d’abord été mélangés avec la poudre d’Oxomid de manière à obtenir 

une répartition homogène, à une concentration de 2,4 g d’acide oxolinique par kg d’aliment 

médicamenteux (soit 12 g d’Oxomid pour 988 g d’aliment). Ensuite, une proportion de 1,5 % 

d’huile du foie de morue a été ajoutée. Le mélange a été réalisé une semaine avant le début de 

l’expérimentation et stocké à 4°C à l’abri de la lumière et de l’humidité.  

Trois échantillons de l’aliment médicamenteux ont été prélevés avant, pendant et après 

l’expérience. La stabilité et l’homogénéité de l’antibiotique dans l’aliment ont été vérifiées par 
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dosage chromatographique (HPLC/UV) (même méthode que pour l’analyse de l’OXO dans la 

chair du tilapia). 

c. Administration du médicament : 

Chaque jour, durant les six jours consécutifs du traitement, la quantité de granulés à administrer 

a été calculée en fonction de la biomasse des poissons. Sachant que la biomasse représente la 

masse totale de l'ensemble des poissons occupant l’aquarium, la valeur moyenne de la biomasse 

a été calculée selon la formule suivante : 

Poids moyen * l’effectif de poissons présents dans l’aquarium. 

Le nourrissage des tilapias a été réalisé par distribution manuelle de l’aliment, à raison de deux 

prises journalières, afin de simuler les pratiques réelles d’élevage. Pour correspondre à la dose 

thérapeutique préconisée de 12 mg / Kg de poisson / jour, une proportion de 0,50 % de la 

biomasse a été distribuée. 

 

1.1.2. Prélèvements  

Des prélèvements de tilapia (O. niloticus) ont été effectués à seize temps différents : 3h, 6h, 8h, 

10h, 13h, 24h et 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11 et 14 jours après la première prise médicamenteuse 

dans le premier lot. Trois variantes de prélèvement ont été réalisées dans le deuxième lot : 

prélèvement après 12h, 10 jours et 13 jours après la première prise médicamenteuse en 

remplacement  des  points  10h,  13h  et  14  jours.  Cinq  poissons  (n  =  5)  ont  été  prélevés  

aléatoirement pour chaque point de cinétique. 

 

a. Prélèvement sanguin : 

Les poissons prélevés ont été anesthésiés avec du 2-Phénoxyéthanol (122.99.6) fourni par 

Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA), puis déposés sur une table recouverte d’une serviette 

humide. La ponction de sang a été réalisée au niveau du sinus veineux caudal avec une seringue 

à tuberculine. Le sang a été directement transvasé dans un tube. Par la suite le sérum a été 

recueilli  après  centrifugation  de  10  min  à  3000  rpm.  Le  sérum  collecté  a  été  conservé  à                  

-18°C jusqu’au moment de l’analyse chromatographique.  

 

b. Prélèvement de la chair : 

Une fois le sang prélevé, les poissons ont été euthanasiés par une dose létale avec le même 

anesthésique. Les muscles dorsaux recouverts de peau (5 g au minimum de muscle et peau en 

proportions naturelles) ont été prélevés en utilisant un bistouri. Les échantillons ont été 

conservés à -18°C jusqu’au moment de l’analyse. 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/Lookup.do?N5=CAS+No.&N3=mode+matchpartialmax&N4=122-99-6&D7=0&D10=&N25=0&N1=S_ID&ST=RS&F=PR
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1.2. Screening microbiologique pour la détection des résidus d’antibiotiques dans la chair du 

tilapia  

1.2.1. Réactifs 

Les standards d’antibiotiques ont été fournis par Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA);  

Fluoroquinolones : acide oxolinique (75905), ciprofloxacine (17859), enrofloxacine (33699) et 

fluméquine (F7016). Les Tétracyclines: chlortétracycline (C4881), doxycycline (D9891), 

tétracycline (T7660) et oxytétracycline (O5875). La suspension de spores de Bacillus subtilis 

(Strain BGA contenant 107 spore/ml-1.10649- ampoule de 2 ml), le milieu de culture Test Agar 

pH 6 (1.10663) et l’hydroxyde de sodium ont été fournis par Merck (Darmstadt, Germany). 

L’acétonitrile et l’hydroxyde d’ammonium ont été fournis par Acros Organics (New Jersey, 

USA). L’acétone et le méthanol ont été fournis respectivement par Biosolve (Valkenswaard, the 

Nederlands) et Prolabo (Pennsylvanie, USA). Les disques vierges de 12,7 mm de diamètre 

(0905A00005) ont été fournis par Fiers (Belgique).  

 

1.2.2. Préparation des solutions  

 Solution d’antibiotique de stock :  

Pour préparer une solution de stock à une concentration de 1 mg/ml, les tétracyclines ont été 

dissoutes dans du méthanol et les fluoroquinolones dans du méthanol additionné de NH4OH    

30 % et de NaOH 10 N pour faciliter leur dissolution.  

 

 Solution d’antibiotique intermédiaire et finale : 

La solution intermédiaire à 20 µg/ml a été obtenue en diluant 50 fois la solution d’antibiotique 

de stock (1 mg/ml) dans du méthanol. Cette dernière a été diluée 4 fois dans du méthanol pour 

préparer une solution de dopage à 5 µg/ml.  

Les solutions de chlorotétracycline et de tétracycline ont été conservées au congélateur (- 20C°) 

et les autres solutions au réfrigérateur (4C°).  

 

1.2.3. Préparation des milieux de culture microbiologique  

Le milieu de culture pH 6 pour le screening a été préparé à partir d’un mélange du bouillon de 

culture pH 6 (200 ml), 2,66 ml de solution de glucose à 6 % et de 200 µl de la suspension de 

spores de Bacillus subtilis. 8 ml du bouillon ont été coulés dans des boites de Pétri stériles 

conservées maximum une semaine au réfrigérateur (4C°).   

NB/ Pour chaque nouvelle préparation de milieu de culture à pH 6, un contrôle positif et un 

contrôle négatif ont été effectués afin de vérifier la validité des boites de gélose.  
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Pour le contrôle positif, deux antibiotiques représentant les deux familles d’intérêt 

(fluoroquinolones et tétracyclines) ont été testés : l’acide oxolinique et l’oxytétracycline.  

50 µl des solutions standards intermédiaires (20 µg/ml) ont été inoculés sur chacun des deux 

disques de cellulose placés dans la boite de Pétri.  

Pour le contrôle négatif, 50 µl de méthanol ont été déposés sur chaque disque. Sur le second, 

sont ajoutés 20 µl de NaOH à 1 % et les boites sont incubées pendant 18h à 31°C.  

 

1.2.4. Extraction des résidus d’antibiotique  

Le protocole de Dang et al. (2010) a été adapté pour réaliser le screening microbiologique avec 

une modification qui a été validée pour huit antibiotiques (Fluoroquinolones : acide oxolinique, 

ciprofloxacine, enrofloxacine et fluméquine & les Tétracyclines : chlortétracycline, 

doxycycline,  tétracycline et  oxytétracycline) chez le tilapia.  La chair  du poisson étant la seule 

matrice non exploitée dans les travaux de Dang et al. (2010, 2011). 

Pour la validation, vingt échantillons "blancs" de tilapias non contaminés, provenant du Centre 

de Formation et de Recherche en Aquaculture (CEFRA) de Tihange-Université de Liège- 

Belgique, ont été fortifiés avec chaque antibiotique d’intérêt à différentes concentrations.  

Dans  un  tube  à  centrifugation  de  15  ml,  4  g  d’échantillon  (chair  et  peau  de  poisson)  ont  été  

mélangés avec 5 ml d’un mélange acétonitrile/acétone 70/30 (v/v). Après agitation 15 mn dans 

un agitateur rotatif et centrifugation 15 mn à 3000 rpm à 20°C, la phase supérieure a été 

transvasée dans un nouveau tube. L’extrait a été évaporé à sec sous courant d’azote à 40°C puis 

reconstitué dans 200 µl de méthanol. 

NB/ Le volume de méthanol a été réduit de 50 µl par rapport au protocole de base (Dang et al., 

2010) afin de concentrer l’extrait et diminuer la limite de détection de la méthode.  

 

Le mélange a été vortexé, centrifugé 10 mn à 3000 rpm à 20°C. Enfin, 50 µl de la phase 

supérieure ont été inoculés sur chacun des deux disques en cellulose qu’on a déposé 

préalablement sur la gélose. Un volume supplémentaire de 20 µl NaOH à 1 % a été ajouté sur le 

deuxième disque.  

 

1.2.5. Incubation  

Les boîtes de Pétri ont été laissées 1h à température ambiante avant de les mettre dans 

l’incubateur pendant 18h à 30°C. 
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1.2.6. Lecture   

La zone d’inhibition produite est mesurée avec un pied à coulisse. Un résultat est considéré 

comme positif (présence d’antibiotique) à partir d’une valeur  1,5 mm de la largeur de la zone 

d’inhibition, au niveau d’au moins un des deux disques.  

 

1.3. Evaluation des paramètres de performance du screening microbiologique  

Les paramètres de performance de la méthode ont été mesurés selon les recommandations de la 

décision 2002/675/CE (EC, 2002) ainsi que le Guide pour la validation des méthodes de 

dépistage (Gaudin & Sanders, 2005).  

Quatre paramètres ont été calculés pour les huit antibiotiques d’intérêt. Pour ce faire, des séries 

de  20  échantillons  blancs  fortifiés  avec  des  concentrations  décroissantes  à  partir  de  la  LMR,  

ainsi que 20 échantillons blancs témoins ont été analysés.  

 Le premier paramètre est la capacité de détection (CC  / Concentration Critique ß) : 

plus petite teneur en substance pouvant être détectée, identifiée et/ ou quantifiée dans un 

échantillon avec une probabilité d’erreur  (2002/657/CE). 

Cette capacité de détection correspond à une concentration où 19 échantillons au moins parmi 

les 20 testés donnent un résultat positif (largeur de zone d’inhibition   1,5 mm) ce qui assure 

un risque ß (risque de faux négatif)  5 %. 

 Les trois autres paramètres validés pour ce test microbiologique sont la sensibilité, la 

spécificité et l’exactitude, définis respectivement comme suit :  

 Sensibilité : pourcentage d’échantillons détectés comme suspects d’être non conformes 

(positifs) dans une population d’échantillons réellement non conformes. 

 Spécificité : pourcentage d’échantillons détectés comme conformes (négatifs) dans une 

population d’échantillons réellement conformes. 

 Exactitude : pourcentage de décisions correctes (échantillon conforme ou suspect d’être 

non conforme) donné par la méthode de screening. 

Les 20 échantillons blancs sont considérés comme vrais négatifs (vrais conformes) et les          

20 échantillons fortifiés sont considérés comme vrais positifs (ou vrais non conformes).  

Pour réaliser les calculs, différents éléments ont été présentées dans le Tableau IV et trois 

formules ont été utilisées (Gaudin & Sanders, 2005) : 

 Sensibilité (%) = (N+ / VP) x 100 %. 

 Spécificité (%) = (N- / VN) x 100 %. 

 Exactitude (%) = [N / (VP + VN)] x 100 %    (N : N+  +  N-). 
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Tableau IV : Elément permettant de déterminer l’exactitude, la spécificité et la sensibilité de la 

méthode microbiologique (Gaudin & Sanders, 2005). 

 
Résultat du test 

Echantillon réellement positifs 
(VP) 

(Echantillons supplémentés) 

Echantillon réellement négatifs 
(VN) 

(Blancs) 
Positif N+ (Vrai Positif) FP (Faux Positif) 

Négatif FN (Faux Négatif) N- (Vrai Négatif) 

VP : nombre d’échantillons supplémentés analysés. 
VN : nombre d’échantillons blancs analysés. 
N+ : nombre d’échantillons détectés comme positifs, parmi les N+. 
N- : nombre d’échantillons détectés comme négatifs, parmi les N-. 
FN : nombre d’échantillons détectés comme positifs, parmi les N-. 
VN: nombre d’échantillons détectés comme négatifs, parmi les N+. 

 

 

1.4. Analyse de confirmation par chromatographie LC-UV-MSdes résidus d’acide 

oxolinique dans la chair de tilapia  

Le protocole de Danyi et al. (2011) a servi de base pour cette analyse. Une optimisation a été 

réalisée pour la détection UV et MS de l’acide oxolinique dans la chair du tilapia. 

 

1.4.1. Réactifs et Matériels 

En plus des réactifs en commun avec le protocole du screening, la loméfloxacine (98079-51-7) 

et le cincophen (2-phenyl-4quinoline carboxylic /132-60-5) ont été fournis par Sigma-Aldrich 

(St-Louis, MO, USA), l’acide formique 98 % a été fourni par AcrosOrganics (New Jersey, 

USA), l’acétate d’ammonium 98 % a été fourni par Merck (Darmstadt, Germany) et l’eau de 

qualité HPLC a été fournie par BDH (Poole, England).  

Des filtres Acrodisc 13 mm avec une membrane de 0,2 µm, des seringues Hamilton de 1 ml, 

des cartouches SPE (SDB-RPS) et un VacMaster ont été utilisés lors de la purification. 

 

1.4.2. Préparation des solutions 

 Solutions d’acide oxolinique et de standards internes : 

La solution de travail d’OXO est une dilution 100 fois de la solution stock (1 mg/ml) dans du 

méthanol. 

 Pour la courbe de calibration, préparée en matrice, dix solutions intermédiaires ont été 

préparées pour obtenir des concentrations finales de 0 à 10 x LMR (Tableau V). 
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Tableau V : Gamme de concentrations en acide oxolinique utilisée pour la courbe de calibration 
(réalisée en matrice). 

CCx 
Concentration 

µg/kg 
CC1 0 0 
CC2 LMR/20 5 
CC3 LMR/4 25 
CC4 LMR/2 50 
CC5 LMR 100 
CC6 1,5 x LMR 150 
CC7 2 x LMR 200 
CC8 5 x LMR 500 
CC9 7,5 x LMR 750 
CC10 10 x LMR 1000 

LMR de l’acide oxolinique = 100 µg/kg dans la chair du poisson (Règlement (EU) n°37/2010) 

 

 Deux standards internes ont été choisis pour cette analyse : le cincophen (pour la 

détection  UV)  et  la  loméfloxacine  (pour  la  détection  MS).  Ces  standards  ont  été  préparés  au  

sein d’un "pool" contenant 30 µl de la solution stock (1 mg/ml) de chacun des deux composés 

additionnés de 9,94 ml d’acide formique à pH 2,5.  

 Solutions d’extraction : 

 Solution d’hydroxyde d’ammonium 1 M : dans une fiole jaugée d’un litre, 35 ml 

d’hydroxyde d’ammonium 28-30 % ont été dilués avec de l’eau.   

 Solution d’acétate d’ammonium tampon 5 mM (pH=4) : 385 mg d’acétate d’ammonium 

ont été solubilisés dans 950 ml d’eau. Le pH a été ajusté à 4 avec de l’acide acétique 96 % puis 

le volume a été complété avec de l’eau jusqu’à 1 litre. 

 Solution d’élution de la colonne SPE: un mélange méthanol / hydroxyde                

d’ammonium 1 M (75:25, v/v) a été préparé.  

 Solution d’acide formique (pH 2,5) : de l’acide formique 98 % a été ajouté à 1 L d’eau 

(grade HPLC) jusqu’au pH 2,5 en contrôlant avec un pH-mètre.  

 

1.4.3. Extraction  

Pour les échantillons inconnus (issus de l’expérience de contamination avec de l’acide 

oxolinique et ceux issus d’un élevage algérien de tilapia), 0,5 g ± 0,05 g d’échantillon 

homogénéisé de chair de poisson ont été dopés avec 100 µl du pool de standards internes dans 

des tubes à centrifugation de 50 ml et ont été maintenus au repos pendant 15 mn. Pour les 

points  de  la  courbe  de  calibration  (CCx)  1  g  ±  0,05  g  de  chair  a  été  pesé  à  partir  des  blancs  

(tilapias non contaminés obtenus par le CEFRA). 100 µl du pool de standards internes et 100 µl 
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de la solution intermédiaire d’acide oxolinique correspondante à chaque point (CC1- CC10) ont 

été ajoutés (Tableau V).  

10 ml d’acétonitrile ont été ajoutés dans le tube, le mélange a été vortexé, agité 15 mn à 

l’agitateur rotatif et centrifugé 10 min à 4000 rpm à température ambiante. Le surnageant a été 

transféré dans un nouveau tube Falcon et 3 ml d’hexane ont été ajoutés. Le mélange a ensuite 

été vortexé 2 min et centrifugé 5 min à 4000 rpm à température ambiante. La phase inferieure          

a été récupérée et a été évaporée sous courant d’azote à 37C°. Le résidu sec a été reconstitué 

dans 2 ml d’acétate d’ammonium tampon (5 mM, pH 4). Le mélange a été vortexé 15 secondes 

puis soniqué 15 mn.  

 

1.4.4. Purification  

Après conditionnement de la colonne SPE (SDB-RPS) en utilisant successivement 2x 1 ml              

de méthanol, 2x 1 ml d’eau et 2x 1 ml du tampon d’acétate d’ammonium, l’extrait a été 

transféré sur la colonne et le tube a été rincé avec 1 ml  du tampon d’acétate d’ammonium puis 

versé sur la colonne. 

La colonne a ensuite été séchée par centrifugation 5 mn à 4000 rpm. L’analyte a été élué avec   

4 ml du mélange méthanol + hydroxyde d’ammonium 1 M (75:25, v/v). L’éluat a été évaporé 

sous courant d’azote à 37C° puis le résidu sec a été reconstitué dans 300 µl eau/acide formique 

(pH 2,5), filtré à travers un filtre Acrodisc® (0,20 µm) et enfin chargé dans des vials avec 

inserts qui ont été scellés et conservés à 4°C jusqu’au moment de l’injection. 

 

1.4.5. Injection  

L’analyse a été réalisée sur une chaine HPLC de type Spectra System P4000, couplée à un 

injecteur automatique AS3000 et à des détecteurs de type barrettes de diodes (UV6000LP) et 

spectromètre de masse (LCQDeca, ThermoFinnigan). Le logiciel servant à piloter les appareils 

et à quantifier les résultats est XCalibur. Le volume d’injection est de 20 µl sur une colonne de 

type  Varian  Chromsep SS 150 *  2  mm (L*ID)  Polaris  3  C18-A placée  dans  un  four  à  40°C.         

La longueur d’onde de la détection UV est de 260 nm. Le run time est de 20 min et le flux est 

de 0,4 ml/ min. Le programme du gradient d’élution utilisé est repris au Tableau VI. Quant aux 

paramètres de détection MS optimisés, ils sont indiqués dans le tableau VII.  

 

 

 

 



MATERIELS & METHODES  

 
61 

 

Tableau VI : Programme du gradient d’élution de l’acide oxolinique (HPLC). 

Temps (min) Solution d'acide formique pH 2,5 (%) Acétonitrile (%) 
0,00 90 10 
1,00 90 10 
12,00 20 80 
14,00 0 100 
14,20 90 10 
20,00 90 10 

 

 

Tableau VII : Paramètres optimisés de la détection par spectrométrie de masse (MS). 

Machine LCQ Deca (Thermo) 
Split 0.15 ml/min source / 0.25ml/min waste 

 
Divert valve 

0.3 - 3.5min : waste 
3.5 – 14min : source 
14  – 20min : waste 

Source : 
ESI + 
Sheath Gaz 40 
Aux. Gaz 30 
Spray voltage 6.5 kV 
Spray current µA 
Capillary temperature 275°C 
Capillary voltage 32 V 
Tune Lens offset 55 V 

Ion optics : 
Multipole 1 offset -5 V 
Lens voltage -66 V 
Multipole 2 offset -11 V 
Multipole RF amplitude 120 V 
Entrance lens -48 V 
Multiplier -1050 V 

MRM 
0 à 6.25 min: lomefloxacin: 352@25: 256 + 308 
6.25 in 20 min : Ac. Oxolinic: 262@33: 244 + 262 

 

1.4.6. Calcul des résultats  

Le logiciel (XCalibur) calcule automatiquement l’équation (régression linéaire) de la courbe 

dose (concentration en acide oxolinique) – réponse (rapport entre l’aire du pic de l’acide 

oxolinique et l’aire du pic du standard interne). Le logiciel calcule également automatiquement, 

à partir des paramètres de la régression linéaire, les concentrations en acide oxolinique dans les 

échantillons inconnus. L’opérateur vérifie la bonne intégration des pics et que les 

concentrations calculées pour les échantillons inconnus sont bien dans l’intervalle de travail de 

la courbe de calibration.  
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1.5. Evaluation des paramètres de performance de la méthode LC-UV  

Pour cette analyse quantitative, plusieurs paramètres ont été évalués en se référant à la décision 

de la commission européenne 2002/657/CE (EC, 2002).  

 Justesse: elle se définit comme étant l’étroitesse de l’accord entre la valeur moyenne 

obtenue à partir d’une large série de résultats d’essai et une valeur de référence acceptée. Elle a 

été évaluée grâce à l’analyse des matrices "blanches" supplémentée en analytes.  

Dans le cadre de notre étude, cinq concentrations ont été évaluées (LMR/4, LMR/2, LMR,   

1,5x LMR et 2x LMR) en triplicat, sur les deux matrices d’intérêt (chair et sérum).  

La formule suivante a été appliquée pour calculer la justesse : 

Justesse = Concentration moyenne * 100 / Niveau de renforcement 

Les résultats obtenus doivent se trouver dans un intervalle de -20 % à +10 % de la 

concentration attendue (décision 2002/657/CE) pour la gamme de concentration dans laquelle 

se situent les échantillons (  10 ppb).  

 Fidélité : La fidélité est par définition l’étroitesse de l’accord entre des mesures 

effectuées sur des prises multiples d’un échantillon homogène. Elle exprime le degré de 

dispersion entre une série de dosages provenant de multiples prises d’essai de l’échantillon dans 

des conditions expérimentales bien précises. Ce critère est évalué par la mesure de la 

répétabilité et de la reproductibilité. Il est exprimé comme la variance, la déviation standard ou 

le coefficient de variation (RSD) d'une série de mesures.  

 La répétabilité, est la mesure de la fidélité d’une méthode d’analyse lorsqu’elle est 

réalisée par le même opérateur, dans le même laboratoire avec les mêmes équipements et dans 

un court laps de temps.  

 La reproductibilité est la mesure de la fidélité d’une méthode d’analyse quand des 

variations interviennent dans les conditions de mesure.  

Généralement, on évalue la répétabilité d’une méthode en réalisant plusieurs analyses le même 

jour et la reproductibilité d’une méthode en réalisant les analyses des jours différents.  

La répétabilité et la reproductivité sont évaluées sur une série d’échantillons contaminés à 

différentes concentrations (LMR/2, lx LMR, et 2x LMR), analysés le même jour, et chaque 

échantillon est analysé idéalement 6 fois. La fidélité est exprimée par un coefficient de variation 

(CV ou RSD) :   RSD (%) = écart type / moyenne x 100 

La valeur du RSD est fixée à 23 % pour le CV de reproductibilité et de 15 % pour le CV de 

répétabilité (2/3 de la valeur de CV de reproductibilité) pour les concentrations concernées ici 

(EC, 2002).  
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 Limite de quantification (LOQ) : La limite de quantification est définie comme la plus 

faible quantité d'analyte pouvant être quantifiée dans la matrice avec certitude.  

 

 Limite de détection (LOD) : elle est définie comme la plus faible quantité d’analyte 

pouvant être détectée dans la matrice avec certitude.  

 

 Linéarité : La linéarité est la capacité d'une méthode d'analyse, à l'intérieur d'un certain 

intervalle, à fournir une réponse instrumentale ou des résultats proportionnels à la quantité en 

analyte à doser dans l'échantillon. Cette proportionnalité s'exprime au travers d'une expression 

mathématique définie a priori. Il s’agit donc de vérifier le domaine de linéarité et d’en déduire 

les caractéristiques de l’étalonnage.  

 

 Spécificité : Une méthode est dite spécifique lorsqu’elle permet de mesurer l’analyte 

avec la garantie que le signal analytique ne provient que de l’analyte sans interférence avec des 

éléments de la matrice ou des impuretés.  

Le temps de rétention relatif est le rapport entre le temps de rétention (TR) de l’acide 

oxolinique (OXO) et le TR de son standard interne.   

Le temps de rétention relatif (TRR) de l’OXO dans l’échantillon ne doit pas s’écarter du TRR 

moyen de l’OXO de référence (courbe de calibration) de plus de  ± 2,5 %.  

 

 Sélectivité : La sélectivité est l’aptitude d’un système analytique à discerner un analyte 

donné dans un mélange complexe. Ce critère permet de garantir que la réponse analytique n’est 

pas affectée par d’autres substances.  

 

2. Méthode du dosage de la 17 -méthyle testostérone (MT) : 

Pour le monitorage et la quantification des résidus de 17 -méthyle testostérone à partir des 

échantillons de chair de tilapia et d’eau d’élevage ont été réalisés au moyen d’un Kit ELISA 

"METHYLTESTOSTERONE 2 hours", élaboré par le laboratoire d’hormonologie "CER 

Groupe"  (Marloie,  Belgique).  Le  protocole  d’extraction  des  résidus  d’hormone  à  partir  de  la  

chair a été légèrement modifié afin d’améliorer le rendement de l’extraction de la méthode. 

Quant au protocole d’extraction des résidus de l’hormone à partir de l’eau, il a été maintenu tel 

que décrit dans le kit ELISA pour l’analyse d’échantillons d’urine.  
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2.1. Expérience du traitement hormonal des juvéniles de tilapias 

Le protocole expérimental d’inversion sexuelle des juvéniles de tilapia du Nil (Oreochromis 

niloticus) à la 17 -méthyle testostérone a été appliqué selon le protocole élaboré par le CEFRA. 

La première phase de fécondation a été réalisée artificiellement. 1600 œufs ont été collectés 

chez une femelle mature par stripping et mélangés avec la laitance d’un mâle mature dans un 

récipient. Une fois la fécondation activée en ajoutant de l’eau, les œufs fécondés ont été incubés 

dans une bouteille de Zoug (1,5 l). La température d’incubation durant l’expérience était de     

27 ± 1°C jusqu’à la résorption de la vésicule vitelline au 10ème jour.                                                 

Les larves obtenues (70 %) ont été ensuite pesées, dénombrées et réparties en 4 groupes de    

200 individus. Les trois premiers groupes ont constitué le lot traité, ils ont été maintenus en 

aquariums de 50 l. Le 4ème groupe, lot témoin, a été maintenu dans une jarre cylindroconique de 

50 l. Chaque système d’élevage est constitué d’un circuit fermé muni d’un filtre mécanique et 

biologique (vortex), d’un chauffage avec thermostat (température optimale de croissance 27°C) 

et d’un renouvellement constant de l’eau. La concentration en oxygène était d’un minimum de 

5 ppm. Une ration optimale, de l’aliment hormoné a été distribuée entre le 10ème et le 40ème jour 

post-fécondation (28 jours de traitement). L’aliment du lot témoin était exempt de l’hormone. 

Durant ces 28 jours de traitement, la ration a été distribuée manuellement et étalée sur 8 heures 

(de 8 heure du matin jusqu’à 16 heure de l’après-midi). Elle a été calculée en fonction de la 

formule de rationnement optimale établie par le CEFRA : Y = 5,818 x-0,233   ; y : étant le poids 

des poissons en gramme et x : le ratio de biomasse (%). 

La température de l’eau et l’oxygène dissous ont été contrôlés quotidiennement avec un 

oxymétre. Les concentrations d’ammoniac et de nitrites dans l’eau ont été contrôlées deux fois 

par semaine par spectrophotomètre.  

Le traitement hormonal masculinisant a été appliqué par incorporation de l’hormone de 

synthèse (17 -méthyle testostérone, Sigma-Aldrich, réf. 69240) dans l’alimentation des 

juvéniles. Afin d’incorporer l’hormone dans l’aliment, 65 mg de MT ont été dissous dans            

600 ml d’éthanol absolu et mélangés avec un kilogramme d’aliment. Au total, 1,4 kg d’aliment 

hormoné ont été distribués durant les 28 jours de traitement correspondant à 91 mg de MT.  

Les alevins obtenus suite à l’inversion sexuelle ont subi un grossissement de trois mois.         

Les poissons ont été maintenus dans des conditions optimales d’élevage (paramètres physico-

chimiques et de densité d’élevage). Les alevins ont été nourris automatiquement (distributeurs 

d’aliment) par trois calibres de granulés dont la granulométrie dépendait de la taille du poisson. 

La ration distribuée correspondait à 5 % de la biomasse des poissons. Dans le respect de 

l’éthique animale (Autorisation n° 1123 délivrée par le comité d'éthique de l’utilisation des 
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animaux à l'université de Liège, Belgique), les alevins sacrifiés pour le sexage et le prélèvement 

de la chair ont été euthanasiés à la benzocaïne (Sigma-Aldrich, réf. E1501) (200 mg l-1 d'eau). 

 

 Après 90 jours d’élevage, le sexe phénotypique des animaux a été déterminé par la 

méthode du squash gonadique (Guerrero & Shelton, 1974) en prélevant une centaine 

d’individus.  

 

 Pour le contrôle des résidus de la 17 -méthyle testostérone (MT) dans la chair des 

tilapias, un prélèvement aléatoire (post-traitement) d’un minimum de 5 poissons (n = 5)         

(en fonction de la taille) par aquarium a été réalisé tous les 15 jours :   

j1 (fin du traitement), j 15, j 30, j 45, j 60, j 75 et j 90. Les poissons échantillonnés ont été 

euthanasiés (benzocaïne), les muscles dorsaux recouverts de peaux (en proportions naturelles) 

ont été prélevés et conservés au congélateur (-18 °C) jusqu’au moment de l’analyse des résidus 

par ELISA.  

 

 Des échantillons supplémentaires de chair de tilapias issus directement de poissons 

commercialisés en Algérie ont également été analysés. Ces poissons ont été élevés pendant       

5 mois post-traitement hormonal à la MT au niveau de la ferme aquacole Fat-Steppes.                   

Une trentaine de poissons ont été aléatoirement sélectionnés et leurs muscles dorsaux ont été 

sectionnés et homogénéisés. Chaque dizaine d’échantillons ont formé un seul pool, ainsi trois 

pools globaux ont été prévus pour l’analyse finale des résidus de la MT (n = 3).  

 

 En ce qui concerne l’échantillonnage de l’eau, une douzaine de prélèvements ont été 

réalisés à partir des deux circuits fermés indépendamment (traité et témoin) une semaine avant 

le début du traitement hormonal, au 21ème jour et au 27ème durant le traitement. Après l’arrêt du 

traitement les prélèvements ont été effectués au sein des aquariums (traité et témoin) et même à 

partir des eaux rejetées.  

 

 Afin d’évaluer la stabilité de la MT dans l’aliment médicamenteux, trois échantillons 

ont été prélevés avant, pendant et après le traitement hormonal.  

Tous les échantillons (chair, eau et aliment) ont été conservé à -18 °C jusqu’au moment de 

l’analyse des résidus de MT par ELISA.  
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2.2. Monitorage des résidus d’MT par ELISA  

2.2.1. Préparation des solutions  

 Solution tampon (TP1 pour l’analyse de l’eau) : acétate de sodium 50 mM, pH= 4,8 :               

4,1 g CH3COONa dans un litre d’eau distillée. Le pH est ajusté avec de l’acide acétique 20 %.  

 Solution tampon (TP2 pour  l’analyse  de  la  chair)  :  PBS  67  mM,  pH=  7,2  :  2,9  g             

de NaH2PO4.H2O + 8,19 g de Na2HPO4.2H2O dans un litre d’eau distillée.  

 Solution tampon (TP3 pour l’analyse de la chair) : PBS 20 mM, pH= 7,2 : 0,87 g                    

de NaH2PO4.H2O + 2,44 g de Na2HPO4.2H2O dans un litre d’eau distillée.  

 Tampon de dilution (TD) du Kit ELISA, pH= 7,4, dilué 10 fois dans de l’eau distillée.  

 Tampon de rinçage (TR) du Kit ELISA, dilué 10 fois dans de l’eau distillée. 

 Méthyle testostérone conjuguée à une enzyme (traceur du Kit ELISA), dilué 100 fois 

dans le tampon de dilution (TD).  

 Solution d’anticorps du Kit ELISA, le vial d’anticorps lyophilisé reconstitué dans 6 ml 

du tampon de dilution (TD). 

 

2.2.2. Protocole 

a. Eau : 

 Extraction  

Dans  un  tube  en  verre,  1  ml  d’eau  a  été  mélangé  avec  6  ml  de  TP1 et 16 µl de                                   

 glucuronidase/arylsulfatase d’Helix Pomatia. La solution a été incubée 3 heures à 55°C pour 

permettre l’hydrolyse des métabolites de la méthyle testostérone.  

 Purification 

L’eau ayant subi l’étape d’hydrolyse a été purifiée à travers une colonne SPE (Solid Phase 

Extraction C18, 1 ml, 100 mg par colonne, JT Baker réf. nr 7020-01) avec un débit d’une goutte 

par seconde. La colonne a été conditionnée avec 2 ml de méthanol (100 %) et équilibrée avec            

2 ml de la solution du tampon d’acétate de sodium 50 mM, pH= 4,8 (TP1). L’échantillon 

hydrolysé a été chargé (7 ml) sur la colonne SPE conditionnée, puis celle-ci a été lavée avec     

2 ml du TP1 et 3 ml d’une solution de méthanol/eau distillée (40/60) (v/v). Les résidus ont été 

élués (15 gouttes / min) avec 1 ml d’une solution méthanol/eau distillée (80/20) (v/v). 

L’éluat a été évaporé à sec sous courant d’azote et le résidu a été reconstitué dans 100 µl 

d’éthanol et 900 µl du tampon de dilution du kit ELISA. 50 µl de chaque échantillon extrait ont 

été analysés en double dans le test ELISA.  
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b. CHAIR : 

 Extraction 

2  g  de  tissus  ont  été  homogénéisés  à  l’Ultra-Turrax  avec  8  g  du  tampon  PBS  (TP2)  67  mM,  

pH=7,2. 5 ml de tert-butyl-méthyle éther (TBM éther) ont été ajoutés dans le tube Falcon       

(15 ml) contenant la moitié du broyat (5 g). Le mélange a été vortexé, agité 30 mn à l’agitateur 

rotatif et centrifugé 10 min à 4000 rpm à 20°C. Le surnageant a été transféré dans un nouveau 

tube de 10 ml et le culot a été réextrait une seconde fois avec 5 ml de TBM éther et 

recentrifugé. Les surnageants ont été mélangés et évaporés sous courant d’azote à 40C°.          

Le résidu sec a été reconstitué dans 1 ml de solution méthanol / eau distillée (60/40) (v/v), puis 

dilué dans 2 ml du tampon PBS 20 mM, pH= 7,2  (TP3).  

 Purification 

L’extrait a été purifié à travers une colonne SPE (Solid Phase Extraction C18, 1 ml, 100 mg par 

colonne, JT Baker ref. nr 7020-01) avec un débit d’une goutte par seconde.  

La colonne a été conditionnée avec 3 ml de méthanol (100 %) et équilibrée avec 2 ml de la 

solution du tampon (TP3). L’extrait a été chargé (3 ml) sur la colonne SPE conditionnée, puis 

celle-ci a été lavée avec 2 ml d’une solution méthanol/eau distillée (40/60) (v/v). La colonne     

a été centrifugée pour extraire les dernières traces de liquide, ensuite, les résidus ont été élués 

(15 gouttes / min) avec 1 ml de méthanol (100 %) (v/v). 

L’éluat a été évaporé à sec sous courant d’azote et le résidu a été reconstitué dans 100 µl 

d’éthanol et 900 µl du tampon de dilution du kit ELISA. 50 µl de chaque échantillon extrait ont 

été analysés en double dans le test ELISA. 

NB/ trois échantillons d’aliment médicamenteux (matrice solide) ont été analysés de la même 

manière que la chair du tilapia.  

 

2.2.3. Procédure du test ELISA  

Un nombre adéquat de puits a été préparé selon le nombre d’échantillons à analyser et les 

points de la courbe d’étalonnage en double. Dans les deux premiers puits (A1,  A2) ont été 

ajoutés 150 µl du tampon de dilution (TD) qui représente le NSB (Non Specific Binding). 

Ensuite,  50  µl  de  chaque  point  de  la  courbe  de  calibration  (7  points)  ont  été  ajoutés  en  

commençant par le blanc (0 ng/ml) suivi d’un ordre descendant des concentrations allant de       

2 ng/ml à 0,05 ng/ml. 50 µl de chaque extrait d’échantillon ont été ajoutés dans les puits 

suivants. 100 µl de l’enzyme conjuguée à la MT (traceur) ont été ajoutés à tous les puits, suivi 

de l’addition de 100 µl de la solution d’anticorps anti-méthyle testostérone, excepté pour les 

puits "non spécifique" (NSB). La plaque a été couverte puis agitée pendant 1 minute avant une 
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incubation à +4°C pendant 2 heures. À la fin de l’incubation, les puits ont été vidés et rincés      

3 fois avec le tampon de rinçage (TR). Après séchage, 150 µl de la solution peroxide/TMB, 

prête à l’emploi, ont été additionnés à chaque puits. La plaque a été incubée pendant 30 minutes 

à température ambiante. Enfin, 50 µl de la solution d’arrêt de la réaction ont été ajoutés à 

chaque puits de la plaque ELISA. Cette dernière réaction a duré 30 minutes avant la lecture de 

l’absorbance à 450 nm. Les concentrations obtenues ont été exprimées en µg/kg (ppb) en 

référence à l’équation de la courbe de calibration du Kit ELISA.  

 

3. Analyse microbiologique et physicochimique de l’eau d’élevage : 

3.1. La qualité microbiologique  

Des échantillons d’eaux à partir des étangs d’élevages de la ferme aquacole algérienne                   

"Fat-Steppes" ont été prélevés en trois prises différentes. Des méthodes normalisées ISO ont été 

utilisées afin de dénombrer des bactéries indicatrices et les bactéries pathogènes sur des milieux 

de culture prêts à l’emploi fournis par l’institut Pasteur d’Alger (Algérie).  

 

3.1.1. Bactéries indicatrices   

Quatre groupes de bactéries indicatrices ont été explorées comme suit : 

 la flore aérobie mésophile totale  (FMAT)  a  été  dénombrée  sur  la  gélose  PCA  (Plate  

Count Agar) selon la norme ISO 6222. Deux dilutions décimales successives ont été utilisées.           

1 ml de chaque dilution a été réparti en goutte au fond de la boîte correspondante (pour chaque  

dilution,  deux  boites  de  Pétri  ont  été  utilisées).  Les  gouttes  ont  été  ensuite  recouvertes  d'une  

couche  de  gélose  PCA  en  surfusion  (45  -  47°C),  et  le  tout  a  été  homogénéisé  avec  des  

mouvements circulaires. Une fois la gélose refroidie, elle a été recouverte d’une seconde  

couche de gélose PCA, ce qui a pour effet d'immobiliser les bactéries, et de former des colonies 

bien définies. Les boites de Pétri ainsi ensemencées ont été incubées à 30°C pendant 72h.                

Les colonies étaient dénombrables si leur nombre était compris entre 30 et 300. La formule 

mathématique suivante a été utilisée :  

N=  colonies/ V ml x (n1 + 0,1 n2) x d1 

Où : N : nombre d’UFC par gramme de produit initial ;  Colonies : Somme des colonies de 

boites interprétables ; V ml : Volume de la solution déposé (1ml) ; n1 :  Nombre  de  boites  

considérées à la première dilution retenue ; n2 : Nombre de boites considérées à la seconde 

dilution retenue ; d1 : Facteur de la première dilution retenue. 
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 la numération des coliformes totaux et  des  coliformes fécaux a été réalisée par                     

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

de tubes en milieux liquides. Dans une première phase d’inoculation, neuf tubes remplis (9 ml) 

avec le milieu bouillon lactosé pourpre de bromocrésol (BCPL) à différentes concentrations ont 

été  utilisés.  Trois  tubes  (1ère série) étaient à double concentration et six tubes à simple 

concentration. 10 ml, 1 ml et 0,1 ml de la solution mère ont été additionnés, respectivement, 

aux trois tubes à double concentration, aux trois tubes à simple concentration de la 2ème série et 

aux trois tubes à simple concentration restants. Les tubes ont été ensuite homogénéisés, le gaz   

a été chassé dans les cloches de Durham et les tubes ont été incubés 24 h à 48 h à 37°C.        

Sont considérés comme positifs les tubes présentant un dégagement de gaz (recueilli dans les 

cloches) et un virage de la couleur du milieu au jaune (témoin de la fermentation du lactose 

présent dans le milieu). 

La numération des coliformes fécaux (désignés aussi par les coliformes thermotolérants 

est une étape subséquente à la précédente (repiquage sur milieu de confirmation). A partir des 

tubes positifs du test précédent, 1 ml a été prélevé, ensemencé dans 9 ml de milieu Schubert 

stérile et incubé 24 heures à 44°C. Sont considérés comme positifs les tubes présentant un 

anneau rouge en surface du tube qui témoigne de la production d’indol dans le milieu après 

ajout  de  2  à  3  gouttes  du  réactif  de  Kovacs.  La  table  de Mac Grady a été utilisée pour                         

le dénombrement des troubles formant colonies ou TFC. 

 

 Les Streptocoques fécaux ou thermotolérants ont été dénombrés selon la méthode            

ISO 7899-1. Dans un premier test présomptif, 1 ml de la suspension mère et des dilutions 

décimales ont été ensemencés dans 9 ml du milieu de Rothe (tubes contenant de l’azoture de 

sodium (NaN3) qui inhibe la plupart des microorganismes) et incubés à 37°C pendant 24 heures 

à 48 heures. Pour le test confirmatif, de l’éthyle violet a été additionné au milieu de Rothe pour 

le rendre sélectif (milieu de Litzky) et spécifique aux streptocoques fécaux. Les tubes ont été 

incubés 24 h à 48 h à 37°C. Sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble 

bactérien avec parfois formation d’un culot violet. Les résultats ont été exprimés par le NPP 

dans 100 ml selon la table de Mac-Grady.  

 

 les anaérobies sulfito-réducteurs ont été dénombrés selon la méthode ISO 6461-2.           

1 ml de la solution mère et des dilutions décimales ont été portés aseptiquement dans des tubes. 

15 ml de gélose viande-foie sulfitée (sulfite de sodium) et 4 à 5 gouttes d’Alun de fer ont été 

additionnés. Les tubes ont été recouverts avec une couche de paraffine afin d’empêcher 
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l’introduction d’oxygène et laissés se solidifier pendant 30 minutes. La première lecture s’est 

faite impérativement à 16 heures car les colonies des clostridies sulfito-reducteur sont 

envahissantes. Les colonies noires d’un diamètre supérieur à 0,5 mm sont comptabilisées 

comme positives. Les tubes positifs ont été exprimés en nombre le plus probable (NPP) dans 

100 ml selon la table de Mac-Grady.  

 

3.1.2. Bactéries pathogènes :  

Afin de dénombrer quelques bactéries pathogènes nous avons procédé à une première phase 

d’enrichissement, où 10 ml de la solution mère ont été ajoutés à 100 ml de bouillon au sélénite 

et les tubes ont été incubés 24 heures à 37°C.  

Par la suite, nous avons ensemencé quatre différents milieux sélectifs afin de cibler des 

staphylocoques, des salmonelles et shigelles, des E. coli et des Pseudomonas spp.  

 

 les Staphylococoques ont été recherchés sur milieu gélosé Chapman par 

ensemencement en surface de 0,1 ml de la solution mère. Les boîtes ont été incubées 30 heures 

à 37°C selon la méthode ISO8199. 

 

 les Salmonelles et les Shigelles ont été investiguées selon la norme ISO 6579. A partir 

d’une öse ou d’une goutte du milieu d’enrichissement un isolement sur gélose SS (Salmonelle-

Shigelle) a été réalisé. Après 48 h d’incubation à 37°C, les colonies ont été microscopiquement 

dénombrés et comptabilisées. Les colonies se présentent sous les aspects suivants:  

 des colonies rouges : Enterobacter, Klebsiella et autres coliformes tels Escherichia coli;  

 des colonies incolores à centre noir : Salmonella à H2S+, Proteus vulgaris et mirabilis; 

 des colonies incolores transparentes : Salmonella à  H2S–, Shigella, Serratia, E. Hafniae, 

Alkalescens, Proteus morganii; 

 des colonies à centre orangé : Proteus rettgeri, Providencia; 

 des  colonies  rouges  à  centre  noir  :  Citrobacter freundii (en  réalité  seul  le  centre  noir  est  

visible d’où confusion avec Salmonella), Arizona. 

 

 Les Escherichia coli ont été recherchés selon la méthode ISO 4832 sur le milieu EMB 

(gélose éosine bleu de méthylène) après incubation de 24 heures à 37°C.  

 

 la recherche des Pseudomonas spp a  été réalisée par un ensemencement à partir  de la 

solution mère sur les milieux gélosés King A et King B selon la méthode ISO 16266.                    
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Après incubation de 24 à 48 heures à 35°C, apparaissent sur le milieu des colonies plates ou 

légèrement surélevées, opaques à bords irréguliers ou finement dentelées de couleur blanchâtre 

à légèrement beige. Après 2 - 3 jours on assiste à un bleuissement ou verdissement du milieu de 

culture dû aux pigments fabriqués et diffusés par la bactérie (pyocyanine et pyoverdine par 

Pseudomonas aerogenosa et Pseudomonas fluoresens, respectivement). 

 

3.2. La qualité physicochimique 

Des échantillons d’eau à partir de la ferme aquacole algérienne "Fat-Steppes" (différentes 

prises), à partir des aquariums expérimentaux du laboratoire AQUABIOR (lors des expériences de 

contamination des tilapias avec l’acide oxolinique) et tout au long de l’expérience d’inversion 

sexuelle à la MT réalisée au CEFRA ont été contrôlés. La température, le pH et l’oxygène 

dissout ont été mesurés respectivement en utilisant un thermomètre à mercure, un oxy-pH-

mètre de type HANNA. Les nitrites, les nitrates et l’ammoniac ont été mesurés par des 

méthodes colorimétriques en utilisant des Kits composés de réactifs prêts à l’emploi et d’un 

colorimètre multiparamètres pour l’aquaculture de type HANNA (HI 83203 Multiparameter Ion 

Specific Meter for Aquaculture) au niveau d’AQUABIOR et de type HACH au niveau du 

CEFRA. 

 Les nitrates ont été analysés par la méthode de réduction au cadmium (réactif :                     

HI 93728-01). C’est est une réaction en deux étapes :  

=> Dans un premier temps, les nitrates sont réduits en nitrites par des ions cadmiun (cd2+). 

=> Les nitrites ainsi formés sont dosés via une adaptation de la méthode de Griess. 

Le principe du dosage est basé sur la réaction de Griess (diazotation d'une amine primaire 

aromatique en présence d'un nitrite en milieu acide puis copulation avec une autre amine 

aromatique):  

1-  Action  du  nitrite  (NO2
-)  sur  la  sulfanilamide  en  milieu  acide  et  formation  d'un  sel  de  

diazonium. 

2- Réaction du sel de diazonium sur le N-(1-Naphtyl) éthylènediamine (NED) en milieu 

chlorhydrique (pH<2).  

Le composé final est rose (colorant azoïque) absorbe à  =543 nm.  

 Les nitrites ont été analysés par la meme méthode de Griess avec le réactif HI 93708-01. 

 L’ammoniac non ionisé (NH3) a été mesuré par la méthode de Nessler (réactif :                 

HI 93715-01). Le réactif de Nessler est un mélange, en milieu alcalin, d’iodure de potassium 

(KI) et d’iodure mercurique (Hg
I2

). En présence d’ammoniac, on obtient un composé jaune 

orangé. 

http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Chimiste/leschimistes.html#GRIESS
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/AMINESAROMATIQUES.html#diazotation
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/AMINESAROMATIQUES.html#Copulation
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/Produit/MEDICAM12.htm#SULFANILAMIDE
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/AMINESAROMATIQUES.html#diazotation
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/AMINESAROMATIQUES.html#diazotation
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/MEDICAM8.html#N-%281-Naphtyl%29%C3%A9thyl%C3%A8nediamine
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 La qualité chimique de l’eau concerne également l’analyse des résidus de la MT dans 

l’eau par ELISA (la méthode analytique a été prélablement expliquée dans la page 65).  

 

4. Analyse microbiologique et chimique de l’aliment d’élevage 

 La qualité microbiologique de l’aliment d’élevage utilisé dans la ferme aquacole 

algérienne "Fat-Steppes" et au niveau du laboratoire AQUABIOR a été contrôlée selon la norme 

algérienne NA 6115 qui prévoit le dénombrement des paramètres microbiologiques suivants 

selon des méthodes normalisées ISO : germes aérobies 30°C (ISO 4833-2), Escherichia coli 

(ISO 9803-2), Clostridium sulfito-réducteurs à 46°C (ISO 7937), Salmonella (ISO 6579), 

Staphylococcus aureus (NF 08-14) et moisissures (ISO 21527-1). Les  moisissures  ont  été  

dénombrées sur gélose glucosée au chloramphénicol après 3 à 5 jours d’incubation à 25°C.  

 

 La qualité chimique de l’aliment concerne l’analyse des résidus d’acide oxolinique et 

des résidus de la MT dans l’aliment d’élevage par les méthodes HPLC/UV et ELISA 

respectivement. Les analyses de l’aliment ont été réalisées de la même façon que celles de la 

matrice de la chair du tilapia (méthodes préalablement expliquées en page 59 pour les résidus 

d’oxo et en page 66 pour la MT). 

 
III. APPRECIATIONDES DANGERS DE LA PHASE POST MORTEMET 

EVALUATION DE LA FRAICHEUR  

 

1. Détermination du degré d’oxydation des lipides :  

95 spécimensde tilapias (O. niloticus) ont été fournis par la ferme aquacole "Fat-Steppes".               

Les poissons ont été transportés vivants au laboratoire d’Aquaculture et Bioremediation 

(AQUABIOR). Dès leur arrivée, les tilapias (120 – 160 g) ont été dispatchés en deux lots avant 

d’être euthanasiés par une dose létale debenzocaïne (Sigma), (200 mg l-1). Le premier lot a été 

conservé au réfrigérateur à 4°C et le second a été maintenu à température ambiante (30°C). 

Pour les premières 12 heures, 5 échantillons ont été prélevés à un intervalle de 3 heures à partir 

des deux lots étudiés. Par la suite, l’échantillonnage (n = 5) a été réalisé quotidiennement 

jusqu’au 3ème jour  pour  le  lot  conservé  à  température  ambiante  (30°C)  et  jusqu’  au  7ème jour 

pour le lot réfrigéré (4°C). Les mêmes poissons ont servi pour réaliser l’extrait lipidique et 

analyser les diènes conjugués, les hydroperoxydes et les TBARS.  
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1.1. Extraction des lipides  

Les lipides totaux à partir de la chair du tilapia ont été extraits par la méthode de Folch et al. 

(1957). Elle repose sur le principe d’une extraction à froid des lipides par un solvant composé 

de chloroforme et de méthanol (2/1 ; v/v). Le chloroforme extrait les lipides et le méthanol 

dissocie ces derniers des autres constituants membranaires. L’addition d’une solution aqueuse 

de NaCl à 0,58 % (p/v) favorise l’obtention d’un système biphasique. La phase supérieure 

constituée de méthanol et d’eau contient les composés hydrophiles (glucides et protéines) dont 

la dissolution est favorisée par la présence de sel tandis que les lipides sont dissous dans la 

phase chloroformique inférieure (Dumay, 2006). 

 

Protocole  

5 g d’échantillon ont été homogénéisés avec un mélange de 30 ml de méthanol (Sigma-Aldrich, 

réf. 34860-1L-R) froid (4°C), 60 ml de chloroforme (Sigma-Aldrich, réf.650498) et 2,25 mg de 

BHT (ButylHydroxytoluène ; Sigma-Aldrich, réf. W218405) pendant 10 minutes dans un ballon 

placé dans de la glace. Le BHT et la glace permettent de limiter l’oxydation lipidique au cours 

de l’extraction. L’homogénat a ensuite été filtré à travers un filtre Whatman n°1. Le filtrat a été 

transvasé  dans  une  ampoule  à  décanter  et  22  ml  d’une  solution  de  NaCl  (Sigma-Aldrich, réf. 

S7653) à 0,58 % ont été ajoutés. L’ensemble a été agité puis mis à décanter 12 heures à +4°C  

et à l’obscurité. 

La phase chloroformique inférieure a été récupérée dans un ballon et évaporée à 39°C sous vide 

à l’aide d’un évaporateur rotatif (Hahn ShinScientific Co, Modèle : HANVAPOR).                   

La quantification de la teneur en lipides a été réalisée par la pesée du ballon vide et de celui 

contenant le résidu lipidique après évaporation. La teneur en lipides a été exprimée en g de 

lipides pour 100 g de matière fraiche (M.F) d’échantillon.  

 

1.2. Diènes conjugués  

Les diènes conjugués, produits primaires de l’oxydation des lipides, se forment par 

réarrangement des doubles liaisons du radical lipoyle des acides gras polyinsaturés.               

Les diènes conjugués possèdent un maximum d’absorption à  = 233 nm (Klein, 1970 ; 

Corongiu & Banni, 1994). 

 

Protocole 

Un volume d’extrait lipidique, contenant environ 0,5 mg de lipides, a été évaporé sous courant 

d’azote puis repris dans 1 ml d’isopropanol/heptane (3/1, v/v). Les absorbances des échantillons 
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ont été lues à 233 nm et à 214 nm. L’indice de diènes a été obtenu par calcul du rapport des 

absorbances mesurées à ces deux longueurs d’onde (A233/A214). Ce calcul permet de corriger 

les variations de concentrations en lipides liées aux prélèvements, car la longueur d’onde           

214 nm correspond au point isobestique (Klein, 1970). Les analyses ont été réalisées en double 

sur chacun des cinq extraits lipidiques obtenus pour chaque échantillon. 

 

1.3. Hydroperoxydes  

La méthode colorimétrique développée par Eymard et Génot (2003) a été utilisée pour                     

le dosage des hydroperoxydes (ROOH), mettant en œuvre le xylénol orange. Cette méthode 

permet de travailler directement sur l’échantillon sans passer par une extraction des lipides, 

méthode lourde et susceptible de modifier la teneur initiale en hydroperoxydes.                              

Les hydroperoxydes extraits de l’échantillon par le méthanol, en condition d’acidité favorable, 

oxydent  le  Fe2+ (présent dans le réactif) en Fe3+. Ce dernier forme un complexe coloré avec                 

le xylénol orange qui possède un maximum d’absorption à 560 nm.  

 

Protocole 

a. Préparation du réactif de FOX 2 

Le réactif FOX 2 était composé d’une solution (100 M) de xylénol orange (C31H32N2O13 ; 

Fluka, réf. 95615) dans du méthanol contenant 1/10e (v/v) d’une solution aqueuse d’H2SO4             

250 mM (Aldrich, réf. 339741) et de sulfate de fer et d’ammonium 2,5 mM (FeH8N2S2, 6H2O ; 

Fluka, réf. 09719).  

b. Extraction : 

A 3 g d’échantillon pesés précisément ont été ajoutés 30 ml de méthanol froid (4°C) dans un 

tube à centrifugation. Le mélange a été homogénéisé 15 secondes à l’Ultra-Turrax. Après 

centrifugation pendant 20 minutes à 6000 rpm, le surnageant a été filtré à travers un filtre 

Whatman n°1. Enfin, 250 l du filtrat ont été mélangés avec 50 µl de méthanol et 2700 l de 

réactif FOX 2 dans des micro-tubes. Après 50 minutes d’incubation à l’obscurité et à 

température ambiante, les absorbances ont été mesurées en double à  = 560 nm contre le blanc 

composé de 300 l de méthanol et 2700 l de réactif FOX 2. 

Les hydroperoxydes présents dans l’extrait ont été quantifiés par spectrophotométrie faisant  

référence à l’équation (y = 0,0421x - 0,0094) de la droite de la courbe étalon d’hydroperoxydes 

de cumène (CuOOH), qui est réalisée dans le méthanol pour des concentrations variant de 0 à 

20 M. Les résultats ont été exprimés en mmoles Eq CuOOH/kg de matière fraiche (M.F).  
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1.4. TBARS : 

La détermination de la teneur en TBARS a été réalisée par une technique mise au point par 

Génot (1996) et qui est une adaptation des méthodes de Salih et al. (1987) et Bostoglou et al. 

(1994). Les produits secondaires de l’oxydation des lipides les plus couramment dosés sont              

les aldéhydes. L’acide thiobarbiturique (TBA) réagit entre autre avec le malonaldéhyde (MDA) 

pour former un complexe de couleur rose possédant un maximum d’absorption à la longueur 

d’onde 532 nm.  

 

Protocole 

Dans des tubes Falcon (25 ml) déposés dans de la glace pilée ont été ajoutés et homogénéisés à 

l’ultra-Turrax 3 g de chair de tilapia, 100 l de solution de BHT (1 mg/ml) dans de l’éthanol 

(Fluka, réf. 02860) et 16 ml d’acide trichloroacétique (TCA) à 5 % (Sigma-Aldrich, réf. T6399). 

Le broyat a été filtré à travers un filtre plissé. A 2 ml de filtrat ont été ajoutés 2 ml de solution 

d’acide thiobarbiturique (TBA) (Sigma-Aldrich, réf. T5500). Pour les blancs, 2 ml de solution 

de TBA ont été mélangés avec 2 ml de TCA à 5 %. Les tubes ont été fermés et incubés dans un 

bain-marie pendant 30 minutes à 70°C. La réaction a été bloquée par le refroidissement des 

tubes dans un bain d’eau froide. La lecture de l’absorbance des TBARS extraits des 

échantillons par l’acide thiobarbiturique a été effectuée au spectrophotomètre aux longueurs 

d’onde : 508, 532 et 600 nm. Dans le but de minimiser le bruit de fond observé sur les spectres 

d’absorbance et d’améliorer la sensibilité de la méthode, la mesure d’absorbance à                     

max = 532 nm a été corrigée selon la formule (Génot, 1996): 

A532corrigée=A532-[((A508-A600)x(600-532))/(600-508)]-A600 

La conversion de l’absorbance, mesurée à 532 nm, en équivalents de malonaldéhyde (mg/kg 

d’échantillon) a été obtenue en utilisant le coefficient d’extinction molaire du complexe               

MDA-TBA : 1,56.105 M-1.cm-1 (Buedge & Aust, 1978). Le mode de calcul a été le suivant : 

mg équivalent MDA/Kg = (Acorrigée x VTCA x 2 x M.10-2) / (1,56 xm) 

Avec VTCA : volume du solvant d’extraction (16 ml) ; m : masse de l’échantillon analysée (g) ; 

M : masse moléculaire du malonaldéhyde = 72 g.mol-1. 

 

2. Détermination des indices de la protéolyse :   

36 spécimens de tilapias (O. niloticus)  ont  été  fournis  vivants  à  trois  reprise  par  le  CEFRA  

(Tihange, Belgique). Le premier quota (36 poissons) a servi pour l’évaluation de l’ABVT et 

dela TMA. Le second quota a été utilisé pour l’analyse des amines biogènes et enfin le dernier 

quota pour l’analyse sensorielle, l’analyse microbiologique et le pH sur les mêmes sujets.                 
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Dès leur arrivée, les tilapias (140 - 220 g) ont été dispatchés en deux lots avant d’être 

euthanasiés par une dose létale de benzocaïne (Sigma), (200 mg L-1). Le premier lot a été 

conservé  au  réfrigérateur  à  4°C  et  le  second  a  été  maintenu  dans  un  incubateur  à  30°C.                    

Les échantillons à partir des deux conditions de conservation (4°C & 30°C) ont été analysés en 

triplicat (n = 3) pendant le premier jour (24 heures) à 6 heures d’intervalle après le sacrifice.                   

Par la suite, l’échantillonnage (n = 3) a été réalisé quotidiennement jusqu’au 5ème jour pour le 

lot réfrigéré (4°C).  

 

2.1. ABVT & TMA  

La dénomination Azote Basique Volatil Total (ABVT) s’applique à l’ensemble formé par 

l’ammoniac (NH3) et les amines volatiles diméthylamine (DMA) et triméthylamine (TMA).    

La méthode officielle de référence par distillation à la vapeur d’eau selon le règlement européen 

n° 2074/2005 (EU, 2005b) a été utilisée pour extraire l’ABVT, qui a ensuite été dosé par 

titration en retour. Pour doser spécifiquement l’azote généré par la TMA, la même méthode de 

distillation a été appliquée, en ajoutant du formaldéhyde dans le tube à distiller. L’utilisation du  

formaldéhyde permet de bloquer les amines primaires et secondaires (Malle & Tao, 1987). 

Cette technique repose sur le principe d’une extraction des bases azotées volatiles d'un 

échantillon au moyen d'une solution d'acide perchlorique. Après alcalinisation, l'extrait est 

soumis à une distillation à la vapeur et les constituants basiques volatils sont absorbés par un 

récepteur acide. La concentration en ABVT est déterminée par titrage des bases absorbées. 

 

Protocole 

10 g d'échantillon de chair de poisson ont été homogénéisés dans 90 ml d'une solution d'acide 

perchlorique à 0,6 mol/l (Aldrich, réf. 311421) au moyen d'un Ultra-Turrax. L’homogénat a 

ensuite été filtré. Le filtrat a été conservé au réfrigérateur pendant 7 jours avant sa distillation.  

50 ml de l'extrait ont été mis dans un tube de distillation (type Kjeldahl) qui a été 

immédiatement placé dans le dispositif de distillation (Vapodest)). Le réglage préalable de ce 

dispositif a permis le lancement de deux principales étapes successives qui sont l’addition 

automatique de 6,5 ml de solution de NaOH 20 %(Sigma-Aldrich, réf. S8045) dans le tube de 

distillation suivi de 10 minutes de distillation à la vapeur. Le tube d'écoulement de distillation           

a été immergé dans un Erlenmeyer contenant 50 ml d'une solution d'acide sulfurique 0,01 N 

Titrisol® (H2SO4), Merck, réf. 109998), à laquelle ont été ajoutées 3 à 5 gouttes d'indicateur de 

Tashiro (composé de 2 g de rouge de méthyle 1 g de vert de bromocrésol qui sont dissouts dans 

1000 ml d'éthanol à 95 %).  
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La solution finale a été titrée avec une solution NaOH 0,01 N Titrisol® (Merck,réf. 109959) 

contenue dans une burette de 50 ml graduée (1/100 ml).  

Les analyses ont été réalisées en double. Les résultats sont pris en considération si la différence 

entre les deux analyses ne dépasse pas 2 mg/100 g. L’essai à blanc a été effectué en chargeant 

50 ml de solution d'acide perchlorique à la place de l’extrait dans le tube de distillation.           

Le calcul de la concentration a été effectué par l’application de l'équation suivante :  

ABVT (en mg N/100 g) ou TMA (en mg N/100 g) = [(V1 – V0) x 0,14 x 2 x100] / M 

Avec V1 = volume du NaOH à 0,01 mol/l en ml pour l'échantillon ; V0 = volume du NaOH à 

0,01 mol/l en ml pour le témoin ; M = masse de l'échantillon en g. 

Le rendement de l’extraction de la méthode a été vérifié au moyen d’échantillons blancs 

dopés avec 1 ml d’une solution de chlorure d’ammonium (NH4Cl) 5,35 mg/ml (correspondant à 

1,4 mg N). 

 

2.2. Amines biogènes  

Une nouvelle méthode HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography) a été mise au 

point et développée pour déterminer six amines biogènes (putrescine, cadavérine, histamine, 

spermine, spermidine et tyramine) dans la chair du tilapia. L’extraction des amines biogènes à 

partir de la chair du poisson a été réalisée selon la méthode de Lapa-Guimarães & Pickova 

(2004). La dansylation a été adaptée à partir de la méthode chromatographique de Jia et al. 

(2012). 

 

2.2.1. Réactifs  

Les standards d’amines biogène et les réactifs ont été fournis par Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, 

USA) : dihydrochlorure d’histamine (H7250), dihydrochlorure de putrescine (P7505), 

cadaverine (D22606), spermidine (S2626), spermine (S3256) et tyramine (T90344), acide 

trichloroacétique, carbonate de sodium Na2CO3  (451614), ammoniac, acétone (650501), 

chloroforme (650498), diethyle éther (309966), triéthylamine (T0886) et chlorure de dansyle 

(D2625).  

 

2.2.2. Préparation des solutions   

 Solution d’amine biogène de stock :  

Les solutions de stock (SS) des six amines biogènes ont été préparées à une concentration de 

1,5 mg/ml dans du TCA à 5 %. 

 Solution d’amine biogène finale 
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La solution finale (S.F), (15 µl/ml) a été obtenue en diluant 100 fois la solutiond’amine biogène 

de stock (1,5 mg/ml) dans du TCA à 5 %. Les solutions ont été conservées au réfrigérateur 

(4°C).  

 Le chlorure de dansyle a été préparé à une concentration de 2 mg/ml dans de l’acétone. 

 Le pool des six amines biogènes a été préparé à partir de leurs solutions stock dans du 

TCA à 5 % et concentré à 2,5 µg/ml.  

 Pour la préparation des courbes de calibration, en solutions standards, huit solutions 

finales ont été préparées selon les dilutions reprises dans le tableau VIII. Des solutions 

d’amines biogènes concentrées de 2 à 24 ng/2 µl ont été spotées sur la plaque HTPLC afin de 

correspondre à des concentrations ascendantes allant de 25 à 300 ppm obtenues après la 

dansylation pour chaque amine biogène. 

Tableau VIII : Concentrations d’amines biogènes pour la préparation des courbes étalons. 

Solution Dilution Dilution 
totale ng/µl 

Concentrations d’amine 
biogène à spoter 
ng/ 2 µl / 80µg 

d’extrait de chair 

Concentrations d’amine 
biogène à obtenir après 

dansylation 
µg/kg (ppm) 

1 ml Sol A* + 1 ml TCA 5 % 2 50 12 24 300 

1 ml Sol A* + 1,4 ml TCA 5 % 2,4 60 10 20 250 

1 ml Sol A* + 1,66 ml TCA 5 % 2,66 66,6 9 18 225 

0,5 ml Sol A* + 1 ml TCA 5 % 3 75 8 16 200 

0,5 ml Sol A* + 1,5 ml TCA 5 % 4 100 6 12 150 

0,5 ml Sol A* + 2,5 ml TCA 5 % 6 150 4 8 100 

0,25 ml Sol A* + 2,75 ml TCA 5 % 12 300 2 4 50 

0,125 ml Sol A* + 2,875 ml TCA 5 % 24 600 1 2 25 
Sol A* : solution d’amine biogène diluée préalablement à partir de la solution de stock (1,5 mg/ml) :300 µl dans 
7,5 ml TCA 5 % (dilution : 25 fois). 
 
2.2.3. Protocole 

a. Extraction : 

5  g  de  chair  de  poisson  ont  été  homogénéisés  dans  un  tube  Falcon  (50  ml)  contenant  20  ml  

TCA à 5 % (Ultra-Turrax) pendant 1 min. Ensuite, le tube a été centrifugé 10 mn à 4000 rpm à 

18°C puis filtré. Le précipitat a été lavé deux fois avec 10 ml de TCA à 5 %, centrifugé et filtré 

à chaque fois. Le filtrat total a été collecté et complété jusqu’à 50 ml avec du TCA à 5 %.     

Les extraits ont été conservés plusieurs jours dans le frigo. 

 

b. Dansylation : 

Dans des tubes en verre de 10 ml, 1 ml d’extrait ou 1 ml de la solution finale d’amine biogène  

a  été  additionné  de  500  µl  de  solution  de  Na2CO3 saturée et 1 ml de chlorure de dansyle 

(DnsCl). Les tubes ont été scellés et incubés pendant 45 min à 40°C dans un bain-marie.                    
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Ils ont ensuite été retirés et refroidis à température ambiante puis additionnés de 70 µl 

d’ammoniac avant de les laisser agir pendant 10 min. Enfin, les tubes ont été centrifugés10 mn 

à 4000 rpm à 18°C.  

 

c. Dépôt & révélation : 

2 µl de la solution finale ont été spotés manuellement (micropipette) ou automatiquement 

(Figure 16) (en utilisant le CAMAG - Linomat 5 qui est muni d’une seringue Hamilton 1 ml 

pour avoir des spots réguliers) sur plaque HPTLC silica gel G60 (Merk, Darmstadt, Germany) 

10cm x 10cm. Ensuite, les amines biogènes ont été éluées verticalement avec une phase mobile 

constituée  de  chloroforme/  triéthylamine  /  diéthyle  éther  (4  :1  :1)  (v/v/v).  La  plaque  a  été  

séchée avant d’être révélée sous lampe UV ( =254) pour un simple screening ou encore 

scannée pour une quantification grâce à un densitomètre (CAMAG TLC Scanner 3) (Figure 

17). Le densitomètre est piloté par le logiciel WinCat qui permet de traduire l’intensité des 

spots en pics chromatographiques. La méthode quantitative a été optimisée au sein du 

laboratoire de pharmacologie, pharmacothérapie et toxicologie de la faculté de médecine 

vétérinaire de l’université de Liège (ULg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les  amines  biogènes  présentes  dans  les  extraits  de  chair  de  tilapia  ont  été  quantifiées  en  

référence à l’équation de la droite de la courbe de calibration de chaque amine biogène standard 

obtenue séparément (relation entre la surface du pic chromatographique et la concentration de 

l’amine biogène en µg/kg).  

 

Figure 16 : Spoteur automatique     
CAMAG-Linomat 5 (ULg, 2012). 

Figure 17 : Densitomètre CAMAG 
TLC Scanner 3 (ULg, 2012). 
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2.2.4. Evaluation des paramètres de performance de la méthode HPTLC 

Dans un premier temps, les rapports frontaux (Rf) des six amines biogènes ont été mesurés,        

la limite de détection et la linéarité de la méthode ont été déterminées.  

 Le rapport frontal (Rf) représente le rapport entre la distance parcourue par l’amine 

biogène dansylée et la distance parcourue par le front de la phase mobile. Pour ce faire, nous 

avons déposé individuellement les six amines biogènes ainsi que leurs pool sur la même plaque 

HPTLC afin d’identifier leur positionnement. Par la suite nous avons calculé le rapport entre la 

hauteur parcourue de chaque amine et les 8 cm parcourue par la phase mobile.  

 La limite de détection a été déterminée par l’application de concentrations ascendantes 

(5 µg/g - 200 µg/g) de pools des six amines biogène sur la même plaque HPTLC. Par la suite 

nous avons identifié la concentration minimale de révélation.   

 La linéarité de la méthode a été déterminée à partir des courbes de calibration préparées 

en standards d’amines biogènes (paramètre préalablement expliqué dans la partie : préparation 

des solutions dans la page 77). 

Dans le cadre de cette étude, d’autres paramètres de performance de la méthode HPTLC 

ont été également évalués en référence à la décision européenne 2002/657/CE (EC, 2002). 

 La fidélité de la méthode a été évaluée en termes de répétabilité (trois essais réalisés le 

même jour) et de reproductibilité (trois essais réalisés en trois jours différents).                          

Trois concentrations croissantes (50 µg/g, 100 µg/g, 200 µg/g) de chaque amine standard ont 

été testées en triple. 

 La justesse de la méthode (étroitesse de l’accord entre la valeur moyenne obtenue à 

partir d’une large série de résultats d’essai et une valeur de référence acceptée) a été vérifiée 

lors des essais d’évaluation de la fidélité de la méthode. 

 L’exactitude de la méthode (étroitesse de l’accord entre le résultat d’essai et la valeur de 

référence acceptée) a été contrôlée par le dopage d’échantillons blancs de chair de tilapia frais 

avec trois concentrations ascendantes (25, 50 et 100 µg/g) de pools des six amines biogènes 

étudiées. Les analyses ont été réalisées en triple.  

 

3. Analyse microbiologique du tilapia : 

Afin de déterminer la qualité microbiologique du tilapia conservé à température ambiante 

(30°C) et à température de réfrigération (+4°C), la flore aérobie mésophile totale (FMAT) a été 

dénombrée sur la gélose PCA (Plate Count Agar) ensemencée en masse et incubée 72 heures        

à 30°C et les Entérobactéries (ENT) ont été isolées sur la gélose VRBG (Violet Red Bile 
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Glucose Agar) ensemencée en masse et incubée 24 heures à 30°C selon les méthodes ISO 

respectives : 4833-2 et 21528-1.  

La solution mère a été préparée à partir de 25 g de chair de tilapia + peau (en proportions 

naturelles) homogénéisés dans 225 ml d’eau peptonée tamponnée (EPT) au moyen d’un 

stomacher. Les dilutions décimales ont été préparées à partir de la solution mère jusqu’à 

l’obtention de dilutions titrant à 10-4. Les résultats ont été exprimés en log ufc/g.  

 

4. Analyse du pH :  

Le pH (paramètre biochimique et microbiologique) a été mesuré directement à partir du muscle 

de tilapia en utilisant un pH-mètre Knick type 756 combiné à une pH-électrode (Ingold réf. 

104063123) selon la méthode ISO 2917. La valeur moyenne de trois prises sur trois endroits 

différents du muscle a été retenue. 

 

5. Analyse sensorielle : 

L’appréciation  organoleptique  a  été  réalisée  en  triple  sur  des  tilapias  entiers.  Deux  méthodes   

d’analyse sensorielle ont été choisies et combinées afin d’optimiser une nouvelle méthode 

d’index qualité (QIM) adaptée pour le tilapia (Tableau IX). La première méthode a servi pour la 

description des paramètres organoleptiques à partir du système de cotation européen régit par le 

règlement (CE) N° 2406/96 (EU, 1996b). La seconde a servi pour l’attribution des scores de 

démérite selon le schéma de QIM proposé par Baixas-Nogueras et al. (2003). Le test sensoriel              

a été effectué par trois membres scientifiques du laboratoire à six heures d’intervalle pour                

le premier jour de prélèvement puis quotidiennement pour les jours restants de l’expérience               

(5 jours) pour le lot réfrigéré. Trois paramètres physiques ont été principalement appréciés ; 

l’apparence générale (aspect générale de la peau, texture de la chair et présence du mucus),              

les branchies (leur odeur et couleur) et enfin les yeux (leur forme, la clarté de la cornée et la 

couleur de la pupille). Un score de 0 à 3 a été attribué pour chaque paramètre étudié. Un score 

total de 24 point a signifié un rejet organoleptique du poisson. 
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Tableau IX : Schéma de la Méthode d’Index de Qualité (QIM) pour l’analyse sensorielle du Tilapia 
(Oreochromis niloticus) combinant le règlement (CE) N°2406/96 et la méthode de 

Baixas-Nogueras et al., 2003). 
 

 

 

 

 

Paramètre de Qualité Description Score 
Apparence générale 

Peau 

Pigmentation vive et iridescente 0 
Pigmentation vive mais sans éclat 1 

Pigmentation ternie en voie de décoloration 2 
Pigmentation ternie 3 

Consistance de la chair 

Très ferme, rigide 0 
Assez rigide, ferme 1 

Un peu molle 2 
Molle (Flasque) 3 

Mucus cutané 

Aqueux, transparent 0 
Légèrement trouble 1 

Laiteux 2 
Gris jaunâtre, mucus opaque 3 

Yeux 

Cornée 

Transparente 0 
Légèrement Opalescente 1 

Opalescente 2 
Laiteuse 3 

Pupille 

Noire brillante 0 
Noire ternie 1 

Opaque 2 
Grise 3 

Forme 

Convexe 0 
Convexe et légèrement affaissée 1 

Plate 2 
Concave au centre 3 

Branchies 

Couleur 

Vive; pas de mucus 0 
Moins colorée; mucus transparent 1 

Brune / grise se décolorant; mucus opaque et épais 2 
Jaunâtre; mucus laiteux 3 

Odeur 

D'algues marines fraiches; acre, iodée 0 
Absence d'odeur ou odeur d’algues marines, odeur neutre 1 

Odeur grasse un peu sulfureuse, de lard rance ou de fruit pourri 2 
Odeur aigre de putréfaction 3 

Fourchette du score total du rejet sensoriel (points de démérite) : 0 – 24 
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IV. ANALYSES STATISTIQUES  

En fonction du paramètre étudié une analyse statistique a été adoptée.   

1. Analyse statistique des résultats des résidus d’acide oxolinique :  

L’analyse statistique des résultats obtenus lors de l’analyse des deux lots de tilapias contaminés 

avec de l’acide oxolinique a été réalisée avec le système SAS (Statistical Analysis System, 

2000) en utilisant un modéle de type GLM (General Linear Model) et une régression 

quadratique. 

 Dans un premier temps, l’influence des paramètres expérimentaux sur les résultats du 

screening et de l’analyse chromatographique a été analysée.  

Les paramètres expérimentaux ont été : le temps de prélèvement, le lot, le poids des poissons,  

l’O2 dissous, le pH de l’eau, le taux de nitrite, le taux de nitrate et le taux d’ammoniac. 

 Dans un second temps, la comparaison entre les deux lots de tilapias contaminés a été 

analysée.  

 Enfin,  la  corrélation  entre  les  deux  méthodes  d’analyse  et  entre  les  deux  résultats  

(screening & chromatographie) a été testée en calculant le coefficient de corrélation linéaire 

selon le test de Pearson.  

 

2. Analyse statistique des résultats des résidus de la 17 -MT  

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel SAS (Statistical Analysis System, 

2000). L’effet du temps sur la concentration résiduelle de MT dans les lots traités a été analysé 

par un modèle de type General Linear Model (proc GLM ; SAS, 2000).  

Le test de Chi-2 ( 2) a été utilisé pour démontrer la différence statistique significative du 

taux d’inversion sexuelle (P < 0,05) entre les lots traités et le contrôle. 

 

3. Analyse statistique des résultats des paramètres physico-chimiques, organoleptiques et 

microbiologiques :   

En  fonction  du  paramètre  étudié,  3  ou  5  spécimens  (n  =  3  ou  n  =  5)  ont  été  analysés.                  

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel SPSS 17.0 pour Windows (SPSS 

Inc., Chicago, III., USA). Dans tout les cas, les statistiques descriptives (moyennes ± écarts 

types)  ont  été  utilisées  pour  décrire  l’ensemble  des  résultats.  Les  résultats  ont  été  

statistiquement interprétés par l’analyse de la variance (test paramétrique Anova 1).                        

La différence entre les moyennes a été déterminée par le test de Tukey (P < 0,05). 

La corrélation entre les différents paramètres analytiques a été testée par le coefficient 

de corrélation linéaire selon le test de Pearson.  
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I. DEMARCHE HACCP 

1. Evaluation des programmes préalables à l’HACCP 

 L’exploitation algérienne de tilapiculture "Fat-Steppes" est situé à la périphérie de la 

commune de Ain Skhouna (dont la traduction française signifie : source chaude) à 90 Km de la 

wilaya de Saida et à plus de 260 km de la Wilaya d’Oran- Ouest algérien. Elle est dans une 

zone steppique, à vocation agricole qui est connue pour sa source séculaire d’eau douce          

(le chott El-Chergui), à haut débit et naturellement chaude (30°C). Cette ferme privée a 

bénéficié du soutien de l'état au titre du programme national de développement de l'aquaculture 

(PNDA). Fat-Steppes s'étend sur sept hectares et dispose d’une trentaine d’étangs qui puisent 

leur eau directement de la nappe phréatique du grand chott "El-Chergui".  

Cette ferme aquacole a été conçue pour assurer une capacité de production estimée à 600 tonnes 

de tilapia et 10 millions d'alevins par an en fonction de la demande. Concrètement,                           

la production annuelle s’est limitée à une centaine de tonnes de poisson et un million d’alevins 

depuis 2008. La ferme fonctionne avec un effectif assez restreint : un gérant, 02 techniciens 

permanents et deux ouvrières pour le conditionnement des poissons. L’entreprise fait appel à un 

technicien égyptien expérimenté (prestataire) pour assurer l’étape de reproduction et l’inversion 

sexuelle des juvéniles de tilapia au mois d’avril de chaque année. Elle prévoit également des 

stagiaires et de la main d’œuvre supplémentaires lors de l’écoulement final des tilapias vers le 

mois d’octobre.  

 

Le Plan 1 illustre la conception globale de "Fat-Steppes" et la répartition des différentes 

zones d’activité. 

A travers ce plan, nous pouvons distinguer une vaste exploitation aquacole grillagée où 

les zones d’activités sont bien réparties. Il existe un bâtiment spécial pour la fabrication des 

aliments. La ferme fabrique son propre aliment d’élevage, elle dispose d’une machine 

granuleuse, de silos de stockage des matières premières et des salles de stockage de l’aliment à 

température ambiante.  

La ferme détient une base de vie à l’étage qui est composée d’un réfectoire, d’un dortoir et d’un 

vestiaire avec douches et sanitaires.  

Le bloc mitoyen représente l’administration avec des moyens informatiques de logistique.                

Un autre bloc plus isolé représente l’espace de conditionnement. Ce dernier renferme une 

grande chambre froide, un générateur de glaces pilées (alimentée par de l’eau douce), des plans 

de travail bâtis et un sas pour les caisses. Ce bloc possède une seule et unique porte qui sert 

d’entrée pour les tilapias (fraichement pêchés dans les étangs de grossissement) et de sortie 
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pour les caisses pleines de poissons entiers et recouvert de glace. On constate l’absence de 

pédiluve à l’entrée, les ouvrières ne respectent pas les bonnes pratiques d’hygiènes de bases 

(port de gants, de tenues spéciales, de charlottes…).  

Plus loin, une trentaine d’étangs pour le grossissement des tilapias sont disposés en parallèle sur 

trois lignes et fonctionnent en circuit ouvert alimenté avec une eau naturellement chaude                 

(26°C - 29°C) qui prend source à partir du grand Chott "El-Chergui".  

A proximité des étangs, six grandes serres sont alignées sur trois rangées en parallèle. Les trois 

premières contiennent des bassins rectangulaires qui servent pour la reproduction, pour le 

traitement hormonal et pour le pré-grossissement des juvéniles de tilapia. Les autres serres 

renferment des bassins circulaires de pré-grossissement ou pour le stockage des reproducteurs. 

Les serres sont branchées dans un circuit fermé qui est alimenté en eau filtrée mécaniquement 

et biologiquement à renouvellement régulier. Les installations sont munies d’oxygénateurs et de 

distributeurs d’aliments automatiques.  

 Un vide sanitaire annuel est réalisé après chaque cycle d’élevage (du mois d’avril au 

mois d’octobre), pendant lequel toutes les infrastructures sont désinfectées et nettoyées.  

Le flux du personnel est désordonné et représente une source de contamination croisée entre les 

différents secteurs d’activités.  

Les effluents à partir des étangs ne subissent aucun traitement mécanique (ni décantation, ni 

filtration). Les eaux rejetées contribuent à l’irrigation de fermes agricoles voisines et servent de 

fertilisants naturels (fèces et reste d’aliment de tilapias).   

Mis à part les eaux d’élevage et les eaux de rinçage des poissons avant conditionnement,                    

il n’existe pas d’autres déchets au sein de cette ferme aquacole car les poissons sont vendus 

frais, entiers et non éviscérés.  
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Plan1 : Ferme de tilapiculture "Fat-Steppes" de l’Ouest algérien 
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2. Application du système HACCP 

2.1. Caractérisation du tilapia produit dans l’Ouest algérien 

2.1.1. Composition et caractéristiques chimiques de la chair du tilapia :  

Les résultats de l’analyse de la composition chimique du tilapia (O. niloticus) produit en 

Algérie sont repris dans le tableau X et comparés à ceux de la littérature.  

 
Tableau X : Résultats de la composition chimique du tilapia produit à Fat-Steppes comparés à ceux 

de la littérature. 
 Humidité (%) Protéines (%) Lipides (%) Cendres (%) 

Tilapia d’Algérie 
(cette étude) 

80,7± 0,40 17,3 ± 0,40 0,33 ± 0,03 0,59 ± 0,12 

Tongnuanchan et al. 2011 85,73 ± 0,93 13,19 ± 0,66 1,08 ± 0,05 0,49 ± 0,05 

Emire & Gebremariam, 2009 79,87 ± 0,01 18,52 ± 0,08 0,98 ± 0,01 0,37 ± 0,01 

Ibrahim & El-Sherif, 2008 78,99 ± 0,37 17,42 ± 0,15 2,72 ± 0,23 0,85 ± 0,09 

Moyenne ± Ecart-type (n = 3). 

 

Les résultats obtenus démontrent une importante proportion de protéines chez le tilapia 

(Oreochromis niloticus) produit localement. Elle est de l’ordre de 17,3 %. La proportion 

lipidique du tilapia algérien est très faible, elle est inférieur à 0,5 %. La majeure proportion du 

tilapia est marquée par le taux élevé de l’humidité (> 80 %). L’activité de l’eau, facteur 

déterminant pour la croissance bactérienne, est de l’ordre de 0,99 dans l’Oreochromis niloticus 

algérien.  

 

2.1.2. Profil en acides aminés : 

Le tableau XI reprend les valeurs des acides aminés (exprimés en grammes d'acide aminé par 

100 grammes de matière fraîche) du tilapia produit en Algérie comparés à ceux de la littérature. 

Nos résultats sont exprimés avec la molécule d’eau d’hydrolyse (acide aspartique pour 

asparagine et acide glutamique pour la glutamine). 

Les résultats obtenus révèlent un profil en acides aminés du tilapia algérien plutôt appréciable. 

18 acides aminés ont été détectés et quantifiés. Le profil protéique comprend les huit acides 

aminés essentiels (la lysine, la valine, la leucine, l’isoleucine, la thréonine, la phénylalanine,            

la méthionine, et le tryptophane) dont les proportions moyennes varient entre un minimum de 

0,95 ± 0,02 g pour le tryptophane et un maximum de 7,80 ± 0,02 g pour la lysine. Il comprend 

aussi le groupe des acides aminés dits semi-essentiels qui est composé d’arginine et d’histidine 

avec des proportions moyennes de l’ordre de 5,70 g et 2,62 g respectivement.                                    

Les valeurs des huit acides aminés non-essentiels (l’acide glutamique, l’acide aspartique, 

http://www.acides-amines.com/les-acides-amines/methionine.html
http://www.acides-amines.com/les-acides-amines/arginine.html
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l’alanine, la glycine, la serine, la tyrosine, la proline et la cystéine) quantifiables restants 

fluctuent entre 1,18 g pour la cystéine et 12,01 g l’acide glutamique.  

 

Tableau XI : Profil en acides aminés du tilapia (O. niloticus) produit à Fat-Steppe comparé à ceux de 
la littérature (g/100 g MF). 

Acides aminés 
Tilapia 
Algérie 

 (cette étude) 

Al-Kahtani et al. 
1998 

Paschoalick et al. 
2003 

Gonzales Jr & Brown 
2006 

Acide aspartique 8,18 ± 0,02 12,1 ± 0,1 9,20 ± 0,03 2,73 
Thréonine* 4,27 ± 0,01 4,3 ± 0,3 4,18 ± 0,01 1,51 

Serine 3,72 ± 0,01 3,7± 0,3 3,48 ± 0,02 1,55 
Acide Glutamique 12,01 ± 0,02 22,5 ± 0,7 14,69 ± 0,03 4,41 

Proline 2,72 ± 0,05 ND 3,03 ± 0,06 1,86 
Hydroxyproline ND ND ND 0,63 

Glycine 4,04 ± 0,05 5,0 ± 0,1 3,97 ± 0,03 2,43 
Alanine 4,91 ± 0,00 6,8± 0,0 5,50 ± 0,12 2,11 
Arginine 5,70 ± 0,02 2,7 ± 0,3 6,15 ± 0,00 2,01 
Valine* 4,64 ± 0,02 4,2 ± 0,2 4,29 ± 0,10 1,27 

Isoleucine* 4,32 ± 0,00 4,8 ± 0,2 4,19 ± 0,14 1,23 
Leucine* 6,84 ± 0,01 12,5 ± 0,7 7,35 ± 0,04 2,21 
Tyrosine 3,26 ± 0,00 3,0 ± 0,1 2,84 ± 0,06 0,96 

Phénylalanine* 3,70 ± 0,01 4,0 ± 0,0 3,55 ± 0,08 1,03 
Histidine 2,62 ± 0,02 3,4 ± 0,0 2,05 ± 0,03 0,76 
Lysine* 7,80 ± 0,02 3,3 ± 0,7 8,65 ± 0,07 2,19 

Méthionine* 2,90 ± 0,02 1,9 ± 0,1 2,30 ± 0,00 1,16 
Cystine 1,18 ± 0,02 ND 0,78 ± 0,06 0,41 

Tryptophane* 0,95 ± 0,02 1,3 ± 0,0 ND 0,2 
Moyenne ± Ecart-type (n = 2). ND : non détécté. * acides aminés essentiels.  
 
 
2.1.3. Profil en acides gras : 

Le tableau XII illustre les valeurs des acides gras (exprimés en % des acides gras totaux) du 

tilapia produit à Fat-Steppes (Ouest d’Algérie), du CEFRA et ceux de la littérature. Il reprend 

aussi leurs pourcentages en lipides totaux respectivement.  

Un ensemble de 13 acides gras a été détectés et quantifiés par GC-MS. Le pourcentage de 

l’ensemble des acides gras polyinsaturés (AGPI) prédomine le profil lipidique du tilapia produit 

en Algérie. Il est estimé à 57,93 %, contre une proportion de 29,44 % en acides gras saturés 

(AGS) et 12,63 % en acides gras monoinsaturés (AGMI). L’acide palmitique (AGS) à                  

19,43 ± 0,44 % représente la proportion la plus importante de ce profil lipidique. Il est suivi par 

l’acide arachidonique (17,37 ± 1,16) et l’acide linoléique (13,55 ± 0,45) du groupe des n-6 des 

AGPI. L’acide élaïdique représente la proportion la plus importante du groupe des AGMI.               

Le rapport moyen de l’ensemble des n-3 / n-6 est de l’ordre de 0,46 ± 0,03. 
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Tableau XII : Profil en acides gras et en lipides totaux du tilapia (O. niloticus) produit à Fat-Steppes 
comparé au tilapia produit au CEFRA et à ceux de la littérature (% des acides gras totaux). 

 
23  acides  gras  ont  été  déterminés  dans  le  tilapia  produit  en  Algérie  et  au  CEFRA.  AGS  :  acides  gras  saturés  ;  
AGMI : acides gras monoinsaturés ; AGPI : acide gras polyinsaturés ; / : non détecté ; CEFRA : Centre de 
Formation et de Recherche en Aquaculture (Tihange- Belgique). 
 

Acides gras Tilapia 
Algérie 

Tilapia 
CEFRA 

De Souza 
et al. 
2007 

Suloma 
et al. 
2008 

Elagba & 
Al-Sabahi 

2011 

Navarro 
et al. 
2012 

Dhanapal 
et al. 
2012 

Palmitique 
C16:0 19,43 ± 0,44 23,07 ± 0,03 14,8 ± 0,7 23,92 ± 0,40 24,23 24,64 ± 1,2 28,26 ± 0,27 

Stearique 
C18:0 10,01 ± 0,32 8,21 ± 0,01 5,9 ± 0,5 9,23 ± 0,55 22,48 6,16 ± 0,22 8,41 ± 0,12 

 AGS 29,44 ± 0,13 31,28 ± 0,02 23,5 ± 0,9 35,67 ± 0,24 64,24 37,27 46,62 ± 0,36 
Palmitoleique 

C16:1n-7 1,38 ± 0,09 4,86 ± 0,31 1,6 ± 0,4 2,21 ± 0,45 12,63 4,34 ± 0,18 9,38 ± 0,02 

Elaïdique 
C18:1n-9 11,26 ± 0,32 13,08 ± 0,37 21,1 ± 1,6 3,33 ± 0,40 3,85 34,09 ± 1,33 20,65 ± 0,01 

 AGMI 12,63 ± 0,47 17,94 ± 0,06 33,4 ± 1,1 12,00 ± 0,62 21,38 41,22 36,03 ± 0,04 
Linoléique 
C18:2n-6 13,55 ± 0,45 8,46 ± 0,05 29,2 ± 1,6 1,43 ± 0,09 1,53 13,30 ± 0,62 9,23 ± 0,01 

L  –Linoléique 
C18:3n-6 1,73 ± 0,22 / 1,3 ± 0,1 0,41 ± 0,02 0,87 0,27 ± 0,02 / 

Eicosadienoique 
C20:2n-6 2,11 ± 0,20 / 2,1 ± 0,3 0,19 ± 0,02 0,16 / / 

Eicosatrienoique 
C20:3n-6 4,83 ± 0,02 5,01 ± 0,03 1,3 ± 0,1 0,50 ± 0,02 1,05 / 1,17 ± 0,01 

Arachidonique 
C20:4n-6 17,37 ± 1,16 7,64 ± 0,01 4,0 ± 0,6 9.36 ± 0.47 / / 2,05 ± 0,09 

 n-6 39,60 ± 1,18 21,11 ± 0,07 43,1 ± 2,1 17,69 ± 0,26 4,69 13,57 12,19 ± 0,21 
Lenolenique 

C18:3n-3 1,79 ± 0,25 / 1,2 ± 0,.2 0,56 ± 0,08 / 0,60 ± 0,1 2,41 ± 0,02 

Eicosapentaenoique 
C20:5n-3 2,40 ± 0,32 4,79 ± 0,17 / 4,52 ± 0,42 / 0,51 ± 0,1 0,31 ± 0,02 

Docosapentaenoique 
C22:5n-3 3,88 ± 0,35 7,82 ± 0,17 0,5 ± 0,1 5,06 ± 0,43 / / 0,77 ± 0.01 

Docosahexaenoique 
C22:6n-3 10,26 ± 0,33 17,07 ± 0.45 2,0 ± 0,5 16,27 ± 0,30 3,96 / 0,89 ± 0,02 

 n-3 18,33 ± 0,59 29,68 ± 0,11 3,9 ± 0,6 27,07 ± 0,15 9,53 1,29 4,92 ± 0,02 

 n-3 /  n-6 0,46 ± 0,03 1,41 ± 0,01 0,09 ± 0,01 1,53 ± 0,02 2,03 0,10 ± 0,01 0,40 ± 0,01 

 AGPI 57,93 ± 0,59 50,78 ± 0,04 15,6 ± 2,0 44,76 ± 0,40 14,38 17,05 17,11 ± 0,23 

Lipide totaux (%) 0,33 ± 0,03 1,78 ± 0,11 1,1 2,54  ± 0,27 / / / 
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Reproduction  
&

Ecloserie (1 mois) 

Alevinage
(1 mois)

Grossissement (5 mois)
(Taille marchande) 

Pêche
(1 heure)

Conditionnement (1 heure) 
&

Transport * 

Commercialisation 
(12 heures) 

(poisson frais)

2.2. Etablissement du diagramme de production 
Le diagramme de production (Figure 18) établi dans le cadre de notre travail, permet de distinguer 06 étapes successives depuis la reproduction 

des tilapias jusqu’à leur commercialisation. Les trois premières étapes (en rouge) représentent la phase anté mortem et les trois dernières étapes 

(en bleu) représentent la phase post mortem. La durée de chaque étape est mentionnée sur le diagramme. Les intrants qui interviennent dans le 

flux de production sont recensés et indiqués sur l’étape correspondante. Il s’agit de l’eau et des aliments d’élevage, les médicaments vétérinaires 

(antibiotiques et hormone), le filet de pêche, les caisses et la glace du conditionnement, le moyen de transport (camion frigorifique) et l’étalage 

lors de la commercialisation. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 18 : Diagramme de production du tilapia "O. niloticus" selon la démarche HACCP (étape 4) 

* La durée du transport dépendra de l’itinéraire pour se rendre au point de vente.  
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II. SURVEILLANCE DES DANGERS PENDANT LA PHASE ANTE-MORTEM 

1. Résidus d’antibiotiques : 

1.1. Adaptation d’une méthode de screening microbiologique pour la détection de résidus de 

fluoroquinolones et de tétracyclines dans la chair de tilapia - mini validation   

1.1.1. Contrôle de qualité du test microbiologique :  

Lors de la préparation des milieux microbiologiques (gélose à pH 6,5), les contrôles négatifs 

(disque contenant 50 µl de méthanol) étaient bien négatifs, aucune zone d’inhibition n’a été 

décelée. Les contrôles positifs ont montrés les largeurs des zones d’inhibition suivantes :       

9,81 ± 0,91 mm autour du disque 1 (contenant 50 µl de la solution standard intermédiare 

d’antibiotique) et 9,54 ± 0,94 mm autour du disque 2 (contenant 50 µl de la solution standard 

intermédiare d’antibiotique + 20 µl de NaOH à 1 %) pour l’acide oxolinique. 9,47 ± 1,32 mm 

autour du disque 1 et 3,58 ± 1,56 mm autour du disque 2 pour l’oxytétracycline. 

 

1.1.2. Etude préliminaire de la capacité de détection du test microbiologique (CC ) : 

Les résultats des tests préliminaires, réalisés en triple, lors de l’application du protocole de 

Dang et al. (2010) sur des échantillons blancs (chair de tilapia non contaminé) dopés avec les 

huit antibiotiques d’intérêt sont repris dans le Tableau XIII.  

 
Tableau XIII : Test préliminaire de la capacité de détection "CC " de huit antibiotiques dans la chair 

de tilapia en appliquant la méthode de Dang et al. (2010). 

Antibiotique LMR * 
(µg/kg) 

Concentration testée Largeur de la zone 
d'inhibition (mm) (n = 3) 

(µg/kg) Fraction de la 
LMR Disque 1 Disque 2 

(+ NaOH) 
FLUOROQUINOLONES 

Acide oxolinique 100 95 0,95 1,65 ± 0,18 1,17 ± 0,25 

Ciprofloxacine 100 95 0,95 0,73 ± 0,34 1,76 ± 0,43 

Enrofloxacine 100 65 0,65 1,34 ± 0,48 3,50 ± 0,29 

Fluméquine 600 80 0,13 1,84 ± 0,07 0 

TETRACYCLINES 
Oxytétracycline 100 75 0,75 1,91 ± 0,13 0 

Doxytétracycline 100 25 0,25 1,73 ± 0,10 1,62 ± 0,62 

Chlortétracycline 100 25 0,25 2,80 ± 0,71 0 

Tétracycline 100 60 0,6 2,1 0 

Blancs  0  0 0 
*Règlement (EU) n°37/2010. 

 

La capacité de détection du test microbiologique pour la famille des tétracyclines variait entre 

0,25 fois la LMR (doxytétracycline) et 0,75 fois la LMR (oxytétracycline).                                 
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Pour les fluoroquinolones les résultats étaient partagés. L’enrofloxacine et la fluméquine étaient 

détectés avec une capacité de détection de 0,65 fois la LMR et 0,13 fois la LMR 

respectivement. Quant à l’acide oxolinique et la ciprofloxacine la capacité de détection se 

situait au niveau de la LMR (0,95).  

 

1.1.3. Optimisation de la capacité de détection du test microbiologique (CC ) : 

Le tableau XIV reprend les résultats du test du screening microbiologiques après optimisation. 

C'est-à-dire, reconstitution de l’extrait final d’antibotique dans 200 µl de méthanol au lieu des 

250 µl de méthanol préconisés dans le protocole de base de Dang et al. (2010).  

 

Tableau XIV : Détermination de la capacité de détection par la méthode microbiologique après 
adaptation. 

Antibiotique 
LMR * Concentration testée Largeur de la zone 

d'inhibition (mm) (n = 20) 
Capacité de 

détection CC  
exprimée en Fraction 

de la LMR (µg/kg) (µg/kg) Fraction de la 
LMR Disque 1 Disque 2 

(+ NaOH) 
FLUOROQUINOLONES 

Acide oxolinique 100 75 0,75 2,03 ± 0,32 1,09 ± 0,39 0,75 

Ciprofloxacine 100 80 0,8 0 1,82 ± 0,29 0,8 

Enrofloxacine 100 30 0,3 0,60 ± 0,17 1,85 ± 0,19 0,3 

Fluméquine 600 75 0,13 1,71 ± 0,15 0 0,13 

TETRACYCLINES 
Oxytétracycline 100 65 0,65 1,59 ± 0,06 0 0,65 

Doxytétracycline 100 15 0,15 1,86 ± 0,20 0,4 ± 0,37 0,15 

Chlortétracycline 100 15 0,15 1,98 ± 0,33 0 0,15 

Tétracycline 100 35 0,3 1,69 ± 0,16 0 0,3 

Blancs  0 0 0 0  
n = 20, moyenne et écart-type sont calculés pour chaque antibiotique.  
*Règlement (EU) n°37/2010. 
 
La capacité de détection "CC " de la méthode est inférieure aux LMR pour chacun des huit 

antibiotiques testés. Néanmoins, cette capacité est plus importante pour les tétracyclines et varie 

entre 0,15 et 0,65 fois la LMR. Pour les fluoroquinolones, la CC  varie entre 0,3 et 0,8 fois la 

LMR. 

On constate que la capacité de détection a été améliorée par rapport aux tests 

préliminaires d’un minimum de 0,05 fois la LMR pour la fluméquine à 0,3 fois la LMR pour 

l’enrofloxacine. Cette dernière a été améliorée d’un peu plus que deux fois (la CC  est passée 

de 0,65 fois la LMR à 0,3 fois la LMR). Quant à la CC  de l’acide oxolinique, elle est passée 

de 0,95 fois la LMR à 0,75 fois la LMR.   
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La Figure 19, illustre la différence de résultat observée lors de l’analyse de deux extraits 

de chair de tilapia fortifiée avec 100 µg/kg d’acide oxolinique repris respectivement dans       

250 µl (volume préconisé dans le protocole de Dang et al., 2010) et 200 µl (volume optimisé) 

de méthanol, et confirme l’amélioration de la sensibilité du test.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 19 : Résultats du screening microbiologique (pH 6) de chair de tilapia contaminée avec                 
100 µg/kg d’acide oxolinique. 

A: extrait reconstitué dans 250 µl de méthanol, B: extrait reconstitué dans 200 µl de méthanol,  
1 : 50 µl d’extrait, 2 : 50 µl d’extrait + 20 µl NaOH à 1 %.  
 
1.1.4. Evaluation des paramètres de performance de la méthode microbiologique : 

Les résultats des paramètres de performance du screening microbiologique sont représentés 

dans le Tableau XV. La méthode optimisée démontre une spécificité de 100 %, une sensibilité 

d’un minimum de 95 % et une exactitude d’un minimum de 97,5 % pour l’enrofloxacine,           

la fluméquine et la doxytétracycline. Pour les autres antibiotiques et en particulier l’acide 

oxolinique, toutes les performances sont de 100 %. 

Tableau XV: Performances de la méthode microbiologique adaptée. 

* Règlement (UE) n° 37/2010. ** 100 µg/kg pour la somme de ciprofloxacine et d’enrofloxacine. 
*** LMR pour la viande (pas de LMR pour le poisson). 
**** mesurés sur 20 échantillons "blancs". 

Antibiotique LMR * 
(µg/kg) 

Capacité de 
détection CC  
(fraction de la 

LMR) 

Nombre 
de 

Positifs 
N+ 

Nombre 
de 

Négatifs 
**** N- 

Performance de la méthode 

Spécificité 
(%) 

Sensibilité 
(%) 

Exactitude 
(%) 

FLUOROQUINOLONES 
Acide oxolinique 100 0,75 20 20 100 100 100 

Ciprofloxacine ** 100 0,8 20 20 100 100 100 

Enrofloxacine ** 100 0,3 19 20 100 95 97,5 

Fluméquine 600 0,17 19 20 100 95 97,5 

TETRACYCLINES 
Oxytétracycline 100 0,65 20 20 100 100 100 

Doxytétracycline *** 100 0,15 19 20 100 95 97,5 

Chlortétracycline 100 0,15 20 20 100 100 100 

Tétracycline 100 0,3 20 20 100 100 100 

1 

1 

2 

2 

A B  

1 

1 

2 

2 
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1.2. Mise au point d’une méthode de confirmation chromatographique de l’acide oxolinique 

par HPLC-UV  

Une méthode LC-MS était déjà disponible au laboratoire d’analyse des denrées alimentaires 

"LADA" pour l’analyse des quinolones au moyen d’un équipement LC-MS de type triple-quad 

(Danyi et al., 2010).  

Dans ce travail, nous avons voulu développer une méthode LC-UV, plus accessible pour un 

laboratoire de contrôle algérien, qu’une méthode nécessitant la spectrométrie de masse.  

Pour ce faire, nous avons utilisé un équipement HPLC disponible au "LADA", muni d’un 

détecteur UV, mais également d’un détecteur par spectromètre de masse (de type "ion trap"),          

ce qui nous a permis de tester en parallèle les deux types de détection sur le même extrait 

d’échantillon injecté en LC. 

 

1.2.1. Optimisation de la méthode de détection LC-UV-MS : 

Le résultat de la linéarité a été vérifié en se basant sur les coefficients de détermination R2, 

calculés par régression linéaire sur la moyenne de trois courbes. Le résultat moyen obtenu a été 

R2 = 0,999 pour la détection UV et R2 = 0,995 pour la détection MS (Figure 20). Ce résultat de 

linéarité indique que l’analyse quantitative fonctionne bien pour les deux modes de détection 

(UV et MS).  

 

 

 

 

 

Figure 20 : Courbes de calibration moyennes réalisées à partir de la chair du tilapia fortifiée avec 
des concentrations croissantes en acide oxolinique, détectée par UV et MS. 

 
 

Un chromatogramme (MS) repris dans la Figure 21 montre le pic de l’acide oxolinique 

et le standard interne (loméfloxacine) à des temps de rétentions respectifs de 7,55 min et 

5,47 min.   
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Figure 21: Chromatogramme obtenu lors de l’analyse par LC-MS de la chair du tilapia fortifiée avec 
de l’acide oxolinique à la concentration de LMR/20 (5 µg/kg). 

OXO : acide oxolinique, IS : standard interne.  
 

Nous avons constaté après un essai préliminaire sur des tilapias du lot 1 de l’expérience 

de contamination par l’acide oxolinique, que les échantillons sont très concentrés en acide 

oxolinique. De telles concentrations encrassent le spectromètre de masse très rapidement.                 

Nous avons donc opté pour la seule détection UV, compatible avec les quantités injectées et 

avec les équipements d’analyse dans les laboratoires algériens.  

 

1.2.2. Evaluation des paramètres de performance de la méthode LC-UV :  

 Les résultats repris dans le Tableau XVI, démontrent que les valeurs de la justesse 

calculées pour les cinq concentrations en acide oxolinique dans la chair se retrouvent dans 

l’intervalle  toléré.  Par  contre,  trois  concentrations  (25,  50  et  100  µg/kg)  parmi  les  cinq  

concentrations en acide oxolinique testées dans le sérum sont hors intervalle.  

 

 Les résultats de l’écart-type relatif obtenus pour la moyenne des concentrations obtenues 

sur les trois séries d’analyses sont illustrés dans le Tableau XVI. Il s’avère que pour les deux 

matrices, toutes les valeurs calculées de la variance (RSD) sont inférieures à 23 %.  

 

 

 

 

 

OXO 

IS 
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Tableau XVI : Justesse et fidélité de la méthode LC-UV (n = 3). 

 

Concentration 
théorique 
(µg / kg) 

Concentrations calculées (µg / kg) 
Moyenne SD R.S.D % 

(Fidélité *) 
Justesse % 

** Courbe 1 Courbe 2 Courbe 3 

Chair 

25 21 25 32 26 5,67 21,87 + 3,7 

50 53 43 57 51 7,17 14,08 + 1,78 

100 101 101 106 103 2,84 2,77 + 2,72 

150 162 145 122 143 19,99 13,98 - 4,71 

200 190 211 187 196 12,98 6,62 - 1,93 

Sérum 

25 27 43 37 36 7,89 22,02 + 43,41 

50 52 69 46 56 11,61 20,88 + 11,15 

100 85 74 62 74 11,59 15,7 - 26,16 

150 141 156 132 143 12,25 8,57 - 4,68 

200 205 173 192 190 16,34 8,61 - 5,08 

 
* Fidélité déterminée en conditions de reproductibilité R.D.S (%) < 23 % (EC, 2002). 
** Intervalle de Justesse: - 20 % à + 10 % (EC, 2002). 

 
 Limite de quantification (LOQ) : Nous avons fixé arbitrairement la limite de 

quantification comme étant la concentration correspondant au 1er point de la courbe de 

calibration (hors 0), à savoir MRL/20 (c'est-à-dire 5 µg/kg).  

 

 Limite de détection (LOD) :  Nous avons considéré arbitrairement cette valeur égale à 

LOQ/2 ce qui implique que pour notre méthode la valeur du LOD est égale à 2,5 µg/kg dans les 

deux matrices.  

 

 La linéarité a été vérifiée en se basant sur les coefficients de détermination R2, calculée 

par régression linéaire. Le résultat moyen obtenu pour trois courbes de calibration est               

R2 = 0,999 pour la chair et R2 = 0,989 pour le sérum. On constate que les deux courbes 

moyenne se superposent, ce qui indique que l’effet matrice est similaire dans le cas de la chair 

et dans le cas du sérum (Figure 22). 
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Figure 22: Courbes de calibration moyennes réalisées à partir de sérum et de la chair du tilapia dopé 

avec des concentrations croissantes en acide oxolinique. 
La moyenne de trois répétitions est calculée pour chaque matrice. L’équation de la régression linéaire et le 
coefficient de détermination (R2) de chaque matrice est indiquée pour chaque courbe moyenne.                                 
La réponse = Aire de l’analyte / l’aire du standard interne (IS).  
 

 Le Tableau XVII reprend les valeurs du temps de rétention relatif (TRR) de l’OXO 

mesuré  dans  les  deux  lots  analysés  de  chair  et  de  sérum de  tilapia.  Pour  la  première  matrice,  

tous les résultats sont inferieurs à l’écart toléré de 2,5 %. Par contre dans le sérum, 4 points du 

deuxième lot sont hors intervalle. 

Tableau XVII: Ecart du TRR de l’acide oxolinique dans la chair et le sérum du tilapia au TRR 
moyen de la courbe de calibration. 

Echantillon 
Ecart entre le TRR de l’OXO mesuré dans l’échantillon et le TRR moyen 

de l’OXO de référence (%) 
Lot 1 Chair Lot 2 Chair Lot 1 Sérum Lot 2 Sérum 

1 -0,94 0,04 -0,63 -2,24 

2 -1,16 0,13 -0,77 -1,14 

3 0,11 -0,1 -1,6 -3,22 

4 -1 -0,08 0,47 0,19 

5 0,22 -0,35 0,56 -1,25 

6 -0,21 -0,38 -0,73 -1,64 

7 -0,56 -0,33 1,02 -2,84 

8 -1,03 -0,52 0,21 -2,97 

9 -1,35 0,81 -0,72 0,24 

10 -0,9 0,51 0,73 -2,71 

11 -1,15 -0,11 0,2 -0,53 

12 -0,76 -0,12 0,65 -0,09 

13 -0,87 -0,06 0,78 0,3 

14 -0,67 -0,11 0,07 -0,03 

15 -0,57 -0,11 0,57 0,16 

16 -0,37 0,02 -0,2 0,21 
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Le temps de rétention de l’acide oxolinique fluctue entre 6,95 et 7,46 min et celui du S.I entre 

9,28 et 9,73 min.  

La Figure 23 montre un chromatogramme obtenu lors de l’analyse par HPLC-UV de chair  de 

tilapia dopé à MRL/2 (50 µg/kg) ; sur celui-ci les temps de rétention de l’acide oxolinique et du 

S.I y sont illustrés.  

 

Figure 23 : Chromatogramme obtenu lors de l’analyse par HPLC-UV de la chair de tilapia contenant 
de l’acide oxolinique à une concentration de 50 µg/kg. 

 

 La figure 24 illustre la présence du pic du standard interne et l’absence du pic de l’acide 

oxolinique lors de l’analyse par HPLC-UV de chair de tilapia témoin. On constate qu’au temps 

de rétention de l’acide oxolinique (~ 7,40 min) qu’aucun pic n’est présent dans le 

chromatogramme alors que le pic du standard interne est bien visible (~ 9,46 min). 

Figure 24 : Chromatogrammes HPLC-UV des témoins de chair et de sérum du tilapia. 
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1.3. Analyse des échantillons de tilapia contaminés par l’acide oxolinique  

1.3.1. Caractéristiques des deux lots de Tilapia contaminés par de l’acide oxolinique :  

Les échantillons de Tilapia (Oreochromis niloticus) préalablement contaminés par l’acide 

oxolinique dans le laboratoire AQUABIOR se caractérisent par :  

 un poids moyen de 92,44 ± 25,42 g pour le premier lot et de 79,19 ± 19,43 g pour le 

second (n = 80). 

 la biomasse du premier lot était de ~ 7400 g au début de l’expérience et elle diminuait 

progressivement de ~ 450 g (poids moyen * 5 échantillons) à chaque point de prélèvement 

jusqu’à la fin du traitement, et celle du deuxième lot était de ~ 6400 g au départ.  

 

1.3.2. Screening microbiologique : 

 Les résultats du screening microbiologique des vingt échantillons témoins (10 de chaque 

lot non contaminé) ont été tous négatifs, aucune zone d’inhibition n’a été décelée (Figure 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 25: Résultat du screening microbiologique des témoins de la chair du tilapia : exemple d’une 

boite parmi les 20 tests. 
 

 Les résultats du screening microbiologique obtenus à partir des échantillons de chair de 

tilapia contaminés avec l’acide oxolinique sont représentés sous forme de courbes de cinétique 

d’élimination dans la Figure 26 et Figure 27 correspondant respectivement au lot 1 et au lot 2.         

Les résultats du screening microbiologique de la chair de tilapia provenant du 1er lot de 

poissons contaminés (Figure 26) montrent une saturation de la réponse à partir de 6 heures 

après le début du traitement, saturation qui persiste jusqu’à un jour (jour 7) après l’arrêt du 

traitement.  
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Figure 26 : Résultat du screening microbiologique de la chair du tilapia du lot 1 de l’expérience de 
contamination par de l’acide oxolinique. Moyenne ± écart type (n = 5). 

 

Cette saturation de la réponse s’explique par des niveaux très élevés en acide oxolinique dans la 

chair de tilapia, niveaux auxquels la relation dose-réponse dans le test microbiologique n’est 

plus du tout proportionnelle. 

La réponse commence à décroitre à partir du 2ème jour après l’arrêt du traitement et passe sous 

le seuil de positivité du test (largeur de la zone d’inhibition = 1,5 mm) 5 jours après l’arrêt du 

traitement (jour 11). 

  
Le profil général de réponse est similaire dans le deuxième lot de poissons traités à 

l’acide oxolinique mais les niveaux de concentrations sont légèrement plus élevés et ne 

descendent pas sous le seuil de positivité du test 7 jours après l’arrêt du traitement. Le temps de 

8 jours (jour 14) après l’arrêt du traitement n’a pas été testé, mais il est très vraisemblable que 

la réponse du test microbiologique reste positive au jour 14 dans ce lot 2 (Figure 27). 
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Figure 27 : Résultat du screening microbiologique de la chair du tilapia du lot 2 de 
l’expérience de contamination par de l’acide oxolinique. Moyenne ± écart type (n = 5). 

 
 Le calcul de la moyenne de la largeur des zones d’inhibition des 80 échantillons traités 

dans chaque lot et qui ont été inoculés sur les deux disques, révèle que les valeurs obtenues sont 

très proches (disque 1 contenant juste l’extrait et le disque 2 contenant 20 µl de NaOH à 1 % en 

plus). La moyenne de la largeur des zones d’inhibitiondu lot 1 est de10,11 mm pour le disque 1 

et de 9,50 mm pour le second disque. Quant au lot 2, la moyenne de la largeur des zones 

d’inhibition est de 12,14 mm pour le disque 1 et 11,59 mm pour le disque 2. En se basant sur ce 

constat (différence non significative entre les largeurs des deux disques), un seul disque 

pourrait être utilisé pour le screening microbiologique spécifique de l’acide oxolinique sur le 

milieu pH 6 ensemencé avec Bacillus subtilis.  

 

1.3.3. Quantification de la concentration en acide oxolinique dans la chair et le sérum du 

tilapia par LC-UV : 

Les cinq échantillons prélevés à chaque point de cinétique ont été homogénéisés en un seul pool 

pour l’analyse chromatographique. Pour mieux illustrer la cinétique d’accumulation et 

d’élimination de l’acide oxolinique dans la chair et le sérum de tilapia, les deux phases 

(contamination et décontamination) ont été séparées graphiquement dans la Figure 27 et                 

Figure 28 et chaque lot a été traité à part.  

Les profils de concentrations en acide oxolinique dans la chair sont semblables, à la fois pour la 

phase d’accumulation et la phase d’élimination, avec des niveaux de concentrations, exprimées 

en µg/kg, inferieurs dans le sérum par rapport à la chair (lot 1, Figure 28).  
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Figure 28 : Concentration en acide oxolinique (µg/kg), déterminée par LC-UV, dans la chair et le 
sérum des tilapias issus du lot 1 de l’expérience de contamination. 

 
Dès la 3ème heure qui suit la première prise de l’aliment médicamenteux par voie orale, les 

concentrations en acide oxolinique dans les deux matrices sont élevées (458 µg/kg dans la chair 

et 184 µg/kg dans le sérum pour le lot 1 de poissons). Ces concentrations augmentent 

rapidement pour atteindre un pic à la 10ème heure avec des valeurs de l’ordre de 2370 µg/kg et 

1722 µg/kg dans la chair et le sérum respectivement. Puis, elles rechutent rapidement à H24 

pour fluctuer jusqu’au dernier jour de traitement (jour 6) avec des valeurs de 1413 µg/kg et    

429 µg/kg dans la chair et le sérum respectivement (lot 1, Figure 27). Dans la phase de 

décontamination, dès le premier jour (jour 7) les concentrations baissent rapidement jusqu’au 

4ème jour après l’arrêt du traitement (jour 10) pour atteindre 82 µg/kg dans le sérum et                      

184 µg/kg dans la chair.  

Un plateau se dessine en dessous de la LMR aux deux derniers points de prélèvement J11 et J14 

les valeurs respectives détectées vers la fin sont de 77 µg/kg et 48 µg/kg dans la chair et le 

sérum (Figure 28).  

Le profil général de la cinétique d’élimination de l’acide oxolinique dans le deuxième 

lot de poissons ressemble à celui produit dans le premier lot avec quelques nuances.                        

Des concentrations faibles sont détectées dans la première phase à 3 heures après la première 

antibiothérapie avec des valeurs de l’ordre de 113 µg/kg pour le sérum et 1342 µg/kg pour       

la chair. Les concentrations sont ascendantes assez rapidement dans les deux matrices pour 

atteindre un pic à H12 à une valeur de 4720 µg/kg pour la chair et 1561 µg/kg pour le sérum. 

La concentration sérique s’abaisse rapidement à H 24 à une valeur de 364 µg/kg puis remonte 

progressivement jusqu’au dernier jour de traitement (jour 6) où la concentration est de         
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1738 µg/kg. Quant à la concentration dans la chair, elle diminue jusqu’au 2ème jour de 

traitement à une valeur de 2378 µg/kg puis remonte à nouveau jusqu’au 4ème jour et atteint            

4012µg/kg pour diminuer à nouveau à une valeur de 3593 µg/kg au 5ème jour après                            

le traitement. Curieusement, la concentration en acide oxolinique remonte à nouveau dans la 

chair au 6ème jour après le début du traitement (Figure 29). 

 

 
Figure 29 : Concentration en acide oxolinique (µg/kg), déterminée par LC-UV, dans la chair et le 

sérum des tilapias issus du lot 2 de l’expérience de contamination. 
 
Dans la deuxième phase (Décontamination) les concentrations descendent rapidement jusqu’à 

1063 µg/kg au 8ème jour pour la chair et 639 µg/kg pour le sérum au 7ème jour. La concentration 

sérique est sous forme de plateau jusqu’au dixième jour après le début de l’expérience puis 

diminue progressivement jusqu’à une concentration de 377 µg/kg au 7ème jour post traitement. 

Quant à la concentration dans la chair, elle diminue progressivement jusqu’à 549 µg/kg au 

dernier jour de l’expérience (J13). En comparaison avec le premier lot ces résultats montrent 

que le deuxième lot était plus concentré.  

 

D’après les résultats obtenus dans le lot 1, en conditions réelles d’élevage, le délai 

d’attente à respecter après l’arrêt du traitement serait donc de 8 jours.  

Malheureusement, ces conclusions ne sont pas confirmées par les résultats obtenus par le lot 2, 

où il semblerait qu’un délai d’attente plus long soit nécessaire. Plusieurs replicat réalisés de 

manière indépendante seraient encore nécessaire pour le délai d’attente. 
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Cette différence de concentrations entre les deux lots nous permet cependant de 

démontrer que la stratégie analytique envisagée (screening microbiologique suivi d’une 

identification et quantification par LC-UV) fonctionne pour le monitoring des résidus d’acide 

oxolinique dans la chair de tilapia (Oreochromis niloticus).  En  effet,  un  résultat  inférieur  au  

seuil de positivité en screening est bien inférieur à la LMR lorsque l’analyse est réalisée par 

HPLC-UV et vis-versa (Figure 30).  

 
Figure 30 : Corrélation entre les résultats du screening et de l’analyse LC-UV des tilapias du  

lot 1 & lot 2 issus de l’expérience de contamination avec l’acide oxolinique. 
 
1.3.4. Analyse statistique des résultats des résidus d’acide oxolinique 

L’analyse statistique de type GLM (General Linear Model) et la régression quadratique (SAS, 

2001) des résultats obtenus lors d’analyse des deux lots de tilapias contaminés à l’acide  

oxolinique nous révèle que :  

 les résultats du screening microbiologique dans les deux lots ont été influencés par le 

temps d’échantillonnage, le taux de nitrites (lot 1 : 0,39 - 0,92 mg/l, lot 2 : 0,39 - 1,29 mg/l),            

le taux de nitrates (lot 1 : 5,35- 45,19 mg/l, lot 2 : 5,35 - 146,19 mg/l) et à moindre degré le taux 

d’ammoniac (0,33 -4,01 mg/l).  

 l’analyse statistique nous révèle que les concentrations sériques de l’acide oxolinique 

ont été influencées par le taux des nitrates. 

 Les résultats de la comparaison entre les deux lots de tilapias contaminés nous révèlent 

qu’il n’existe aucune différence significative entre les deux lots (P < 0,05) pour les trois 

paramètres analysés (screening, LC-UV chair et LC-UV sérum).  

1,5 mm 
LMR 
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Enfin, la corrélation (test de Pearson) entre les deux méthodes d’analyse et entre les trois 

résultats (screening, HPLC-chair et HPLC-sérum) ont démontré qu’il existe une corrélation 

significative et positive entre les deux méthodes d’analyse dont les valeurs de Rho respectifs 

sont :  

 Rho = 0,62 entre les résultats du screening microbiologique et ceux de la méthode 

HPLC-chair. 

 Rho = 0,55 entre les résultats du screening microbiologique et ceux de la méthode 

HPLC-sérum. 

 Rho = 0,56 entre les résultats de la méthode HPLC-chair et ceux de l’HPLC-sérum.   

 

2. 17 -méthyle testostérone (MT) : 

2.1. Paramètres physico-chimiques de l’eau  

Les valeurs moyennes enregistrées des différents paramètres physico-chimiques de l’eau des 

deux circuits fermés utilisés indépendamment pour les lots traités et le lot témoin sont 

acceptables et favorables pour la croissance des tilapias (O. niloticus). Les valeurs moyennes 

enregistrées ont été : 27 ± 0,03°C pour la température, 6,77 ± 0,56 mg/l pour l'oxygène dissous, 

0,89 ± 0,75 mg/l pour les nitrites, 0,45 ± 0,30 mg/l pour l'ammoniac et 7,87 ± 0,09 pour le pH.  

 

2.2. Taux de mortalité  

Au cours de l’expérience, le taux de survie a été également déterminé dans les quatre lots 

expérimentaux. On constate que le traitement hormonal n’avait pas d’impact sur la survie des 

poissons et un pourcentage de 100 % a été perçu dans l’ensemble des lots expérimentaux (lots 

traités et lot témoin).  

 

2.3. Effet androgénique de la MT sur le sexe des tilapias (O. niloticus)  

Les résultats du squash gonadique révèlent une moyenne de 97,78 ± 1,54 % de mâles et           

2,22 ± 1,54 % de femelles dans les lots traités contre une moyenne assez équilibrée dans le lot 

témoin (non traité) (48,57 % mâles et 51,43 femelles) (Figure 31).  

Le  test  de  Chi-2  ( 2)  révèle  une  différence  statistique  significative  (P  <  0,001)  du  sexe  ratio  

entre les lots traités et le contrôle. 
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Figure 31 : Résultat du sexage des lots expérimentaux de juvéniles de Tilapia (Oreochromis niloticus) 
suite à une inversion sexuelle à laméthyle testostérone. 

Les valeurs marquées par des lettres similaires ne sont pas significativement différentes (P < 0,001). Lots traités : 
Moyenne (n = 3), témoin = 1 lot. 
 
 
2.4. Résidus de la MT dans la chair de tilapia et à partir de l’eau rejetée  

2.4.1. Optimisation du protocole d’extraction de la MT : 

Après des tests préliminaires avec la méthode classique décrite pour les tissus et les urines dans 

le kit ELISA, le procédé d'extraction a été optimisé pour améliorer le rendement d'extraction 

des matrices étudiées (eau, chair et aliment). Les valeurs du rendement d'extraction après 

modification sont 55 % à partir  de la chair  du poisson, 73,85 % à partir  de l’aliment et  85 %          

à partir de l'eau. Les paramètres de performances de la méthode d’extraction optimisée sont 

satisfaisants en termes de reproductibilité et de linéarité (R2 = 0,995) comme illustré dans la 

Figure 32. Les limites de détection respectives (LOD) dans l’eau et dans la chair sont                      

0,16 µg/kg et 0,09 µg/kg. Les limites de quantification respectives dans l’eau et dans la chair 

(LOQ) sont 0,25 µg/kg et 0,18 µg/kg. 

a 
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Figure 32 : Courbe de calibration de la 17 -méthyle testostérone du test ELISA. 

 

2.4.2. Analyse des échantillons :  

Les résultats exprimés dans la Figure 33 représentent les valeurs des concentrations détectées 

par le test ELISA chez les poissons traités après soustraction des valeurs des concentrations en 

MT physiologique des témoins correspondants. Sachant que pour les sept prélèvements réalisés, 

sept échantillons de témoins ont été prélevés en parallèle dans les mêmes conditions d’élevage. 

Il ressort à partir de ce graphique (Figure 38) que la concentration moyenne de la MT est infime 

(1,56 µg/kg) dès le premier prélèvement (un jour après l’arrêt du traitement).                               

Cette concentration reste statistiquement inchangée (p < 0,05) pendant les 15 premiers jours 

(0,61 µg/kg). Ensuite, elle diminue significativement (p < 0,05) et atteint 0,09 µg/kg (seuil de 

détection du test ELISA) au bout d’un mois de cessation du traitement hormonal. Elle demeure 

statistiquement (p < 0,05) inchangée jusqu’à la fin de l’expérimentation (3 mois post-

traitement). On constate qu’au bout de deux mois après la fin du traitement, la MT n’est plus 

décelable par le test ELISA (< LOD).  

 

 L’analyse des échantillons réels issus de Fat-Steppes (Algérie), révèle que tous les 

échantillons  sont  négatifs  par  le  test  ELISA  signifiant  que  les  concentrations  de  la  MT  sont  

inferieures au seuil de détection de la méthode ELISA (< 0,09 µg/kg).  

 

 Les résultats obtenus à partir de l’analyse des trois échantillons d'aliment 

médicamenteux (préparé à 65 mg/kg d’aliment) confirment bien la stabilité et la bonne 

homogénéisation de l'alimentation médicamentée utilisée dans cette étude. Les valeurs 

détectées par le test ELISA étaient de 60 mg/kg dans les trois échantillons.  
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 Les concentrations de la MT dans les échantillons d’eau étaient nulles, les valeurs 

étaient au-dessous du seuil de détection du test ELISA (< 0,16 µg/kg).  

 

 

Figure 33 : Concentration résiduelle post-traitement de la 17 -méthyle testostérone (µg/kg) dans la 
chair du tilapia du Nil (O. niloticus). 

L’expérience a été répétée 3 fois (3 différents aquarium), moyenne ± Ecart-type. Les valeurs marquées de lettres 
similaires ne sont pas significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05). 
 

3. Qualite microbiologique et physicochimique de l’eau et de l’aliment d’élevage : 

 Les résultats de la qualité microbiologique des échantillons d’eaux (bactéries 

indicatrices) à partir de la ferme aquacole algérienne "Fat-Steppes" sont repris dans le                          

tableau XVIII. Les résultats des bactéries pathogènes dénombrés à partir des mêmes 

échantillons sont repris dans le tableau XIX.  

 

Tableau XVIII : Dénombrement des bactéries indicatrices à partir des échantillons d’eaux douces 
prélevées de la ferme aquacole "Fat-Steppes". 

Groupe des bactéries indicatrices Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3 Méthode 
normalisée 

Germes aérobies à 37°C (UFC/ml) 2,8 x 10  3,8 x 10  4,6 x 10  ISO 6222 

Coliformes totaux (UFC/ml) 1,1 x 10  4,6 x 10  2,1 x 10  ISO 9308-2 

Coliformes fécaux (UFC/ml) 2,4 x 104 2,4 x 104 9,3 x 105 ISO 9308-2 

Streptocoques fécaux (UFC/ml) 3,9 x 10  2,8 x 10  1,5 x 10  ISO 7899-1 

Anaérobies sulfito-réducteurs (UFC/ ml) 1,5 x 103 2,8 x 103 3,9 x 104 ISO 6461-2 

 

Les résultats obtenus démontrent que l’eau utilisée dans les étangs d’élevage dans la ferme 

"Fat-Steppes"de tilapiculture est de mauvaise qualité microbiologique. Le nombre des germes 

totaux dépasse 106 UFC/ml dans les trois échantillons prélevés. Cette charge bactérienne 

continue d’augmenter au fil du temps pour atteindre 4,6 x 109 UFC/ml dans le troisième 

LOD 
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échantillon (prélèvement réalisé 4 mois après le premier). La charge des coliformes totaux 

dépasse les 105 UFC/ml dans les échantillons prélevés. Nous constatons que les coliformes 

fécaux (thermotolérants) prédominent la charge des coliformes totaux avec une valeur minimale 

supérieure à 104 UFC/ml. Idem pour les streptocoques et les anaérobies sulfito-réducteurs, leurs 

charges respectives dépassent les 104 UFC/ml et 103 UFC/ml.  

 

Tableau XIX : Numération des bactéries pathogènesà partir des échantillons d’eaux douce prélevées 
de la ferme aquacole "Fat-Steppes". 

 
Nombre de colonies : + : entre 1 et 19, ++ : entre 20 et 300, +++ : > 300 

Bactéries Echantillon Description des colonies Diamètre Nombre 

Staphylocoques 

1 

* colonies de couleur saumon: bombées à contours réguliers, brillantes 
* colonies blanches légèrement surélevées et à contours légèrement irréguliers 
* petite colonies de couleur jaune, à contours réguliers, bombées et brillantes 
* colonies de couleur rosâtre, plate, brillantes et de contours réguliers 

1-8 mm 
< 1-3 mm 
< 1-1 mm 
< 1-2 mm 

+ 
+ 
+ 

++ 

2 
* colonies de couleur jaune, de contours réguliers, bombées et brillantes 
* colonies de couleur légèrement rosâtre, centre surélevé, brillantes, rondes 
* colonies de couleur orangée, brillantes, à contours irréguliers, à centre foncé 

1 mm 
< 1-6 mm 
< 1-6 mm 

+ 
++ 
+ 

3 * colonies jaunes bambées, à contours irréguliers et brillantes 
* colonies de couleur blanchâtre à contours réguliers, plates, aspect crémeux 

1-3 mm 
1-4 mm 

+ 
++ 

Pseudomonas 

Spp 

1 

King A : 
* colonies beiges, plates rondes 

King B : 
* petites colonies jaune, rondes, bombées et brillantes 
* colonie orange, transparante, bombée 
* colonies blanches, de contours légèrement irréguliers, plates, non brillantes 
* colonies beiges, de contours irréguliers, légèrement surélevées brillantes 

 
 
 

1 mm 
2 mm 
2 mm 

2-3 mm 

 
+++ 

 
+ 
+ 

++ 
++ 

2 

King B : 
* colonies beiges légèrement transparentes 
* colonie orange, ronde, brillante, plate 

King A : 
* colonies jaunes de contours irréguliers plates, ternes 
* colonies beiges, transparentes, brillantes 

 
5 mm 

 
 

2 mm 
 

 
+++ 
+ 
 

+++ 
+ 

3 

King B : 
* colonies blanches, à contours légèrement irréguliers, bombées crémeuses 

King A : 
* colonies blanchâtres à beiges plus ou moins transparentes à contours 
légèrement irréguliers, plates, peu brillantes 

 
2-3 mm 

 
< 1-2 mm 

 
+++ 

 
+++ 

Salmonelle 

& 

Shigelles 

1 * colonies saumon à rouge brique 
* colonies grises de petit diamètre 

1-2 mm 
1-2 mm 

++ 
+ 

2 * colonies roses de diamètre croissant 
* colonies saumon à centre gris à noire 

1-4 mm 
< 1-2 mm 

++ 
++ 

3 * colonies saumon petites 
*colonies grises à bleuâtres 

< 1-2 mm 
2-3 mm 

++ 
+ 

E. coli 

1 *colonies beige 
*colonies grise 

1 mm 
1-2 mm 

++ 
++ 

2 *colonies roses 
*colonies  noire 

1-3 mm 
2 mm 

++ 
++ 

3 *colonies blanches 
*colonies grises 

< 1-2 mm 
2-3 mm 

++ 
++ 
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Il ressort de ces résultats que des bactéries pathogènes sont présentes dans les échantillons                 

d’eau douce prélevés à Fat-Steppes. Des streptocoques spp., des pseudomonas spp.,                                  

E. coli et une panoplie d’entérobactéries pathogènes en particulier des Salmonelles et des 

Shigelles. En fonction des descriptions des colonies recensées, des bactéries du genre : 

Enterobacter, Klebsiella, Escherichia coli, Salmonella, Proteus vulgaris et mirabilis, Shigella, 

Serratia, E. Hafniae, Alkalescens, Proteus morganii, Proteus rettgeri, Providencia, Citrobacter 

freundii et Arizona ont été aussi énumérées.  

 

 Les résultats de la qualité microbiologique des aliments fournis par la ferme aquacole 

"Fat-Steppes" et par le laboratoire AQUABIOR sont repris dans le Tableau XX. 

 
Tableau XX : Résultats de l’analyse microbiologique des aliments d’élevage (utilisés à Fat-Steppes et 

au laboratoire AQUABIOR) selon la norme algérienne NA 6115. 
 

Détermination 
Aliment Fat-

Steppes 
(UFC) 

Aliment 
AQUABIOR 

(UFC) 

Méthode 
normalisée 

Critères 
(NA 6115) 

Germes aérobies à 30°C/g 5,4 x 105 3,8 x 102 ISO 4833-2 < 3 x 106ufc/g 

E. coli / g Abs Abs ISO 9308-2 < 102 ufc/g 

Clostridium Sulfito-Réducteurs à 46°C/g 180 70 ISO 7937 102 ufc/g 

Salmonella / 25g Abs Abs ISO 6579 Abs 

Staphylococcus aureus /g 2,3 Abs ISO 6888-1 103ufc/g 

Moisissures /g 7,3 x 102 50 ISO 21527-1 103 ufc/g 

Moyenne ± SD (n = 3).  

 

Le tableau XX révèle que la qualité microbiologique d’aliment fabriqué à Fat-Steppes est 

inférieure à celui formulé à AQUABIOR. Le taux des anaérobies sulfito-réducteur excède le seuil 

toléré par la norme algérienne NA 6115. Le taux des moisissures bien qu’inferieur à la norme 

algérienne, il est conséquent. Les deux aliments sont exempts de bactéries pathogènes.   

 

 Les résultats de la qualité physicochimique de l’eau prélevée à partir de la ferme 

aquacole "Fat-Steppes" ainsi qu’à partir de l’expérience d’inversion sexuelle à la 17 -méthyle 

testostérones au CEFRA et l’expérience de contamination avec l’acide oxolinique, qui a été 

réalisée à AQUABIOR, sont repris dans le tableau XXI.  
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Tableau XXI : Analyse physicochimique de l’eau douce de tilapiculture. 

Paramètres Eau prélevée 
Au Fat-Step 

Eau prélevée 
à AQUABIOR 

Eau prélevée 
Au CEFRA 

Critères 
FAO (1989) 

Température (C°) 26,0 –33,2 26,8 – 27,3 26,2 – 28,4 21 - 30 

pH 7,6 – 8,9 7,2 – 7,84 6,8 – 7,92 7 -8 

Oxygène dissous (mg/l) 0,8 – 3,7 4,2 – 6,1 4,6 – 8,1 2 - 4 

Nitrites (mg/l) 0,87 – 4,92 0,1 – 0,92 0,03 – 0,86 < 2,1 

Nitrates (mg/l) 15,35 – 47,70 5,35 – 21,70 / 0 – 30 

Ammoniaque (mg/l) 2,33 – 11,01 0,33 – 4,01 0,05 – 1,09 < 2,3 

 

Il ressort de ce tableau que la qualité physicochimique des eaux contrôlées varie en fonction de 

leurs origines. Les eaux prélevées à AQUABIOR et au CEFRA présentent des valeurs 

relativement correctes selon les normes établies par la FAO (1989). Par contre, les valeurs 

enregistrées à partir de l’eau prélevée de la ferme aquacole "Fat-Step" dépassent les normes de 

la FAO en vigueur. Le taux d’oxygène dissous est trop faible et inférieur à 3,7 mg/l. Le taux des 

nitrites est pratiquement le double du seuil limite de 2,1 mg/l pour l’élevage des alevins de 

tilapia (O. niloticus). Le taux des nitrates dépasse le seuil accepté de 30 mg/l. La valeur 

minimale enregistrée pour le taux d’ammoniaque équivaut la limite tolérée (2,3 mg/l).               

La concentration en ammoniaque est trop élevée.  

 

III. SURVEILLANCE DES DANGERS PENDANT LA PHASE POST MORTEM 

1. Evolution temporelle de la qualité post mortem du tilapia (O. niloticus) : 

1.1. Qualité sensorielle : 

La  Figure  34  illustre,  sous  forme  de  courbe,  les  résultats  de  l'analyse  sensorielle  du  tilapia  

conservé à 4°C et à température ambiante (30°C). La qualité organoleptique du tilapia décline 

significativement (p < 0,05) en fonction du temps de conservation. Un plateau se déssine après 

12 h de stockage à température ambiante (30°C). Au cours de la conservation à 4°C, deux 

plateaux aparaissent entre les 6h et 24h de conservation et entre le 2ème et  le  3ème jour.                        

Le premier à un score de 8 (correspondant à une qualité execellente) et le second à un score de 

16 (correspondant à une qualité acceptable). Par la suite, la qualité des poissons commence à 

diminuer en raison de la formation de mucus gris jaunâtre sur le corps et d’un mucus laiteux 

jaunâtre sur les branchies, perte de pigmentation, d’un dégagement d’odeurs désagréables 

(putride), et la chair devient molle. Les poissons ne sont plus acceptables et sont marqués 

comme non comestibles (score = 24) après 5 jours à 4°C et seulement à 12 h à 30°C.  
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Figure 34 : Evolution temporelle de la qualité sensorielle du tilapia (O. niloticus) conservé à 30°C 
et à 4°C. 

Moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs désignées par des lettres / chiffres similaires sur la même courbe ne sont pas 
significativement différentes (test de Tukey, P< 0,05). La ligne discontinue représente le rejet sensoriel.  
 
La planche 1 illustre les différents stades de l’évolution de la qualité organoleptique du tilapia 

conservé  à  30°C  et  à  4°C  en  fonction  du  temps.  Les  résultats  démontrent  la  dégradation  

temporelle progressive de l’aspect général du poisson, de la forme des yeux et de l’aspect et 

l’odeur au niveau des branchies. A 0 heure le poisson a un aspect luisant, la chair ferme et 

rigide, les yeux sont transparents et convexes, les branchies sont de couleur rouge vif et sans 

odeur.  

A 6 heures d’entreposage à 30°C et jusqu’au 3ème jour de conservation à 4°C,                   

la pigmentation du tilapia est en voie de décoloration, la chair devient un peu molle, les yeux 

sont  plats  et  la  cornée  est  opalescente,  les  branchies  deviennent  brunes  revêtues  d’un  mucus  

opaque et épais et l’odeur est grasse. 

Enfin à 12 heures d’entreposage à 30°C et au 5ème jour de conservation à 4°C, le poisson 

devient flasque et la pigmentation ternie, les yeux sont concaves au centre, la pupille est grise et 

la cornée est laiteuse, les branchies sont jaunâtres recouvertes d’un mucus laiteux et l’odeur est 

aigre.  
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Planche 1 : Analyse organoleptique du tilapia (O. niloticus) conservé à 30°C et 40°C. 
 

 

Le score attribué (0, 16, 24) correspond à l’état de fraicheur du tilapia jugé sur l’ensemble des caractéristiques 
orgaleptiques (aspect général, forme de l’œil et couleur et odeur des branchies) qui sont détaillées dans le                 
tableau IX de la page 82.  
 

1.2. Qualité microbiologique : 

Les cinétiques de l’évolution temporelle de la charge bactérienne, représentée par la flore 

mésophile aérobie totale (FMAT) et les entérobactéries (ENT), du tilapia conservé à 4°C et à 

30°C sont reprises dans la Figure 35 A et Figure 35 B respectivement. 

 

Score Aspect général Œil  Branchies 

Tilapia ultra frais 
(0 heure) 

 
(score = 0) 

   

Tilapia acceptable 
 

6 heures à 30°C 
& 

3 jours à 4°C 
 

(score = 16) 

   

Tilapia altéré 
 

12 heures à 30°C 
& 

5 jours à 4°C 
 

(score = 24) 
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Figure 35 : Evolution temporelle de la flore mésophile aérobie totale (FMAT) et des Entérobactéries 

(ENT) du tilapia (O. niloticus) conservé à 4°C (A) et 30°C (B). 
Moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs désignées par des lettres / numéros similaires sur la même courbe ne sont pas 
significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05). La ligne discontinue représente le seuil microbiologique 
fixé par l’ICMSF (1986).  
 

La charge bactérienne initiale dans le premier prélèvement est de l’ordre de 3,1 log cfu g-1 de 

FMAT  et  2,83  log  cfu  g-1 d’ENT. Cette charge bactérienne à 30°C évolue significativement        

(p < 0,05) et rapidement à partir de la 6ème heure pour atteindre 7,3 log cfu g-1 pour les FMAT          

et 6,8 log cfu g-1 pour les entérobactéries au bout de 24 heures d’entreposage.                                

Quant à la conservation à 4°C, la charge bactérienne, en terme de valeurs absolues, diminue 

légèrement le premier jour jusqu’à 2,78 log cfu g-1 pour les FMAT et à 2,0 log cfu g-1 pour les 

ENT. Ces valeurs restent statistiquement stables jusqu’au deuxième jour avant d’augmenter 

significativement (p < 0,05) et dépasser les 4 log cfu g-1 pour les deux paramètres 
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microbiologiques étudiés. Par la suite, la charge microbienne subie un bloom et dépasse 

significativement (p < 0,05) le seuil de 7,0 log cfu g-1 pour les FMAT et celui de 6,0 log cfu g-1 

pour les ENT.  

 

1.3. Evolution de la qualité biochimique de la chair de tilapia au cours de sa conservation 

1.3.1. pH 

En terme de valeurs absolues, le pH initial de 6,66 ± 0,11 (Figure 36) diminue légèrement 

jusqu’à la valeur de 6,54 ± 0,13 dans les première 6 heures dans les deux modes de 

conservation (4°C et 30°C). Par la suite, cette valeur diminue significativement (p < 0,05) 

jusqu’à 6,11 ± 0,07 et à 6,42 ± 0,05 au bout de 12 heures de conservation à 30°C et 4 °C 

respectivement. Ces valeurs restent statistiquement inchangées tout au long des périodes de 

conservations étudiées. En terme de valeurs absolues, le pH augmente légèrement jusqu’à          

6,24 ± 0,01 à température ambiante. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 36 : Evolution temporelle du pH Post mortem du tilapia (O. niloticus) conservé à 4°C et à 
30°C. 

Moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs désignées par des lettres / numéros similaires sur la même courbe ne sont pas 
significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05).  
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1.3.2. Oxydation des lipides 

a. Diènes conjugués : 

L’évolution des diènes conjugués (produits primaires de l’oxydation lipidique) du lot conservé 

à 30°C et du lot conservé à 4°C du tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) est représentée par la 

Figure 37.  

Figure 37 : Evolution temporelle des diènes conjugués (Indice Diène) chez le tilapia du Nil             
(O.niloticus) conservé à 4°C et 30°C. 

Moyenne ± écart type (n = 5). Les valeurs désignées par des lettres / numéros similaires sur les piliers de même 
couleur ne sont pas significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05).  
 

La valeur initiale enindice diènes chez le tilapia fraichement péché est estimée à 2,19.                 

Cette valeur évolue significativement (p < 0,05) pendant les 6 premières heures de conservation 

pour atteindre après 6 heures de conservation, un pic en indice diènes de 4,9 à 4°C et 6,3 à 

30°C. Par la suite, ces valeurs rechutent significativement (p < 0,05) au niveau des valeurs 

initiales en indice diènes avant de se stabiliser en dessous de la valeur de 1 à partir du premier 

jour post mortem dans les deux modes de conservation (à 30°C et à 4°C).  

 

b. Hydroperoxydes & TBARS : 

Les cinétiques comparatives de l’évolution temporelle des hydroperoxydes (produits primaires 

de l’oxydation lipidique) et des TBARS (produits secondaires de l’oxydation) du tilapia du Nil 

(Oreochromis niloticus) conservé à 4°C et à 30°C sont illustrées dans la Figure 38A et la Figure 

38B respectivement. Les hydroperoxydes et les TBARS chez le tilapia évoluent de la même 

manière pour les deux modes de conservation étudiés (4°C et 30°C). La valeur initiale de             

2,46 ± 0,16 mmoles Eq CuOOH kg-1 de la chair de tilapia fraiche augmente significativement 

(p < 0,05) au bout d’1 jour à maximum de 5,12 ± 0,17 mmoles Eq CuOOH kg-1 de chair à 4°C 
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(Figure 38A) et un maximum de 7,22 ± 0,35 mmoles Eq CuOOH kg-1 de chair à 30°C              

(Figure 38B). Ensuite, ces concentrations déclinent rapidement et significativement (p < 0,05) 

jusqu’à atteindre 0,30 ± 0,05 mmoles Eq CuOOHkg-1 de chair à 4°C et 1,02 ± 0,19 mmoles Eq 

CuOOH kg-1 de chair à 30°C. 

 La cinétique des TBARS est inversement proportionnelle à la cinétique des 

hydroperoxydes. Les concentrations des TBARS restent faibles (en-dessous de 0,5 mg MDA 

kg-1) et statistiquement stables pendant les neuf premières heures de conservation. Ensuite, ces 

concentrations croissent significativement (p < 0,05) à partir de la 12ème heures avant de se 

stabiliser statistiquement (p < 0,05) à nouveau au bout de 2 jours à 30°C et de 3 jours à 4°C.  

 

 

 
 

 
 

 
Figure 38 : Changement temporel des concentrations des hydroperoxydes (exprimés en équivalents 
d’hydroperoxydes de cumène) et des TBARS (exprimés en mg équivalent malonaldéhyde par kg de 

poids humide) des échantillons de tilapia (O. niloticus) conservésà 4°C (A) et 30°C (B). 
 
Moyenne ± SD (n = 5). Les valeurs désignées par des lettres / numéros similaires sur la même courbe ne sont pas 
significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05). 
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1.3.3. Protéolyse bactérienne et enzymatique 

a. ABVT & TMA-N : 

Les concentrations d’ABVT et de TMA-N du tilapia conservé à 4°C et à 30°C sont illustrées 

dans la Figure 39A et la Figure 39B respectivement. Les résultats démontrent que l’évolution 

des concentrations d’ABVT et du TMA-N est linéaire en fonction du temps indépendamment 

du mode de stockage. Au début de la conservation, la valeur d’ABVT est de 8,12 ± 0,48 mg 

100 g-1 de chair. Cette valeur augmente progressivement durant les premières heures de 

stockage. Ensuite, elle évolue rapidement et significativement (p < 0,05) pour atteindre                      

35,84 ± 0,56 mg ABVT 100 g-1 de chair après 12 h à 30°C et 37,89 ± 0,43 mg ABVT100 g-1 

après 5 jours à 4°C (figure 39A). 

Le tilapia fraîchement prélevé contient une faible concentration en TMA-N (0,65 ± 0,16 TMA-

N100 g-1 de mg). Ensuite, cette concentration augmente significativement (p < 0,05) et atteint 

8,49 ± 0,43 mg TMA-N 100 g-1 après 12 h à 30°C et 15,96 ± 0,28 mg TMA-N 100 g-1 après                  

5 jours à 4°C (figure 39B).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 39 : Changement  temporel  de l’ABVT (A) et du TMA-N (B) des échantillons de tilapia entier 

(O. niloticus) conservés à 4°C et 30°C. 
Moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs désignées par des lettres / numéros similaires sur la même courbe ne sont pas 
significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05). 

(A) 

(B) 



RESULTATS 

 
119 

b. Amines biogènes : 
1) Paramètres de performance de la méthode  

 Les résultats obtenus montrent que les amines biogènes dansylées migrent sur la plaque 

HPTLC (Silica gel G60) en fonction de leurs poids moléculaires, en utilisant la phase mobile 

constituée de chloroforme/ triéthylamine / diéthyle éther (4 :1 :1) (v/v/v), dans l’ordre 

ascendant suivant : ammoniac, putrescine, cadavérine, spermidine, histamine, spermine et 

tyramine. Leurs rapports frontaux (Rf) sont de l’ordre de : 0,26, 0,34, 0,45, 0,57, 0,60, 0,66, 

0,86 respectivement (Figure 40).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Séparation et migration des amines biogènes dansylées sur plaque HPTLC – Silica gel 
G60 en utilisant la phase mobile (chloroforme- diéthyle éther- triéthylamine (4:1:1). 

Ammoniac (AM), putrescine (PU), cadavérine (CD), spermidine (SD), histamine (HI), spermine (SM) et tyramine 
(TY).  
 

 L’application de différentes concentrations de pools des six amines biogènes avec la 

nouvelle méthode HPTLCdéveloppée révèle que la limite de détection est de 5 µg/g                

(Figure 41).             

 

 

 

 

 

  
 
 
Figure 41 : Limite de détection de la méthode HPTLC réalisées à partir de concentrations croissantes 
en pool de standards des six amines biogène. Pool 5 µg/g (P5), Pool 10 µg/g (P10), Pool 25 µg/g (P25),           
Pool 50 µg/g (P50), Pool 100 µg/g (P100) et Pool 200 µg/g (P200). 
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 La linéarité de la méthode HPTLC est bonne pour les six amines biogènes étudiées             

(Figure 42). Le facteur de corrélation R2 de la méthode est d’un minimum de 0,984 pour la 

spermidine et d’un maximum de 0,997 pour la cadavérine.  

Figure 42 : courbes de calibration des six amines biogènes réalisées en standards de putrescine (PU), 
cadavérine (CD), spermidine (SD), histamine (HI), spermine (SM) et tyramine (TY). 

 

Les  six  équations  des  courbes  de  calibration  des  amines  biogènes  et  leurs  coefficients  de  

corrélation sont repris dans le Tableau XXII :  

 

Tableau XXII : Les équations des courbes étalons et leurs coefficients de corrélation correspondants 
des six amines biogènes. 

 
Amine biogène Equations des courbes étalons R2 

putrescine (PU) yput = 1,244x + 16,76 0,990 

cadavérine (CD) ycad = 1,345x - 10,36 0,996 

spermidine (SD) yspd = 1,207x + 6,744 0,984 

histamine (HI) yhis= 1,349x + 9,420 0,992 

spermine (SM) yspm = 1,204x - 21,69 0,990 

tyramine (TY) ytyr = 1,396x - 15,11 0,991 
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 Les résultats obtenus pour la fidélité (répétabilité et reproductibilité) et de la justesse de 

la méthode sont repris dans le Tableau XXIII.  

Tableau XXIII : Justesse etfidélité de la méthode HPTLC développéeselon la décision 2002/657/CE. 
 

Amine 
biogène 

Concentrations 
testées (µg/g) 

Répétabilité de la méthode (Intra-day) Reproductibilité de la méthode (Inter-day) 

Concentrations 
moyennes (µg/g) 

R.S.D (%) 
 16 % 

Justesse (%) 
-20 % à +10 % 

Concentrations 
moyennes (µg/g) 

R.S.D (%) 
 16 % 

Justesse (%) 
-20 % à +10 % 

PUT 

50 47,88 2,84 -4,25 41,78 13,43 -16,45 

100 81,98 5,34 -18,02 87,27 5,47 -12,73 

200 177,59 2,40 -11,21 187,37 4,70 -6,31 

CAD 

50 41,58 4,68 -16,83 43,41 6,80 -13,18 

100 89,46 2,57 -10,54 88,56 1,50 -11,44 

200 184,37 2,90 -7,81 186,64 2,50 -6,68 

SPD 

50 40,86 5,07 -18,29 43,51 9,05 -12,98 

100 90,17 6,48 -9,83 92,05 3,61 -7,95 

200 190,32 1,84 -4,84 189,99 1,88 -5,01 

HIS 

50 42,10 5,13 -15,81 44,80 8,04 -10,41 

100 89,52 3,94 -10,48 89,13 3,64 -10,87 

200 186,71 2,10 -6,65 186,53 1,25 -6,73 

SPM 

50 48,19 1,90 -3,62 46,58 4,87 -6,85 

100 83,41 4,72 -16,59 88,72 5,94 -11,28 

200 186,39 1,89 -6,81 189,67 1,78 -5,17 

TYR 

50 47,28 6,85 -5,45 46,99 2,20 -6,02 

100 91,51 3,81 -8,49 87,13 5,71 -12,87 

200 185,61 2,76 -7,20 187,22 1,65 -6,39 

 

Il ressort de ce tableau que la fidélité et la justessede la méthode HPTLC développée est bien 

conformedans un intervalle de concentration entre 50 et 200 µg/g. Toutes les valeurs d’écart 

type relatif pour des analyses réalisées le même jour (répétabilité) ou à différents jours 

(répétabilité) sont inférieures au seuil de 16 % selon la décision 2002/657/CE. De meme, tous 

les pourcentages de la justesse se retrouvent dans l’intervalle de -20 % à +10 % selon la 

décision 2002/657/CE. 
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 Les résultats obtenus pour l’exactitude de la méthode sont repris dans le                           

Tableau XXIV. 

Tableau XXIV : Exactitude de la méthode HPTLC développéeselon la décision 2002/657/CE. 
 

Amine 
biogène 

Concentration 
théorique (µg/g) 

Concentration 
mesurée (µg/g) 

R.S.D (%) 
 16 % 

Exactitude (%) 
-20 % à +10 % 

PUT 
25 22,69 5,50 -9,22 
50 44,34 3,81 -10,39 
100 96,10 1,00 -7,44 

CAD 
25 22,40 1,70 -15,39 
50 46,17 4,09 -2,28 
100 94,47 2,22 -15,78 

SPM 
25 23,14 1,36 -11,32 
50 45,12 3,99 -7,67 
100 96,23 1,59 -9,76 

HIS 
25 21,15 5,59 -14,67 
50 42,66 4,60 -12,41 
100 94,61 1,98 -12,63 

SPD 
25 24,43 5,49 -3,90 
50 43,80 8,00 -5,53 
100 95,62 1,71 -3,77 

TYR 
25 21,05 4,91 -5,39 
50 43,68 1,46 -4,38 
100 95,91 0,50 -4,09 

 

Les résultats obtenus montrent que la nouvelle méthode HPTLC développée donne des 

résultatsjustesdans un intervalle de concentration entre 25 et 100 µg/g pour les six amines 

biogènes testées.Toutes les valeurs calculées se retrouvent dans l’intervalle de -20 % à +10 % 

établi dans la décision 2002/657/CE. 

 

2) Dosage 

2.1) Screening de six amines biogènes dans la chair de tilapia 

Les résultats obtenus lors de l’analyse des échantillons du lot conservé à 30°C démontrent 

qu’au bout de 24 heures de conservation, les six amines biogènes sont présentes (Figure 43).    

La spermidine, la spermine et la tyramine sont constantes depuis le début jusqu’à la fin de la 

conservation. D’un point de vue qualitatif, les spots correspondant à la spermidine et la 

spermine présentent une intensité proche de celui du point de référence de 50 µg/g. Quant à la 

tyramine, sa concentration serait nettement plus faible. Par contre, la putrescine, la cadavérine 

et l’histamine sont absentes pendant les 12 premières heures et elles n’apparaissent qu’à partir 

de la 18ème heure de conservation. Qualitativement, d’après l’intensité des spots,                                 

la concentration des deux premières dépasse le seuil des 100 µg/g et la concentration de 

l’histamine est inférieure à 50 µg/g. 
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Figure 43: Résultats d’analyse des amines biogènes par HPTLC du lot de tilapia conservé à 
température ambiante (30°C) (0 heure – 24 heures). 

P200 (pool 200 µg/g), P100 (pool 100 µg/g), P50 (pool 50 µg/g), AM (ammoniac), PU (putrescine),                             
CD (cadavérine), SD (spermidine), HI (histamine), SM (spermine) et TY (tyramine). 
 

Quant au lot conservé à 4°C (Figure 44), nous constatons la présence de seulement trois amines 

biogènes parmi les six amines étudiées. Les quantités de spermine, de spermidine et de 

tyramine semblent équivalentes. Le niveau en tyramine est faible (< 50 µg/g) et celui de la 

spermidine et de la spermine avoisine les 100 µg/g tout au long de la durée de conservation (en 

référence aux spots des 3 pools de standards).Les trois autres amines biogènes (putrescine, 

cadavérine et histamine) sont indécelables.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 44 : Résultats d’analyse des amines biogènes par HPTLC du lot de tilapia conservé à 4°C 
(0 heure - J5). 

P200 (pool 200 µg/g), P100 (pool 100 µg/g), P50 (pool 50 µg/g), SD (spermidine), SM (spermine) et                            
TY (tyramine). 
 

    H0             H6           H12           H18            H24 
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2.2) Quantification  

Les plaques HPTLC ont été scannées par densitomètre (CAMAG TLC Scanner 3).                 

Les concentrations obtenues pour les échantillons du lot conservé à 30°C sont repris dans                      

le Tableau XXV.  
 

Tableau XXV : Résultats du dosage des amines biogènes par HPTLC dans la chair de tilapia 
conservé à température ambiante (30°C). 

 
Temps de conservation 

(Heures) 
Putrescine 

(µg/g) 
Cadavérine 

(µg/g) 
Spermidine 

(µg/g) 
Histamine 

(µg/g) 
Spermine 

(µg/g) 
Tyramine 

(µg/g) 

0 ND ND 57,60 ± 3,60 a ND 63,75 ± 5,08 a 24,36 ± 2,54 a 

6 ND ND 71,15 ± 12,79 a ND 84,86 ± 8,69 b 24,49 ± 2,51 a 

12 ND ND 92,74 ± 3,90 b ND 91,42 ± 4,60 b 23,97 ± 1,68 a 

18 85,14 ± 17,88 a 114,86 ± 11,74 a 64,16 ± 4,53 a 33,40 ± 4,30 a 84,97 ± 2,37 b c ND 

24 134,54 ± 8,97 b 145,54 ± 1,28 b 39,17 ± 2,99 c 34,72 ± 3,90 a 82,52 ± 2,91 c ND 

n = 3, moyenne ± Ecart type, ND : non détecté. Les valeurs désignées par des lettres similaires dans la même colonne 
ne sont pas significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05). 
 

Les résultats obtenus sont bien corrèlés avec ceux du screening ; la spermidine, la spermine et 

la tyramine apparaissent dès la première heure Post mortem. Les deux premières augmentent 

significativement (p < 0,05) et atteignent un pic à 92,74 ± 3,90 µg/g et à 91,42 ± 4,60 µg/g 

respectivement au bout de 12 heures. Ensuite, la concentration en spermidine diminue 

significativement (p < 0,05) après 18 h de conservation tandis que celle de la spermine est 

statistiquement plus faible mais reste stable entre 18 h et 24 h de conservation. Quant à la 

tyramine, sa concentration est faible (± 24 µg/g) et stable endéans les 12 premières heures de 

conservation, puis elle est indétectable pour la durée restante.   

La putrescine, la cadavérine et l’histaminerestent en dessous des limites de détection (5 µg/kg) 

de la méthode pendant les 12 premières heures. Par la suite, les deux premières augmentent 

significativement (p < 0,05) et dépassent le seuil des 100 µg/g dès la 18ème heure de 

conservation. Par contre la concentration de l’histamine reste inférieure à 50 µg/g.  

 

Les concentrations obtenues pour les échantillons du lot conservé à 4°C sont repris dans 

le Tableau XXVI.  

Les résultats obtenus sontfortement corrèlés avec ceux du screening ; uniquement trois amines 

biogènes (spermine, spermidine et tyramine) sont quantifiables. La spermidine augmente 

significativement (p < 0,05) et dépasse le seuil des 70 µg/g après 12 heures de conservation à 

4°C. Elle atteint le pic de 87,13 ± 7,11 µg/g au bout de 18 heures de conservation. Au delà des 

48 heures de stockage la spermidine rechute significativement (p < 0,05) et passe sous le seuil 
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initial des 55 µg/g. La concentration initiale en spermine dans le tilapia fraichement péché est 

de l’ordre de 60 µg/g. Cette dernière régresse significativement (p < 0,05) après 12 heures de 

conservation puis évolue significativement (p < 0,05) à nouveau pour atteindre le pic de 124,47 

± 0,81 µg/g à la 18ème heure d’entreposage à 4°C. Cette concentration décline significativement 

(p < 0,05) et reste statistiquement inchangée après 24 heures de conservation. La concentration 

initiale de la tyramine est très faible (± 25 µg/g) par rapport aux deux amines biogènes 

précédentes. Cette valeur augmente significativement (p < 0,05) pour atteindre le pic de 45,99 ± 

2,87 µg/g avant de rechuter significativement (p < 0,05) à nouveau sous le seuil des 30 µg/g et 

rester statistiquement inchangée pour la durée restante de conservation à 4°C.  

 

Tableau XXVI : Résultats du dosage des amines biogènes par HPTLC dans la chair de tilapia 
conservé à 4°C. 

Temps de conservation 
(Heures) 

Putrescine 
(µg/g) 

Cadavérine 
(µg/g) 

Spermidine 
(µg/g) 

Histamine 
(µg/g) 

Spermine 
(µg/g) 

Tyramine 
(µg/g) 

0 ND ND 57,60± 3,61 a ND 63,75± 5,08 a 24,36± 2,54 a 

6 ND ND 54,69± 7,33 a ND 60,45± 6,51 a 29,88± 0,15 a 

12 ND ND 73,36± 2,98 b ND 40,94± 1,51 b 45,99± 2,87 b 

18 ND ND 87,13± 7,11 c ND 124,47± 0,81 c 28,80± 1,50 a 

24 ND ND 72,39± 2,00 b ND 98,01± 2,26 d 28,28± 1,05 a 

48 ND ND 82,97± 0,49 c ND 103,91± 1,31 d 25,77± 0,72 a 

72 ND ND 67,23± 4,08 b ND 102,94± 4,82 d 27,30± 1,13 a 

120 ND ND 52,79± 3,83 a ND 90,49± 4,42 d 21,64± 1,08 a 

n = 3, moyenne ± Ecart type, ND : non détecté. Les valeurs désignées par des lettressimilaires dans la même colonne ne 
sont pas significativement différentes (test de Tukey, P < 0,05). 
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IV. ANALYSE & MAITRISE DES PCC (SYNTHESE) 

1. Analyse des dangers et détermination des PCC de la production du tilapia à Fat-Steppes : 

Les résultats de l’analyse des dangers et de la détermination des points de contrôle critiques (PCC) dans les étapes et à partir des intrants sont 

repris dans le Tableau XXVII. 

Tableau XXVII : Analyse des dangers et détermination des PCCs de la production et de la commercialisation de tilapias (O. niloticus) produits à Fat-
Steppes. 

 Dangers potentiels Causes (5M) Mesure de maitrise 
Evaluation du risque Arbre de décision du Codex 

Alimentarius (1997) PCC / BP   
Gravité Fréquence Risque Q1 Q2 Q3 Q4 

ETAPES 
 

1.     
Reproduction 

& Eclosion 

B : Portage de pathogènes * 

- Portage asymptomatique chez les 
reproducteurs (Matières premières). 
- Transmission verticale (Œufs) ou 
horizontale (Eau / Milieu). 

Certification vétérinaire 
Petit à modéré 
(en fonction 
du pathogène) 

 
Modéré 

 
Acceptable O N O O BPV 

 
 

2.    
 

Alevinage 

B : Portage de pathogènes * 
Transmission verticale ou horizontale (Eau / 
Milieu). 

Certification vétérinaire Petit à Modéré Modéré Acceptable O N O O BPV 

C: Résidus de 17 -méthyle 
testostérone (MT) 

- Surdosage de la MT (>65mg par kg 
d’aliment / Méthode). 
- Traitement tardif (alevins agès plus d’un 
mois post éclosion / Méthode). 
-   Traitement  prolongé  (>  28  jours  /  
Méthode).  

- Formation du personnel -  
Respect  des  BPA  et  des  
BPV 

Grand Modéré Majeur O N O N PCC1-C1 

 
 
 

3. 
 

Grossissement 

B : Portage de pathogènes* 

- Transmission verticale (alevins) ou 
horizontale via l’eau (Milieu) ou via 
l’aliment (Matières premières). 
-  Portage asymptomatique.  

Suivi sanitaire vétérinaire 
des juvéniles et des adultes Petit à Modéré Modéré Acceptable  O N O O BPV 

C: Résidus d’antibiotiques 
(Fluoroquinolones & 
Tétracyclines) 

- Surdosage des antibiotiques (OXO > 12 mg 
par  kg d’aliment / Méthode). 
- Contamination via l’eau (Milieu) et 
l’aliment (Matières premières) 
-  Non respect des délais d'attente (< 8 jours) 
(Méthode) 

- Formation du personnel 
(respect des BPA). 
- Respect des délais 
d’attente pour les 
antibiotiques.  

Grand Grand Majeur O N O N PCC2-C2 
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4. 
Pêche 

B : Contamination 
bactérienne 

Contamination croisée via le filet de peche 
(Matériel) et les opérateurs (Main d’œuvre) 

- Nettoyage et entretien des 
filets de pêche. 
-  Port de tenue spéciale  

Petit petit Mineur / BPH 

5. 
Conditionnement 

& 
Transport 

B : Prolifération bactérienne 
 

Contamination croisée via les caisses 
(Matériel),  via  les  opérateurs  (Main 
d’œuvre), via la glace (Matèriel) et via les 
moyens de transport (Matériel) 

- Nettoyage des caisses,  
- Port de tenue spéciale 
pour les opérateurs,  
- Eau douce chlorée pour la 
fabrication de glace (BPH).  
- Respect de la chaine du 
froid (< 5°C) 
- Mise à jeun des poissons 
(02 j avant l’écoulement) 
-  Certification vétérinaire 

Modéré Grand Majeur O N O N PCC3-B1 

 
 

6. 
Commercialisation 

 
 
 

B : Prolifération bactérienne - Contamination croisée via le vendeur (Main 
d’œuvre), les caisses en bois (Matériel) et le 
sol (Milieu).  
 
- Entreposage à température ambiante ou 
rupture de la chaine du froid (Méthode). 
 

- Respect des BPH (caisses 
en plastiques, port de gants 
et nettoyage de 
l’environnement) 
 
- Conservation sous glace 
(0°) ou réfrigération              
(<5°C). 

Modéré Grand Majeur O N O N PCC4-B2 

C : Oxydation lipidique 
(aldéhydes) 

Modéré Grand Majeur O N O N PCC5-C3 

C : protéolyse bactérienne 
(ABVT & amines biogènes) 

Modéré Grand Majeur O N O N PCC6-C4 

C : Migration à partir des 
emballages 

-  Emballage dans du papier de journal 
(Matériel) 

 
-  Emballage alimentaire Petit Petit Mineur / BPH 

INTRANTS 

 
 
 

Aliment 

B : bactéries pathogènes          
(E. coli 1 2 S. aureus 1 2,               
C. botilinumtype C 3,  
, Salmonella 4 5) et 
moisissures6 (Aspergillus 
flavis & A. parasiticus) 

Aliment conservé dans un local humide                
(> 60 %) et à température ambiante (> 20°C) 

-  Fournisseurs agréés 
livrant des aliments 
conformes. 
-  Inspection visuelle 
-  Stockage > 20°C  

Modéré Modéré à 
Grand 

Majeur O N O N PCC7-B3 

C : résidus d’antibiotiques - Surdosage des médicaments vétérinaires 
(antibiotiques ou MT) dans l’aliment 
(Méthode) 
- Traitement prolongé (Méthode) 

-  Formation du personnel 
(respect des BPA) 
-  Identification et isolement 
de l’aliment –
médicamenteux. 

Modéré Modéré Majeur 

O N O N PCC8-C5 

C : résidus d’hormones O N O N 
 

PCC9-C6 
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Q1 : Existe-il une ou plusieurs mesure (s) préventive (s) de maitrise ?    
Q2 : L’étape est-elle expressément conçue pour éliminer la probabilité d’apparition d’un danger ou de le ramener à un niveau acceptable ? 
Q3 : Est-il possible qu’une contamination s’accompagnant de dangers identifiés survienne à un niveau dépassant les limites acceptables ou ces dangers 
risquent-ils d’atteindre des niveaux inacceptables ? 
Q4 : Une étape subséquente permettra-t-elle d’éliminer le ou les dangers identifiés ou de ramener leur probabilité d’apparition à un niveau acceptable ? 
PCC : point critique de contrôle ; BP: bonnes pratiques ; BPV : bonnes pratiques vétérinaires ; BPH : bonnes pratiques d’hygiène ; BPA : bonnes pratiques 
aquacoles ; B : biologique ; C : chimique ; Niveau de gravité : grand, modéré, petit ; niveau de probabilité (fréquence) : petit, modéré et grand ; niveau du 
risque : mineur, acceptable et majeur.  
* : Pathogènes de tilapia Spp. responsables de zoonooses: Mycobacterium marinum. (Sonda-Santos & Lara-Flores, 2012 ; Lara-Flores et al., 2014), Vibrio 

vulnificus (Mahmud et al., 2010 ; Lo et al., 2014), Escherichia coli (Rocha et al., 2014), Salmonella Spp. (Nwiyi & Onyeabor, 2011 ; Wandili et al., 2011 ; 

Makilla, 2014), Vibrio parahaemolyticus (Noorlis et al., 2011), Streptococcus iniae (Baiano & Barnes, 2009 ; Al-Harbi, 2011 ; Wang et al., 2011 ; Haenen et 

al., 2013), Streptococcus Spp. (Ataguba et al., 2014 ; Yilmaz & Ergun, 2014), Streptococcus agalactiae (Evans et al., 2009), Edwardsiella tarda (Javier, 

2012 ; Pridgeon et al., 2014), Aeromonas hydrophila (Pridgeon et al., 2014), Staphylococcus aureus (Gatti Junior et al., 2014 ; Makilla, 2014), Listeria spp. 

(FAO, 1999b ; Hastein et al., 2006 ; Edris et al., 2014) , Clostridium botilinum (Huss et al., 2000).  
Pathogènes dans les aliments de poissons : E. coli 1 2, Staphylococcus aureus 1 2 (Zmys owska & Lewandowska, 2000 ; Nwabueze & Nwabueze, 2011), 

Clostridium botilinum C 3 (Nol et al., 2004), Salmonella 4 5 (Lunestad et al., 2007 ; Petreska et al., 2013), Aspergillus  flavis & A. parasiticus 6 (Nyong & 

Olubunmi, 2014).  

 

 
 
 

Eau 

B : bactéries indicatrices et 
pathogènes (coliformes, 
salmonelles et clostridies) 

Contamination fécale à partir des 
exploitations voisines (Milieu)  

- Filtration et 
renouvellement régulier de 
l’eau (circuit fermé), 
 - Choix du site (BPH) 

Modéré Modéré Majeur O N O N PCC10-B4 

C : résidus d’antibiotiques - Contamination environnementale (Milieu), 
- Contamination via l’aliment- médicamenteux 

perdus (Matière première) 
- Contamination via les fécès et les excrétions 
(branchiques et urinaires) du poisson (Milieu) 

Filtration régulière 
biologique et mécanique de 
l’eau (BPH) (circuit fermé) 

Grand Grand Majeur O N O N PCC11-C7 

C : résidus d’hormones Grand Grand Majeur O N O N PCC12-C8 
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Il ressort du Tableau XXVII qu’il existe 12 points critiques de contrôle (PCC) au sein de ce process de production (au niveau de Fat-Steppes) et 

de commercialisation du tilapia du Nil (O. niloticus). Dans la phase anté mortem, 02 PCCs biologique et 6 PCCs chimiques sont répertoriés.                   

Les deux premiers sont en rapport avec la présence de bactéries pathogènes et de champignons dans l’eau et dans l’aliment d’elevage.                     

Par contre les PCCS chimiques sont directement liés à l’utilisation de médicaments vétérinaires (hormones et antibiotiques).  

Concernant la phase Post mortem, 4 autres PCCs sont répertoriés, les deux premiers sont de nature biologique et sont en rapport avec la 

contamination croisée lors du conditionnement ou du transport ou en rapport avec la prolifération bactérienne durant l’entreposage. Pour les deux 

autres PCCs de nature chimique, ils sont liés à l’altération biochimique (oxydation lipidique ou protéolyse chimique et microbienne) du poisson 

en fonction du mode et du temps d’entreposage chez le vendeur. D’autres dangers éventuels ont été également évoqués et considérés comme 

mineurs ou acceptables. Ces derniers représentent des défaillances dans le programme préalable de l’HACCP, c.à.d. les bonnes pratiques 

d’hygiène (BPH) et aquacoles (BPA) ou ils seront maitrisés ou atténués par des bonnes pratiques vétérinaires  (BPA).   

 

2. Maitrise des PCC :  

Les résultats des étapes subséquentes (8 – 12) du système HACCP prévus pour la maitrise desPCCs par la fixation de limites critiques, 

établissement de procédures de surveillance, des action correctives, action de vérification et tenue de documents sont repris dans le Tableau 

récapitulatif XXVIII. Uniquement les PCCs déterminés sont pris en considération. Les autres dangers mineurs et acceptables sont corrigés par 

l’application de bonnes pratiques d’hygiène (BPH) et de bonnes pratiques vétérinaires (BPV). 

Les méthodes analytiques de screening développées dans ce travail (test microbiologique des résidus d’antibiotiques, test ELISA, méthode 

HPTLC pour les amines biogènes avec dépôt manuel) et le contrôle de la températurepermettront de surveiller les différents PCCs déterminés 

dans ce process. Puisqu’il s’agit d’une bandeunique de tilapias produite par an, idéalement, tout les PCCs de chaque lot doivent être surveillés 

puis vérifiés par des analyses microbiologiques et chimiques quantitatives (de confirmation) avant l’écoulement.Les différentes techniques 

développées ou optimisées dans cette thèse (HPLC/UV pour les résidus d’antibiotique, HPTLC pour les amines biogènes, ELISA ou GC/FID/MS 

pour la MT) peuvent être utilisées, en routine,pour la vérification des échantillons de poissons au niveau des laboratoires algériens.  
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Tableau XXVIII : Maitrise des PCCs de la production et de la commercialisation de tilapias (O. niloticus) produits à Fat-Steppes. 

 PCC Limites critiques Procédure de surveillance Actions correctives Vérification Documentation 

Etapes 

Alevinage Résidus de la MT                    Tolérance 0 pour la MT Screeningpar ELISA* 
Prolongement du grossissementde deux 
mois au minimum. Confirmation par GC/MS Tenue d’un registre 

de médication 

Grossissement 

Résidus d’antibiotiques -  Respect des LMR pour les antibiotiques 
(100 ppm pour l’acide oxolinique). 

Screening microbiologique 
des résidus d’antibiotiques 

Prolongement des délais d’attente d’un 
minimum d’une semaine en fonction de 
l’antibiotique. 

Confirmation par HPLC/UV 

-Tenue d’un registre 
de médication.  
 
-Sauvegarde des 
rapports d’analyses. 
 
-Tenue de fiche 
d’identification des 
lots. 

Résidus de la MT                    -  Tolérance 0 pour la MT Screening par ELISA * 
Retardement de l’écoulement d’un 
minimum de deux mois. 

Confirmation par GC/MS 

Conditionnement  
& Transport  

Prolifération bactérienne 

 
Critères microbiologique (JORADP n°35, 
1998) 
 
05 jours à 4°C & 12 heuresà 30°C. 

Contrôle de la température 
 

Renettoyage des caisses, visites 
médicales des opérateurs et port de 
tenue spéciale, stérilisation de l’eau 
pour la fabrication de la glace   

Echantillonnageet analyse 
microbiologique (bactéries 
indicatrices et pathogènes) 

Sauvegarde des : 
 -rapports d’analyses. 
- des formulaires de 

surveillance. 

- certificats médicaux 

Commercialisation 

Prolifération bactérienne - Critères microbiologique (JORADP 
n°35, 1998) FMAT et ENT < 106 cfu g-1. 
 
- TBARS : 0,85  mg eq MDA / kg. 

 

- 05 jours à 4°C & 12 heures  à 30°C. 

- ABVT : 35 mg N/100g 
Putrescine + Cadavérine < 200 ppm 

- Vérification de la 
température d’entreposage. 
 
 
- Analyse organoleptique. 

Saisie du lot 

- Analyse biochimiques 
 
- Analyse microbiologique  

- Etalonnage du 

thermomètre. 

 

- Vérifier les documents 

- Certificat sanitaire 

des poissons. 

 

- Etiquetage.  

Formation de produits 
secondaires d’oxydation  
lipidique (aldéhydes) 

Formations d’amines 
biogènes 
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* : Utiliser la nouvelle méthode d’extraction optimisée pour un test ELISA dans le cadre de ce travail afin de dépister les résidus de la MT chez des juvéniles 
agés de plus de 100 jours (10 jours d’incubation + 1 mois de traitement hormonal au maximum + 2 mois post traitement) et dans les échantillons d’eau.  
 
**: Le renouvellement de l’eau signifie une alimentation régulière en eau filtrée au sein d’un circuit fermé doté d’un système de filtration mécanique et 
biologique.  
 
 
 

Intrants 

Eau 

Présence de pathogène  FMAT < 104 UFT/ml 
Coliforme fécaux < 103 UFT/m 

Prélèvement 4 x / an et 
analyse microbiologique 
mensuel 

 
-  Renouvellement régulier de l’eau ** 
 
-  Refiltration biologique et physico-
chimique 

 

Analyse microbiologique Enregistrement des 
fréquences de 
renouvellement. 
Sauvegarde des 
rapports d’analyses 

Résidus d’antibiotiques -  Respect des LMR pour les antibiotiques 
(100 ppm pour l’acide oxolinique). Screening microbiologique Confirmation par HPLC/UV 

Résidus d’hormones Tolérance 0 pour la MT Screening par ELISA * 
 

Confirmation par GC/MS 

Aliment 

 Présence de pathogène 
 

- Critères microbiologiques de l’aliment 
selon la norme algérienne NA-6115 
(Moisissures <103 ufc/g, Bacillus 
cereus<104 ufc/g) 
- Endroit sec (humidité relative < 60%), 
abrité et à température ambiante < 20°C. 

- Mesure de l’humidité 
relative dulocal de stockage. 
- Mesure de l’humidité de 
l’aliment. 
- Contrôle de l’Aw 
 
- Contrôle de la température. 

-  Réparation du réfrigérateur  
(si conservation réfrigérée) 
-  Substitution du fournisseur d’aliment. 
-  Changement de salle de stockage.  
- utilisation d’aliment sec (extrudé) 
dont l’humidité ne dépasse pas les 15% 
-  Formation du personnel. 

Analyse microbiologique Formulaire 
d’inspection de 
l’aliment 

Sauvegarde des 
rapports d’analyses 

Résidus d’antibiotiques -  Respect des LMR pour les antibiotiques 
(100 ppm pour l’acide oxolinique). Screening microbiologique Identification et stockage de l’aliment à 

part pour un traitement ultérieur 

Confirmation par HPLC/UV 

Résidus d’hormones Tolérance 0 pour la MT Screening par ELISA * Confirmation par GC/MS 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

DISCUSSION 
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1. Démarche HACCP : 

 Durant les deux dernières décennies, l’aquaculture mondiale a connu une 

impressionnante expansion. L’aquaculture est devenue un secteur de production animale à 

croissance annuelle très rapide avec un taux avoisinant 9,6 %. Elle représente une source 

importante de protéines animales de haute valeur nutritive (FAO, 2014). L’aquaculture 

compense les stocks halieutiques du monde qui ont atteint les limites d'exploitation. Les pays 

asiatiques (Chine, Vietnam, Indonésie, Thaïlande...etc) sont les plus actifs dans ce créneau et 

assure approximativement 90 % de la production globale d'aquaculture (FAO, 2012). Une part 

importante (> 50 %) des exportations (poissons entiers, filets ou poissons transformés) est 

destinée aux marchés européens et américains (Lupin, 1999). Afin de soutenir et faciliter ce 

commerce international, mais en même temps assurer la sûreté et la qualité des produits,                 

les autorités compétentes imposentune harmonisation des politiques de la sécurité alimentaire            

le long de cette chaine de production (de la mer à la table) (Josupeit et al., 2001). Des analyses 

de risques et des systèmes de gestion de qualité ou des certifications basés sur le système 

HACCP sont exigés (OMS, 1999 ; Gandini et al., 2009). L’HACCP est une approche 

internationalement convenue pour la gestion de la sécurité alimentaire, qui a été aussi adaptée 

afin de sauvegarder et de surveiller le bien-être des poissons élevés (Van De Vis et al., 2012). 

Néanmoins, ce concept d’assurance et de management de qualité est nettement en avance dans 

le secteur de la transformation des produits aquacoles par rapport à celui des élevages (Reilly & 

Kaferstein, 1997 ; Magras et al., 2005). 

De ce fait, des stratégies appropriées devraient être développées par les aquaculteurs 

afin de contrôler les risques liés à leurs productions. Ces stratégies peuvent s’appuyer sur les 

différents codes d’usages pour les poissonset les produits de la pêche (Codex alimentarius, 

2012a), pour réduire au minimum et maîtriser la résistance aux antimicrobiens (Codex 

Alimentarius, 2005) et pour une bonne alimentation (Codex Alimentarius, 2004), ainsi que sur 

le guide d’autocontrôle pour le secteur du poisson (AFSCA, 2011). 

Dans ce contexte, notre étude contribue à l’élaboration, dans une première tentative,                    

d’un modèle spécifique du système HACCP pour la tilapiculture (O. niloticus) en Algérie (Fat-

Steppes). En effet, lors de l’évaluation de ces programmes préalables (PRP), nous avons 

constaté des points non conformes et des défaillances qui influencent la qualité hygiénique des 

tilapias produits. Le choix du site de la ferme aquacole est déterminant pour le bien-être et la 

santé animale (OMS, 1999 ; Garrett et al., 2000). L’emplacement de l’exploitation algérienne 

de tilapiculture "Fat-Steppes" convient parfaitement pour ce genre d’activité. Elle est située 

dans une zone rurale isolée et elle puise son eau d’élevage à partir d’une source d’eau douce           
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(le chott El-Chergui), à haut débit et naturellement chaude. L’eau pompée à partir du chott subit 

une filtration mécanique et biologiqueavant d’alimenter les bassins des premiers stades de 

production à l’intérieur des serres qui fonctionnent en circuit fermé. Par contre, au niveau des 

étangs de grossissementdes juvéniles de tilapia, des circuits ouverts sont utilisés. La qualité 

d’eau qui alimente ces étangs est tributaire du débit et de la fréquence de renouvellement de 

l’eau.  

NB/ Les résultats de la qualité microbiologique et chimique de l’eau seront discutés plus loin 

lors de l’évaluation de ce danger. 

 

 Le non respect des bonnes pratiques d’hygiènes lors du conditionnement et le flux 

insouciant du personnel au sein de la ferme peuvent être à l’origine de contaminations croisées 

des produits finaux. Huss et al. (2002) et Carbonera et al. (2011), ont démontré que des 

Pseudomonas sp. , des staphylocoques, des salmonelles et des coliformes thermotolérants 

pouvaient contaminer la chair du poisson à cause d’une mauvaise manipulation.  

La formulation et la conservation de l’aliment destiné aux poissons nécessitent un savoir 

faire technique. Il est connu qu’en aquaculture la rentabilité de la production globale est très 

dépendante de la disponibilité et du coût des aliments (Azaza et al., 2005). La farine de poisson 

est en général la composante majeure des aliments en aquaculture. En effet, elle est riche en 

acides aminés essentiels indispensables pour la croissance des poissons. Cette source 

conventionnelle de protéines représente 40 à 60 % des protéines totales dans les aliments 

standards pour les tilapias (NRC, 1993). Son prix d'achat élevé et l'irrégularité de sa qualité ont 

incité les producteurs à la substituer par des matières premières végétales (Kaushik et al., 2004; 

Bamba et al., 2008). Le tourteau de soja est le plus utilisé du fait de sa disponibilité, de la 

stabilité  de  son  prix  et  surtout  de  sa  bonne  valeur  nutritionnelle  pour  la  plupart  des  poissons  

d'élevage (Kenan & Chris, 2005). Dans cette optique, au sein de la ferme de tilapiculture 

algérienne Fat-Steppes, l’aliment est fabriqué in situ avec des formules variées en fonction des 

besoins de chaque stade (alevins, juvéniles et adulte) de production. La farine de poisson est 

obtenue essentiellement à partir de stock de sardines (Sardina pilchardus) (vendu à bas prix en 

été). Ce poisson étant gras rend difficile la conservation del’aliment extrudé formulé sans 

l’ajout d’antioxydants. De plus, il a été démontré par Hernandez et al. (2014) que la forme de 

l’aliment extrudé (une surface poreuse et une chambre à air internes) favorise le contact entre la 

graisse et l'oxygène dans l'air et la peroxydation lipidique est favorisée. De ce fait, le respect 

des bonnes pratiques de fabrication (BPF) et l’incorporation des antioxydants naturels ou 

synthétiques est primordiale afin de ralentir ou d’arrêterla peroxydation lipidique et par 
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conséquent préserver la fraîcheuret l’attractivité de l’aliment. La vitamine E, la vitamine C et 

les flavonoïdes peuvent être utilisés comme antioxydants naturels et le BHT (butyl 

hydroxytoluène), BHA (butyl hydroxyanisol) et l’éthoxyquine comme antioxydants 

synthétiques (Blaszczyk et al., 2013). 

Un autre problème d’ordre technologique est à soulever dans les BPF, la substitution de la 

farine de poisson par des farines végétales (bons marché) pourrait affecter la croissance des 

poissons en raison de leur faible taux protéique, carence en acides aminés essentiels et la 

présence de facteurs antinutritionnels (Médale & Kaushik, 2009).  

 

NB/ Les résultats de la qualité microbiologique et chimique de l’aliment seront discutés plus 

loin lors de l’évaluation de ce danger.  

Pendant ces dernières décennies, la perception du consommateur vis à vis les produits 

aquacoles et les produits de la pêche a nettement évoluée. Il est devenu plus exigeant en termes 

de qualité hygiénique et de qualité nutritionnelle (Rasco, 2010). Le tilapia se classe au 2ème rang 

des poissons aquacoles les plus vendus au monde (FAO, 2012). Il est apprécié pour sa chair 

tendre, ses valeur gustative et nutritive, l’absence d’arêtes et pour son prix relativement 

abordable (Watanabe et al., 2002). Lors de la caractérisation du profil nutritionnel du tilapia             

(O. niloticus) produit à Fat-Steppes, dans les étapes préliminaires de l’HACCP, nous avons 

démontré que la composition chimique de sa chair se caractérise par un taux normal de 

protéines (17,3 %). Des résultats similaires ont été rapportés par Ibrahim & El-Sherif (2008) et 

Emire et al. (2009). Il est connu que le pourcentage des protéines chez les poissons est 

relativement stable entre 17 % et 20 % (Lefèvre & Bugeon, 2008). Dans une étude rapportée 

par Tongnuanchan et al. (2011), ils ont démontré que le tilapia pouvait contenir un taux 

nettement plus faible de protéines (13,2 %). Dans la présente étude, il est démontré que le 

tilapia n’est pas une bonne source de lipide pour le consommateur. Le pourcentage des lipides 

est très faible (0,33 %), il est inférieur aux taux rapportés dans la littérature et dont les valeurs 

fluctuent de 0,98 ± 0,01 % à 2,72 ± 0,23 % (De Souza et al., 2007; Ibrahim & El-Sherif, 2008 ; 

Suloma et al.,2008; Emire et al., 2009 ; Elagba & Al-Sabahi, 2011; Navarro et al., 2012; 

Dhanapal et al., 2012).  Le  taux  des  cendres  du  tilapia  est  relativement  bas  (<  0,40  %).  Cette  

valeur est proche des valeurs rapportées dans la littérature (Ibrahim & El-Sherif, 2008 ; Emire 

et al., 2009 ; Tongnuanchan et al., 2011 ; Kulawik et al., 2013). La proportion majeure du 

tilapia est dominée par l’humidité qui avoisine les 80 %. Cette valeur correspond bien aux 

autres travaux réalisés sur du tilapia fraichement péché (Ibrahim & El-Sherif, 2008 ; Emire et 

al., 2009). Des taux plus importants (> 85 %) ont été rapportés par Tongnuanchan et al. (2011) 
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et Kulawik et al. (2013) qui ont analysé des échantillons congelés ayant certainement absorbés 

de l’eau durant leurs conservation (Kyrana et al., 1997).  

Le profil nutritionnel en acide aminés et en acides gras du tilapia algérien est intéressant.                

En comparant nos résultats avec ceux de littérature, nous constatons que la composition en 

acides aminés et en acides gras varient considérablement entre les individus des tilapias 

analysés. En effet, les valeurs changent en fonction de l’âge, du sexe, de l’environnement, de la 

saison et de l’état physiologique (Médale, 2004). De plus, le régime alimentaire, qu’il soit 

naturel ou industriel, influence le profil nutritionnel du poisson (De Souza et al., 2007; Elagba 

& Al-Sabahi, 2011; Navarro et al., 2012). Le tilapia algérien (O. niloticus) représente une 

bonne source d’acides aminés essentiels tels que : la thréonine, la valine, la leucine, la 

méthionine, la isoleucine et la lysine, …etc. Il peut aussi fournir un apport relatif en acides gras 

polyinsaturés (> 57 % des acides gras totaux) pour le consommateur algérien. La proportion des 

n-6 et n-3 (39,60 ± 1,18 % et 18,33 ± 0,59 % des acides gras totaux respectivement) est assez 

importante, en particulier l’acide eicosapentaenoique (EPA) et l’acide docosahexaenoïque 

(DHA) qui sont connu pour la prévention des maladies cardiovasculaire et l’atténuation des 

processus inflammatoires (Lecerf, 2007 ; Calder et al., 2011 ; Navarro et al., 2012).                                      

D’après Osman et al. (2001) un ratio de 1/5 du rapport n-3/n-6 constitue un régime alimentaire 

sain pour l’homme. Dans la présente étude, le rapport n-3/n-6 était de 0,46 ± 0,03, cette valeur 

concorde bien avec l’étude réalisée sur du filet de tilapia rouge (Oreochromis niloticus x 

Tilapia mosambicus) par Karami et al. (2013).  

 

Dans le cadre de notre étude nous avons ciblé quelques dangers précis.Endéans la phase 

d’élevage, la qualité microbiologique et physicochimique de l’eau et de l’aliment ainsi que la 

manipulation des médicaments vétérinaires (antibiotiques et hormonescouramment utilisés pour 

cet  élevage)  ont  été  déterminés  comme  des  point  critique  de  contrôle  (PCC).Ces  dangers  

microbiologiques et chimiques correspondent parfaitement aux différents points critiques 

soulevés dans des plans HACCP préalablement établis pour différentes espèces aquacoles 

(Reilly& Käferstein 1997 ; Huss et al., 2004 ; Bagumire et al., 2009 ; Bush et al., 2009). Dans 

la phase post mortem (conservation du tilapia après récolte), le point le plus critique, était 

l’altération rapide de la qualité sensorielle, microbiologique et biochimique du tilapia à cause 

des méthodes d’entreposage et de conservation dans les marchés en dépit de la santé publique. 

Cette étape de commercialisation est souvent critiquée par les scientifiques lorsque ils 

appliquent le système HACCP ou lorsqu’ils étudient la qualité microbiologique des poissons ou 
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filets vendus (Garrett et al., 2000 ; Huss et al., 2000 ; Giuffrida, 2003 ; Arvanitoyannis & 

Varzakas, 2009). 

Dans notre travail, nous avons établi des stratégies analytiques fondées sur le screening 

et la confirmation des différents dangers chimiques et microbiologique susmentionnés.          

Des seuils limites ont été fixés et des mesures de surveillance et de vérification, techniquement 

simples et facilement transposables, ont été développées ou testées. 

Le danger lié au portage de bactéries pathogènes et de parasites (trématodes) par les 

tilapias adultes a été jugé comme étant un risque acceptable qui pourrait être maitrisé par des 

bonnes pratiques vétérinaires (BPV). En effet, en Algérie, un certificat sanitaire est 

impérativement délivré avant la commercialisation des tilapias. Les lésions superficielles 

seraient un motif de saisie lors de l’inspection vétérinaire. De plus, selon les habitudes 

alimentaires algériennes, le poisson se vend entier, frais non éviscéré, et il est consommé grillé, 

frit ou cuisiné. Ces trois modes de cuisson sont thermiques et permettent la destruction des 

éventuels parasites et bactéries contaminants la chair du poisson.  

Toutefois, sous certaines conditions, les bactéries responsables de pathologies des poissons 

peuvent éventuellement infecter les humains, sans être nécessairement considéré comme un 

problème de santé publique majeur (Hastein et al., 2006). Il a été rapporté que des bactéries, 

très redoutables pour les élevages de tilapias (forte contagion et mortalité importante), du genre 

Streptococcus iniae (Baiano & Barnes, 2009 ; Al-Harbi, 2011 ; Wang et al., 2011 ; Haenen et 

al., 2013), Vibrio vilnificus Biotype 2 (Mahmud et al., 2010 ; Lo et al., 2014) et Mycobactérium 

marinum (Sonda-Santos & Lara-Flores, 2012 ; Lara-Flores et al., 2014) pouvaient affecter les 

tilapiculteurs et les manipulateurs de poissons en surinfectant des plaies ou des lésions cutanées 

préexistantes (dermo-hypodermite nécrosante, lésions granulomateuses et cellulite locale) ou 

encore évoluer en septicémie (Hastein et al., 2006).  

 

NB/ Les résultats de l’évaluation de chaque danger seront discutés séparément.  

 

2. Stratégie analytique des résidus d’antibiotiques : 

 La présence des résidus de médicaments vétérinaires dans les denrées alimentaires 

d’origine animale représente un risque chimique avéré pour le consommateur. La recherche 

scientifique a fourni plusieurs efforts dans le développement de techniques analytiques qui 

permettent de déceler les résidus des antibiotiques en particulier. L’analyse quantitative de ces 

derniers respecte une stratégie bien planifiée qui débute par un screening, le plus souvent c’est 

un test microbiologique qui est non spécifique. Ce test est suivi par une confirmation spécifique 
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par une technique enzymatique, immunologique ou chromatographique liquide. Reig & Toldra 

(2008) ont schématisé une procédure typique de l’analyse de résidus de médicaments 

vétérinaires dans la viande. Une autre stratégie avec un test post screening intermédiaire pour 

l’analyse  des  antibiotiques  et  des  hormones  dans  les  denrées  alimentaires  a  été  présentée  par  

Bovee & Pikkemaat (2009). 

La décision de la Commission 2002/657/CE, stipule qu’un test de screening est validé lorsque 

sa capacité de détection (CCß) est inferieure à la valeur de LMR de l’antibiotique d’intérêt. 

L’interprétation des résultats est traduite selon le terme conforme pour le résultat négatif et 

suspect  d’être  non  conforme  pour  le  résultat  positif.  Des  directives  ont  été  élaborées  afin  de  

standardiser la méthodologie du screening des résidus de médicaments vétérinaires et un guide 

(4ème version) de la procédure de validation du screening a été rédigé par Gaudin & Sanders 

(2005). De plus, le CRL (Community Reference Laboratories Residues) a publié en 2010, des 

directives générales pour la validation des méthodes de dépistage de résidus des médicaments 

vétérinaires. 

Dans ce contexte, pour notre étude des résidus d’acide oxolinique (quinolone fréquemment 

utilisée en tilapiculture) dans la chair et le sérum du tilapia, nous avons adapté une 

méthodologie analytique basée sur un screening microbiologique mettant en œuvre une seule 

boite de gélose à pH6 ensemencée avec Bacillus subtilis et une confirmation quantitative par 

LC-UV-MS. 

Le screening d’ordre microbiologique a un grand intérêt analytique, son coût est abordable, sa 

mise en pratique est simple et le délai d’analyse est court. Le recours à cette méthode remonte à 

plusieurs décennies et les progrès accomplis ont vu varier les matrices, le nombre et la forme 

des géloses de culture (boites de Pétri ou ampoules), le pH des plaques, la souche bactérienne et 

le protocole d’extraction. En général, les souches les plus sollicitées sont : Yersinia ruckeri 

(Barker, 1994), E.coli (Choi et al., 1999 ; Ashwin et al., 2009 ; Sanz et al., 2010), Bacillus 

stearothermophilus utilisée souvent dans les ampoules pour le Premi® Test (Stead et al., 2004) 

ou le Delvotest® SP-NT (Stead et al., 2008), Klebsiella pneumoniae (Donoghue & Schneider, 

2003 ; Schneider & Donoghue, 2004), Bacillus cereus (Okerman et al., 2007) dans l’analyse 

multi-résidus à 7 plaques combinée aux autres souches bactérienne et à différents pH.  

La souche qui a servi pour notre screening, Bacillus subtilis, a la particularité d’être sensible à 

plusieurs antibiotiques et surtout les fluoroquinolones et les tétracyclines (Dang et al., 2010, 

2011). Elle est une souche de choix pour la majorité des tests européens de référence (Belgian 

Kidney test, New Dutch Kidney test et EU 4-plate test).  
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Les résultats obtenus dans notre expérience, révèle que le test de screening basé sur l’inhibition 

de la croissance de Bacillus subtilis ensemencée dans une gélose Agar pH 6 et incubé à 32°C 

pendant 18 heures est concluant.  

Les paramètres de performance (exactitude, sensibilité et spécificité) de la méthode pour la 

détection des résidus de deux familles d’antibiotiques à savoir ; les fluoroquinolones et les 

tétracyclines sont satisfaisants.Toutes les valeurs des capacités de détection des huit 

antibiotiques d’intérêtsont inférieures à leurs LMR respectives.  

Le protocole d’extraction optimisé (Dang et al., 2010) , c’est -à- dire reconstitution de l’extrait 

de résidu dans 200 µl, améliore considérablement la sensibilité de la méthode.  

Les paramètres de performances de la technique sont remarquables pour tous les antibiotiques 

étudiés : la sensibilité est d’un minimum de 95 %, l’exactitude d’un minimum de 97,5 % et la 

spécificité est de 100 %.  

En ce qui concerne particulièrement l’acide oxolinique, les paramètres ; exactitude, sensibilité 

et spécificité du test sont de 100 % et la capacité de détection (CCß) est de 75 µg/kg, qui est 

inférieure à LMR (100 µg/kg).  

Les résultats obtenus concordent bien avec les résultats montrés par Dang et al. (2010). 

Néanmoins, un effet matrice est constaté, car le même protocole appliqué sur le poisson et sur 

la crevette, donne des capacités de détection différentes : la CCß de l’acide oxolinique est de 

0,70 fois la LMR chez la crevette et elle est de 0,95 fois la LMR chez le tilapia.  

Nos résultats sont en concordance avec les résultats de Stead et al. (2004) qui ont démontré que 

l’extraction préalable des résidus d’antibiotiques par un mélange de solvants 

(acétonitrile/acétone) permettait d’améliorer les limites de détection du test de screening            

Premi® Test par rapport à l’application directe du jus de viande de porc dépisté par le même 

test.  

Lors du screening microbiologique des produits aquacoles (surtout chez les crustacés), l’effet 

inhibiteur du lysozyme (Xing et al., 2009) pourrait interférer avec l’effet antibactérien (Dang et 

al., 2010) et ainsi fausser le résultat (faux positif) en élargissant la zone d’inhibition. Le fait de 

reconstituer l’extrait d’antibiotique dans du méthanol inactive le lysozyme (Dang, 2007).  

Les résultats obtenus lors de la validation de la méthode de screening et lors de l’analyse des 

échantillons de tilapia contaminés révèlent que la diffusion des antibiotiques dans la gélose est 

influencée par le pH du milieu. Selon la nature de l’antibiotique, le fait d’alcaliniser le milieu 

(gélose pH6) en ajoutant 20 µl de NaOH 1%, élargit ou rétrécit la zone d’inhibition.                         

Il se trouve que les fluoroquinolones, étant des acides forts, sont sous forme ionisée                    

(COO- +  H+) et diffusent mieux dans ce milieu alcalinisé. C’est pour cette raison que pour 
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l’enrofloxacine et la ciprofloxacine la largeur de la zone d’inhibition est plus grande en 

présence de NaOH. 

Par contre, les tétracyclines (bases) sont sous leur forme non ionisée, en l’occurrence, leur 

diffusion est limitée ou inhibée et la largeur de la zone d’inhibition du deuxième disque                  

(en présence de NaOH) est petite ou nulle. Ce paramètre (NaOH) peut être distinctif pour 

départager les deux familles d’antibiotiques étudiées.  

En ce qui concerne l’acide oxolinique, les 20 µl de NaOH 1 % ajoutés sur le deuxième disque 

de cellulose, n’ont pas d’effet marquant. Sa nature d’acide faible avec un pKa = 6,9 (presque 

neutre) limite son ionisation. Dans ce cas de figure, on pourra utiliser un seul disque chargé de 

l’extrait d’antibiotique pour l’analyse. Ces résultats concordent bien avec ceux de Dang et al. 

(2010). 

L’optimisation de l’analyse chromatographique quantitative HPLC-UV-MS est 

pertinente pour la quantification des résidus d’acide oxolinique dans la chair du tilapia, 

néanmoins, à cause de la charge importante de l’acide oxolinique dans la majorité des 

échantillons traités nous étions obligés de se limiter à la détection UV. Le spectromètre de 

masse étant un appareillage fragile, il a été vite encrassé par les échantillons et sa sensibilité a 

été  perturbée.  Une  dilution  des  échantillons  ou  une  diminution  de  la  prise  d’essai  étaient  

possibles pour continuer à utiliser ce mode de détection (MS). Nous avons d’ailleurs réadapté 

notre courbe de calibration à dix niveaux de concentrations (0- 10 fois la LMR) et notre prise 

d’essai a été réduite de moitié (500 mg pour la chair et 250 µl pour le sérum du tilapia).  

Ces mesures n’étaient pas suffisantes pour obtenir des résultats corrects en MS.                            

Une optimisation plus fine aurait été nécessaire mais n’a pu être réalisée faute de temps.                 

La détection MS aurait permis une sensibilité plus fine, des limites de détection et de 

quantification inferieures à celles de la détection UV. En plus de la détection multi-analytes en 

fonction de la masse molaire des molécules d’intérêt recherchées. 

La méthode chromatographique de base est une technique appropriée aux fluoroquinolones 

(Danyi et al., 2011) avec une détection MS. La détection UV n’avait jamais été utilisée au 

laboratoire. Elle a été optimisée et réévaluée en termes de justesse, fidélité, limite de détection 

(LOD), limite de quantification (LOQ), linéarité, spécificité et sélectivité selon les 

recommandations de la décision de la commission 2002/657/CE (EC/2002). Les paramètres de 

performances obtenus pour l’analyse de la chair du tilapia sont satisfaisants. 

En comparaison avec les protocole d’extraction et de purification dans diverses matrices, la 

technique utilisée dans le présent travail est pertinente et la méthode est considérée comme 
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rapide (Van Hoof et al., 2005 ; Bailac et al., 2006 ; Christodoulou et al., 2007 ; Stoilova & 

Petroca, 2010 ; Chafer-Pericas et al., 2011).  

Quant au sérum, la méthode a été mise au point en combinant le protocole développé pour la 

chair de poisson (Danyi et al., 2011) et celui proposé par Garcés et al. (2006) et Tu et al. (2006) 

pour le sérum du porc et du crabe respectivement. 

La technique élaborée a démontré de bonnes performances analytiques. La linéarité de la 

relation dose-réponse est correcte dans les deux matrices (chair et sérum). Les courbes dose-

réponse se superposent, ce qui indique que l’effet matrice est similaire dans le cas de la chair et 

dans le cas du sérum. Ce résultat concorde avec le résultat de Tu et al. (2006) décrivant une 

méthode de détection des résidus de l’acide oxolinique dans la chair de crabe par HPLC 

couplée à une détection à fluorescence.  

Une nouvelle technique élaborée par Choi et al. (2011) semble être plus rapide et plus simple 

pour la détermination des fluoroquinolones par HPLC-FLD dans le sérum de porc directement 

après extraction et sans passer par la phase de purification.    

La cinétique d’élimination de l’acide oxolinique a été étudiée dans deux lots de tilapia 

(Oreochromis niloticus). Les résultats de la cinétique d’élimination de l’acide oxolinique dans 

les deux matrices (chair et sérum) présentent le même profil. Dès les premières heures du 

traitement, la concentration en acide oxolinique dans le sérum dépasse la LMR. Puis la 

concentration continue à croitre jusqu’au pic atteint et estimé entre la 10ème et 12ème heure du 

premier jour de traitement, pour fluctuer tout au long de la phase de contamination.                           

La décontamination connait un décroissement rapide de la concentration jusqu’au dernier jour 

(8ème jour post-traitement). La concentration en acide oxolinique diminue en dessous du seuil de 

tolérance (LMR) dans le premier lot de poissons, par contre le deuxième lot reste plus 

concentré. 

La concentration sérique en acide oxolinique décline plus rapidement que celle dans le muscle.   

Dans la littérature, la pharmacocinétique de l’acide oxolinique chez  les espèces marines 

confirment que l’élimination de l’antibiotique est plus rapide dans le sérum, suivi du muscle,    

la peau, la bile et le foie (Poher et al., 1997 ; Poher & Blanc, 1998 ; Rigos et al., 2003 ; Uno, 

2004 ; Samuelsen, 2006). Ces résultats sont en concordance avec la cinétique d’élimination 

dans les deux matrices étudiées dans notre travail.  

Il est difficile de comparer avec la majorité des publications qui abordent généralement l’aspect 

pharmacocinétique ou de déplétion de l’acide oxolinique chez d’autres espèces marines de 

poisson. En plus, notre objectif principal diverge et s’oriente vers la méthodologie analytique. 

Parmi les rares études réalisées chez le tilapia, une seule publication (Paschoal et al., 2009) 
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rapporte une analyse LC-ESI-MS-MS QToF des fluoroquinolones sur des filets blancs de 

tilapia (Oreochromis niloticus). Paschoal et al. (2009) ont développé le même protocole 

analytique (extraction et purification) que celui appliqué dans notre travail. Les performances 

de la méthode pour détecter l’acide oxolinique (quinolone) dans la chair du tilapia (filet) en 

termes de linéarité, fidélité et justesse sont autant satisfaisantes que celles démontrées dans 

notre analyse. Les deux méthodes présentent une bonne linéarité (R = 0,99), une fidélité 

(reproductibilité) inferieure à 20 % et une justesse dans l’intervalle toléré (-20 % à +10 %). 

Feng et al. (2008) ont rapporté que le florfénicol est rapidement éliminé dès le 3ème jour suivant 

la première administration médicamenteuse de 10 mg/kg chez des tilapias (Oreochromis 

niloticus) élevés à 28°C. Cette étude propose une antibiothérapie par un analogue du 

chloramphénicol qui a une élimination rapide et un large spectre antibactérien en comparaison 

avec les fluoroquinolones (l’acide oxolinique en particulier).  

En ce qui concerne l’efficacité de la stratégie analytique screening-confirmation, les 

résultats montrent une excellente corrélation entre résultats de screening et de confirmation 

puisque le seuil de positivité et le seuil de d’acceptabilité (LMR), respectivement, sont atteints 

dans les mêmes délais que dans le cadre de l’expérience de contamination du tilapia par l’acide 

oxolinique (lot 1). 

Du point de vue quantitatif, le screening et la confirmation diffèrent. Le screening  

microbiologique a subi une saturation persistante de la réponse dès le premier jour de traitement 

dans le lot 1 qui n’a commencé à décliner que dans la phase de décontamination pour atteindre 

le seuil de positivité (1,5 mm de largeur de la zone d’inhibition) au jour 8 après l’arrêt du 

traitement. Cette saturation indique des niveaux très élevés en acide oxolinique dans la chair de 

tilapia mais de façon non proportionnelle d’où la difficulté d’estimer des valeurs de 

concentrations réelles dans les échantillons de chair traités. 

La confirmation chromatographique quant à elle, a permis une mesure quantitative en µg/kg,   

ce qui permet de mieux suivre la cinétique d’élimination et en l’occurrence de déterminer les 

délais d’attente. La cinétique d’élimination de l’acide oxolinique dans le premier lot montre une 

concentration importante d’acide oxolinique dés les premières heures du traitement qui atteint 

son pic 10 heure après le début du traitement, les valeurs fluctuent le long des six jours de 

traitement puis baissent dans la phase de décontamination jusqu’à atteindre le seuil 

d’acceptabilité au 8ème jour de décontamination.  

Ce résultat est en concordance avec l’étude réalisée par Poher et al. (1997) sur la 

pharmacocinétique de l’acide oxolinique à une dose de 10 mg/kg de poids vif  administré par 

voie intraveineuse chez le loup de mer (Dicentrarchus labrax). C’est probablement la seule 
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étude qui a combiné la même stratégie analytique, screening (une seule plaque pH6 ensemencée 

avec E.coli) et une détection HPLC-UV mais, dans le sérum. 

Pour notre étude, en se fiant aux résultats obtenus pour le premier lot, le délai d’attente pour le 

traitement du tilapia avec une dose de 12 mg/kg d’acide oxolinique est d’un minimum de          

8 jours. Cette conclusion concorde avec les études préalables sur la même molécule 

pharmaceutique chez d’autres espèces que le tilapia, où le délai d’attente minimal est de 6 jours 

(Archibault et al., 1988 ; Guichard, 2000 ; Samuelson, 2006). Notons que le fournisseur 

(Virbac) recommande un délai d’attente de 6 jours pour l’acide oxolinique (Oxomid 20®) utilisé 

en aquaculture.  

L’enrofloxacine (fluoroquinolone) à une dose de 50 mg/kg administrée par voie orale chez         

le tilapia du Nil pendant une semaine de traitement a nécessité 22 jours de délai d’attente (Xu et 

al., 2006).  

Le profil général de réponse est similaire dans le deuxième lot de poissons, que ce soit pour le 

résultat du screening ou de la confirmation. Le niveau de concentration en acide oxolinique est 

très élevé et reste au dessus du seuil de tolérance (LMR : 100 µg/kg) pour la confirmation et au 

dessus de 1,5 mm pour le screening (seuil de positivité). Cette différence de concentrations 

entre les duplicats pourrait être du à la différence de poids entre les deux lots, et à la différence 

de biomasse qui en résulte, qui influencent directement la dose du traitement (0,5 % de la 

biomasse). Peuvent également intervenir, des paramètres extrinsèques (oxygénation et 

température), des paramètres intrinsèques (état physiologique du poisson), le pH dans l’estomac 

qui influence l’absorption de l’antibiotique (Guichard, 2000) et les phénomènes de dominance 

(cannibalisme) au sein des aquariums. D’un autre coté, la modélisation statistique a révélé qu’il 

n’existait pas de différence significative entre le screening et la confirmation 

chromatographique des échantillons de chair de tilapia du premier et du second lot.   

Le screening microbiologique peut être pratiqué pour le traitement qualitatif d’un 

nombre important d’échantillons dans le cadre du contrôle des produits issus de la pêche ou de 

l’aquaculture, mais une confirmation chimique est indispensable pour décider de la conformité 

du lot. L’analyse de confirmation est également indispensable dans le cas d’études réalisées 

dans le but de déterminer un délai d’attente. 

Idéalement, Stoltz (2008), recommande pour la détermination du délai d’attente,                 

"laps de temps entre la fin du traitement médicamenteux et l’abattage de l’animal qui permet 

d’obtenir des concentrations en résidus inférieures aux LMR", l’ajout d’une marge de sécurité 

de 30 % en plus de la date d’abattage la plus proche, pour laquelle toutes les concentrations 

résiduelles sont inférieures aux LMR. Cela correspond à 70 µg/kg au lieu de 100 µg/kg dans le 
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cas de l’acide oxolinique. Si on se refère aux résultats obtenus à partir du 1er lot, on devrait fixer 

un délai d’attente de 9 jours au minimum au moment où la concentration en acide oxolinique 

diminue en dessous des 70 µg/kg.  

 

3. Evaluation des résidus de la 17 -méthyle testostérone : 

L’effet androgénique de la MT dans le développement des caractères sexuels masculins 

(phénotype mâle) a été confirmé dans cette étude (97,78 % de males contre uniquement 2,22 % 

de femelles). Les mêmes résultats ont été préalablement obtenus par Romerio et al. (2000) et 

Marjani et al. (2009), lors de la distribution d’aliments médicamenteux dosés respectivement              

à 60 mg et 75 mg de MT/kg d’aliment. Des populations masculines à 100 % ont été obtenus 

avec des doses de 40 mg MT/kg d’aliment dans un circuit fermé (Abucay & Mair, 1997), 50 mg 

MT/kgd’aliment (Bhandari et al., 2006) et 70 mg MT/kg d'aliment (Asad et al., 2010).                    

Une moyenne de population masculine à 95 % a été rapportée par Guerrero (1975), lorsqu’il a 

traité des larves de tilapias avec 30 mg MT/kg d'aliment. Un maximum de 93,7 % de mâles a 

été décrit par Celik et al. (2011) tout en appliquant différentes doses de MT dans l’aliment                

(de 20 jusqu’à 60 mg MT/kg).  

Dans cette étude, la cinétique résiduelle post traitement de la MT dans la chair du tilapia 

décline rapidement à partir d’une concentration maximale de 2,19 µg/kg (lot 1) jusqu’à des 

concentrations indétectable (< LOD = 0,09 µg/kg) au bout de 60 jours de cessation du 

traitement hormonal. Les échantillons issus d’élevage réel de tilapiculture en Algérie étaient 

forcément négatifs après une durée d’élevage dépassant les 5 mois. Ces résultats concordent 

bien avec de nombreuses études antérieurement réalisées pour évaluer l’accumulation de la MT 

chez les poissons entiers ou au niveau des filets. Le constat global après une trentaine d’année 

d’étude, démontre que la clairance de la MT est très rapide chez les différentes espèces de 

poissons. D’après Fagerlund & Dye (1979) et Johnstone et al. (1983), chez le saumon 

(Oncorhynchus kisutch), chez le tilapia (Oreochromis mossambicus) et chez la truite (Salmo 

gairdneri) respectivement, la présence de la MT radioactive est supérieure à 95 % dans les 

viscères et elle n’est plus détectable après 50 heures post-traitement. Goudie et al. (1986) ont 

rapporté que les juvéniles de tilapia (Oreochromis aureus) traités par la MT radioactive pendant 

30 jours présentent une déplétion rapide de la radioactivité dans le muscle. Cravedi et al. (1993) 

ont confirmé que la MT est rapidement biotransformée et excrétée via les excréments et les 

branchies chez la truite (Oncorhynchus mykiss) en se basant sur des expériences de radioactivité 

pour évaluer la pharmacocinétique de la MT et de ses métabolites. Green & Teichert-

Coddington (2000) ont réalisé une analyse de risque de l’utilisation de la MT aux USA sur 
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l’environnement et la santé publique. L’évaluation de la régression de la déplétion de la 

radioactivité a révélé qu’il n’existe pas d’effets négatifs des résidus de l’hormone sur la santé 

publique. Les concentrations de la MT et de ses métabolites chez le tilapia sp. passent sous le 

seuil de 100 mg/kg après un délai d’attente de 8 à 40 jours et sous le seuil de 10 mg/kg dans la 

carcasse après un délai 6 à 50 jours. Les mêmes auteurs en 2001, en analysant des filets de 

tilapia, ont estimé que la concentration de la MT dans une portion de tissu comestible                        

(57 à 143 g de filet) est infime et exprimée en ppt (partie par trillion), soit 1,2 à 3,4 ng de MT 

après un délai d’attente de 21 jours. De même, Vick & Hayton (2001) ont démontré lors d’une 

étude pharmacocinétique de la MTchez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) que sa 

biodisponibilité par voie orale serait de 70 % et que sa demi-vie  serait de 57 heures, ce qui 

renforce la conclusion de la déplétion rapides de la MT et de l’efficacité de l’aliment 

médicamenteux imprégné de la MT. Plus récemment, Rizkalla et al. (2004) a rapporté que les 

échantillons de tilapia (O. niloticus) monosexe, commercialisés à un poids moyen de 300 g 

(équivalent à 5 mois d’élevage), ne diffèrent pas des échantillons de contrôle (non traité) et les 

concentrations de la MT ont été inférieurs au seuil toléré de 3 mg/kg. Dabrowski et al. (2004) 

ont démontré la chute rapide de la concentration de la MT à partir de 3 µg/kg jusqu’à 0,5 µg/kg 

au bout de 8 semaines de délai d’attente. Ce dernier résultat a été confirmé dans notre étude, où 

la concentration de la MT est passée sous le seuil de 0,09 µg/kg au bout de deux mois de délai 

d’attente. 

Chu et al.(2006), ont montrés que la concentration de la MT dans les filets de tilapia 

(Oreochromis sp.),  de  truite  (Oncorhynchus mykiss)  et  de  saumon  Atlantique  (Salmo salar), 

nourris avec des aliments médicamenteux dosés à 30 mg/kg pendant 28 jours, était de                  

0,13 mg/kg après 14 jours de délai d’attente et passait en dessous du seuil de quantification 

(0,04 µg/kg par LC/MS) après 3 semaines de cessation du traitement hormonal.               

Guerrero (2008) a démontré que les concentrations de l'hormone MT chutent à un niveau 

normal, 5 jours après l’interruption de l’alimentation médicamenteuse. Khalil et al. (2011) et 

Hasheesh et al. (2011) ont démontré que la concentration sérique de la MT diminue rapidement 

est passe sous le seuil toléré de 3 mg/kg uniquement après 3 mois d’élevage. Des examens 

histologiques ont révélé des sections normales des muscles des poissons traités et de contrôle, 

aucun changement structural, ni de traces d’accumulation de l’hormone n’ont été décelés tout 

au long de l’expérience (8 mois d’étude). 

Notre étude a démontré que les échantillons d’eau libérée à partir de l’écloserie et des 

deux circuits fermés étaient inoffensifs pour l'environnement. La concentration de la MT était 

nulle (sous le seuil de détection par ELISA ; 0,09 µg/kg) dans les échantillons prélevés en 
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raison de l’influence de la filtration mécanique et microbiologique que l’eau a subie dans les 

deux circuits fermés utilisés durant l’expérience au CEFRA. L’impact des stéroïdes sur 

l’environnement reste un sujet épineux et les opinions des scientifiques sont controversées.              

Dès la fin des années quatre-vingt-dix, des équipes américaines (Pond Dynamics/Aquaculture 

CRSP  Management  Office-  Oregon  State  University)  ont  lancé  différents  projets  pour  mieux  

cerner l’impact environnemental de l’hormone 17 -méthyle testostérone.                                 

Fritzpatrick et al. (2000) ont rapporté que la MT persistait plus de 8 semaines dans 

l’environnement. Des révélations préalables (Abucay et al., Abucay et Mair, 1997) ont 

démontré que la persistance de la MT dans l’environnement pouvait induire une inversion 

sexuelle accidentelle chez d’autres alevins de tilapias n’ayant pas subi de traitement hormonal 

dans des fermes de tilapiculture voisines. Le même constat a été rapporté par Hulak et al. 

(2008) sur un élevage de carpes communes (Cyprinus carpio L.). Par ailleurs, la MT peut être 

convertie et métabolisée en œstrogène et induire la féminisation des alevins (Rinchard et al., 

1999). Phelps et al. (1999) et Contreras-Sanchez et al. (2001) ont démontré que suite à un 

traitement classique des juvéniles de tilapia (Oreochromis niloticus) avec la MT à une dose de 

60 mg/kg pendant 28 j, la concentration moyenne de la MT est de l’ordre de 4,46 pg/g dans 

l’eau, elle est de 9,7 pg/g dans le sol et de 4,6 pg/g dans les sédiments après 20 jours post-

traitement. Ces valeurs sont très minimes et la majorité des champignons et des bactéries 

peuvent métaboliser ce stéroïde. Green &Teichert-Coddington(2000) a démontré que la MT 

présente dans l’eau est rapidement diluée en raison de la photo-oxydation et de la dégradation 

bactérienne. Les hormones stéroïdiens dans l'eau, sont rapidement absorbées dans les 

sédiments, ou sont réduits en des composés inorganiques via la minéralisation.                                 

Les concentrations des hormones ont été considérablement réduites, de 166 à 7 ng/l pour la MT 

et de 73 à 2 ng/l pour l’œstrogène suite à une filtration à travers un filtre de gravier et de sable 

(Shore & Semesh, 2003). White et al. (2006) ont rapporté que les concentrations des hormones 

diminuent suite à une combinaison de la photolyse, de la dégradation microbienne, de 

l’absorption par les plantes, de la sorption du sol ou de la séquestration. Récemment, Contreras-

Sanchez (2010) a rapporté que la MT dans les sédiments peut être éliminée et nettoyée 

rapidement du système grâce à des stérilisateurs de type UV, à la lumière solaire ou encore au 

charbon actif. Les concentrations étaient inférieures à 5 ng/ml dans l’eau au bout de 48 heures. 

Dans la même année (2010) dans une expérience testée au laboratoire, le même auteur a 

démontré que Bacillus cereus et Pseudomonas fluorescens dégradent 99 % de l’hormone dans 

l’eau d’aquarium après 20 jours de traitement. De plus, il a suffit uniquement 16 jours à 
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Pseudomonas aeroginosa pour dégrader 97 % de l’hormone. Homklin et al. (2011, 2012) ont 

démontré que la majorité des bactéries pouvaient biodégrader les stéroïdes.  

 Dans cette étude, nous avons démontré que la stabilité de l’aliment médicamenteux      

(65 mg MT/kg) pouvait durer au moins un mois à température réfrigérée (4°C). Ceci est en 

accord avec Barry et al. (2007) préconisant plusieurs mois de conservation de l'aliment 

imprégné de MT à 4°C. Une attention particulière doit êtreportée à l’égard de l’identification et 

la conservation séparée de l’aliment médicamenteux par rapport à l’alimentation ordinaire afin 

d’éviter toute contamination accidentelle (Macintosh, 2008).  

Malgré la déplétion et la métabolisation rapide de la MT et malgré la biodégradation 

quasi totale de ses résidus dans l’eau, le traitement hormonal à la MT pour la masculinisation 

des juvéniles de tilapias reste une procédure risquée pour le consommateur et l’environnement.                                   

L’Algérie et les autres pays (pays africains, asiatiques et d’Amérique latine) qui pratiquent 

légalement cette technique (utilisation de la MT) de production de stocks masculins de tilapia 

doivent songer à la remplacer par une autre technique plus saine s’ils désirent exporter leurs 

produits vers l’Union européene, le Canada et les USA. Une réglementation stricte vis-à-vis de 

l'utilisation de certaines substances à effet hormonal ou thyréostatique et des substances          

beta-agonistes dans les spéculations animales y est instaurée depuis 1996 et une tolérance zéro 

y est pratiquée (EU, 2003). Dans l’attente d’une harmonisation internationale des textes 

législatifs concernants la production des denrées alimentaires (aquaculture compris), les pays 

tiers doivent incontestablement pratiquer de bonnes pratiques aquacoles (BPA) indispensables 

et  indissociables  lors  du  traitement  hormonal  à  la  MT  en  tilapiculture.  Les  aquaculteurs  sont  

tenus de limiter la dose de la MT à 65 mg/Kg d’aliment; limiter le traitement à une durée 

maximale de 28 jours successifs aux alevins de tilapias âgés de 10 jours post éclosion; préparer 

soigneusement l’aliment médicamenteux en portant des masques et des gants; identifier et 

conserver séparément cet aliment médicamenteux, prolonger la phase de grossissement au delà 

de 4 mois post traitement afin de garantir la salubrité de la chair du tilapia des résidus de la MT, 

et enfin recycler ou filtrer l’eau rejetée à partir des écloseries afin de limiter l’impact 

environnemental (Macintosh , 2008 ; Hasheesh et al., 2011 ; Dauda et al., 2014).  

Il existe d’autres techniques alternatives au traitement hormonal permettant d’obtenir 

des stocks monosexe mâle de tilapias avec des pratiquesplus saines et qui ne présentent aucun 

risque chimique pour le consommateur et l’environnement, parmi lesquelles figurent :  

 Le sexage manuel (tri) : c’est une technique simple qui a été largement utilisée dans le 

passé. Elle consiste à sexer manuellement les alevins de tilapia ayant atteint un stade 

sexuellement différencié par examen de la papille urogénitale. Cette méthode est toutefois 
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laborieuse en main d’œuvre, stressante pour le poisson et souvent conduit à des erreurs de 

sexage (de l’ordre de 20 %) lorsqu'on travaille sur des quantités importantes de poissons.                 

Elle induit par ailleurs une perte de poissons et d’aliment, les femelles étant jetées (Penman &             

McAndrew, 2000 ; Beardmore et al., 2001).  

 L’hybridation interspécifique : l'hybridation de plusieurs espèces de tilapia (par 

exemple le croisement de : O. niloticus × O. aureus) conduit à une progéniture caractérisée par 

une proportion élevée (90 à 100 %) de mâles. Le principal désavantage de cette méthode est la 

nécessité de maintenir une souche pure de géniteurs (Delvin & Nagahama, 2002). 

 L’inversion thermique du sexe :  

L’effet masculinisant de la température sur la différenciation sexuelle a été démontrée chez 

diverses espèces de tilapia et un hybride (Baroiller & Clota, 1998 ; Desprez & Mélard, 1998 ; 

Wang &Tsai, 2000). La thermosensibilité du tilapia est très précoce (12 h après la fécondation) 

et apparait bien avant le développement des gonades présomptives (Rougeot et al., 2008).                 

Les hautes températures (> 32°C – 34°C) influence le mécanisme complexe de différentiation 

sexuelle et permettent d’obtenir plus de 90 % d’individus mâles (Tessema et al., 2006; Wessels 

& Hörstgen-Schwark, 2007 ; Bezault et al., 2007 ; Baroiller et al., 2009 ; Blazquez & Somosa, 

2010).  

 L’utilisation de super-mâles(YY) : 

Les super-mâles (YY) sont obtenus à travers l’application de manipulations génétiques 

relativement simples de croisement en combinant féminisation et test de la descendance (Mair 

et al., 1997), afin de produire de nouveaux males de génotype YY (soit avec 2 chromosomes 

sexuels males) au lieu des habituels males de génotype XY (Fuentes-Silva et al., 2013).                    

La reproduction entre des super-mâles de génotype YY avec des femelles XX débouche sur une 

descendance composée exclusivement de mâles XY (100 % mâle).  

 

4. Qualité microbiologique et chimique des aliments et des eaux d’élevage : 

 Les conditions expérimentales au CEFRA étaient favorables pour le bon déroulement de 

l’inversion sexuelle des juvéniles de tilapia par la MT. La qualité physico-chimique de l'eau 

était acceptable et compatibles aux normes idéales pour l'élevage du tilapia qui sont prodiguées 

par Hasheesh et al. (2011). En concordance avec les résultats d’Asad et al. (2010), le taux de 

survie dans l’ensemble des aquariums expérimentaux était de 100 %, ce qui indique que le 

traitement hormonal n’affecte pas la survie des tilapias.  

En aquaculture, les bonnes pratiques d’élevage et d’hygiène sont primordiales pour la 

survie, le bien être et la croissance des poissons et (Khalil et al., 2011). La qualité 
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microbiologique de l’eau affecte principalement la charge bactérienne du poisson et peut 

véhiculer toute sortes de contaminants chimique (polluants organiques persistants) et 

biologique (virus, parasites, bactéries et champignons) (Cole et al., 2009 ; Bosma et al., 2011). 

De ce fait, la qualité microbiologique et chimique de l’eau est souvent considéré comme un 

point critique de contrôle (Khamboonruang et al., 1997 ; Anh et al., 2010 ;Bush & Duijf, 2011). 

L’analyse microbiologique et physicochimique des échantillons d’eau prélevés à partir de la 

ferme de tilapiculture "Fat-Steppes" nous a révélé que cette eau était de mauvaise qualité. 

Pratiquement, tous les critères d’acceptabilité ont été dépassés. La flore mésophile totale 

(indicatrice de pollution) était supérieure à 106 UFC/ml, les coliformes totaux étaient supérieurs 

à 105 UFC/ml, les coliformes fécaux (indicateurs fécaux à partir des fèces d’animaux à sang 

chaud) et les streptocoques fécaux (témoins de pollution fécale) étaient supérieurs à                         

104 UFC/ml en moyenne. Les clostridies sulfito-réducteurs étaient supérieures à 103 UFC/ml.              

Ces dernieres sont souvent considérés comme des témoins de pollution fécale. La forme spore, 

beaucoup plus résistante que les formes végétatives des coliformes fécaux et des streptocoques 

fécaux, permettrait ainsi de déceler une pollution fécale ancienne ou intermittente (Rodier et al., 

2009). En plus de ces germes indicateurs, des bactéries pathogènes (E. coli, les staphylocoques, 

les salmonelles et les shigelles) étaient présentes à des taux importants, en particulier les 

Pseudomonas spp. Ce profil microbiologique de l’eau peut être expliqué par la contamination à 

partir des fermes agricoles voisines qui pratiquent des élevages bovins et ovins et contaminent 

le chott "El-Chergui" de proximité. De plus, aucun système de filtration d’eau à partir des 

étangs (circuit ouvert) n’a été prévu dans la ferme et les bassins ne sont pas conçus 

convenablement (absence d’un plan incliné). En raison de cette défaillance, les charges de 

production ont été augmentées lors de l’utilisation des pompes d’évacuation de l’eau. Ce qui a 

incité l’aquaculteur à minimiser les fréquences de renouvellement d’eau. En comparaison avec 

la littérature, l’eau de la ferme aquacole Fat-Steppes était trop polluée. Dans une étude 

bactériologique de l’eau saumâtre d’étangs d’élevage de tilapia en Arabie Saoudite, Al-Harbi & 

Uddin (2005) ont révélé que la flore mésophile totale aérobie (FMAT) a atteint un maximum de 

1,1 x 104 UFC/ml dont les bactéries Gram négatives (87 %) en particulier les Vibrionacea ont 

prédominé. Ceci a fortement influencé la composition bactérienne des branchies et l'intestin des 

tilapias produits. Mandal et al. (2009) ont rapportés des valeurs acceptables de la qualité 

microbiologique de l’eau d’étang de tilapia au Bangladesh : la FMAT a été de l’ordre de                    

4,1 x 106 UFC/ml, les coliformes totaux ont été de l’ordre de 3,2 x104 UFC/ml, des coliformes 

fécaux ont été de l’ordre de 200 UFC/ml dont E. coli a  été  de  l’ordre  de  4,2  UFC/ml.                     

Macedo et al. (2011) ont rapporté que la saison influence aussi la charge des coliformes 
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thermo-tolérants des eaux dans les étangs d’élevage brésiliens. Il s’avère que les teneurs en 

coliformes totaux sont supérieures pendants les périodes pluvieuses (4 x 106 UFC /100 ml) que 

lors des périodes sèches (8 x 102 UFC/100 ml). Des résultats similaires ont été confirmés par 

Santos et al. (2012) lors de l’étude de la qualité microbiologique de l’eau d’élevage et sa 

corrélation avec les examens histopathologique des branchies de tilapias au Brésil. Il s’avère 

que les coliformes affectent les tissus des branchies des tilapias. Mara & Cairncross (1989) et 

Pillay (1990) ont révélé que lorsque la charge bactérienne en flore totale aérobie dépassait les               

5 x 104 UFC/ml, des bactéries pathogènes pourraient se retrouvés dans le muscle du poisson. 

Ces auteurs considèrent que ce dernier seuil représente la limite des barrières défensives 

normales du poisson. Il a également été démontré que l'invasion des muscles du poisson par des 

bactéries pathogènes est susceptible de se produire lorsqueles charges respectives des 

coliformes fécaux et des salmonelles au sein des étangs d’élevages dépassaient les 104 et                     

105 UFC/100 ml. L’eau d’élevage du tilapia est souvent réutilisée pour l’irrigation et la 

fertilisation de l’agriculture (Fox et al., 2012).Cette pratique a été condamnée par plusieurs 

scientifiques (Blumenthal et al., 2000 ; Doyle & Ericson, 2006) ainsi que par l’Organisation 

Mondiale de Santé (OMS) (1989) à cause des risques de contaminations croisées engendrées 

chez les agriculteurs, les aquaculteurs et dans le voisinage. En conséquent, l’OMS a 

recommandée un seuil de 103 UFC/100ml pour les coliformes fécaux dans les étangs 

d’aquaculture afin de limiter la transmission hydrique des quelques virus entériques et des 

bactéries infectieuses (Entérobacteriacea). Afin de réduire la charge bactérienne des eaux 

polluées, Zhang et al. (2010) ont suggéré l’utilisation d’éponge marine du genre Hymeniacidon 

perlevis comme moyen de Bioremediation.  

 L’eau prélevée de la ferme aquacole Fat-Steppes était de mauvaise qualité chimique. 

Les  taux  respectifs  d’ammoniac  (NH3) et de nitrites sont très élevés (11,01 et 4,92 mg/l 

respectivement). Ces valeurs élevées témoignent de la stagnation de l’eau chargée de matières 

organiques issues des résidus alimentaires et des fèces dans les étangs à circuit ouverts.                   

Les désordres physico-chimiques de l’eau peuvent affecter la croissance, l’état de santé et le 

bien-être des tilapias (Elnady et al., 2010 ; Casillas-Hernnández et al., 2012).  

Amal & Zamri-Saad (2011) ont rapporté que des températures d’eaux supérieure à 27°C,                    

de faibles concentrations en oxygène dissous et des concentrations élevées d’ammoniac non 

ionisé (NH3) prédisposent les tilapias aux pathologies bactériennes en particulier celles dues 

aux streptocoque (Streptococcus agalactiae et Streptococcus iniae).  Il  est  connu  que  la  

mauvaise qualité des eaux d’élevage provoque un stress chez les poissons et conduit à 

l’hypersécrétion de la cortisone, qui est une hormone immunosuppresseur (El-Shafai et al., 
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2004). L'exposition du poisson à l'ammoniac non ionisée induit à la réduction du tissu 

lymphoïde rénal (Smith & Piper, 1975) et peut être la cause d’immunodéficience.                                

El-Shebly & Gad (2011) recommandent un seuil de 0,1 mg/l pour la concentration des eaux 

d’élevage en ammoniac, au-delà duquel, les tilapias (O. niloticus) présentent des difficultés 

respiratoires, une nage aléatoire, une peau terne et des hémmoragies au niveau des branchies.        

De même, l’exposition du poisson à des taux réduit d’oxygène dissous et à des valeurs élevées 

de nitrates le stresse, le prédispose aux pathologies infectieuses et augmente le taux de mortalité 

au sein des élevages (El-Shafai et al., 2004).  

La qualité microbiologique de l’aliment de tilapia formulé à AQUABIOR est meilleure par 

rapport à celui réalisé à Fat-Steppe. Cette différence est certainement due à l’influence du  

mode de stockage et à la contamination croisée via les manipulateurs. L’aliment fabriqué à Fat 

–Steppes contenait une charge de flore mésophile totale et de moisissures à la limite des critères 

microbiologiques de la norme algérienne (NA 6115) (3 x 106 ufc/g et 103 ufc/g respectivement) 

et des anaérobies sulfito-réducteur en excès (> 102 ufc/g). Ces derniers témoignent d’une 

contamination des bactéries sporulés telluriques. En effet, au niveau de cette ferme aquacole              

le séchage de l’aliment fabriqué se fait par épandage sur le sol du local de stockage et                         

à température ambiante. Nyong & Olubunmi (2014) ont rapporté que les facteurs 

environnementaux tels que l'humidité, l'humidité relative, la température, la lumière et 

l’'oxygène affectent la qualité nutritionnelle et hygiénique de l’aliment. Des niveaux élevés 

d'humidité et de température favorisent la croissance des microorganismes (Pseudomonas 

fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Bacillus 

subtilis, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus) (Zmyslowska & Lewandowska, 1999 ; 

Nwabueze & Nwabueze, 2011). Les niveaux d'hygiène du procédé technologique utilisé lors de 

la formulation des aliments détermineront le niveau de risque de la contamination microbienne 

soutenue par la température (Lim et al., 2008). De ce fait, le respect de certaines bonnes 

pratiques d’hygiènes (BPH) et de fabrication (BPF) est primordial afin de minimiser les risques 

microbiologiques pour les poissons. Awe & Amijobi, (2011) proposent le recours aux 

automates pour formuler l’aliment industriel afin de limiter le contact des manipulateurs et 

indirectement de mieux controler la contamination croisée par des staphylocoques dorés et par 

les coliformes. 

De plus, l’aliment mal conservé est incriminé dans la contamination des eaux d’élevages par les 

coliformes (Mandal et al., 2009). 

Le taux de moisissures dans l’aliment de Fat-Steppes bien qu’inferieur à la norme algérienne 

(NA 6115), témoigne des mauvaises conditions de conservation (température et humidité 



DISCUSSION 

 
151 

relative élevées). Les champignons du genre Aspergillus, Fusarium et Penicillium produisent 

des mycotoxines redoutables pour le poisson et le consommateur (Caruso et al., 2013).                     

Les plus communes sont les aflatoxines, l’ochratoxine A, la zéaralénone et les trichothécènes. 

Leurs effets toxicologiques chez les poissons dépendent du type de mycotoxine et de la relation 

dose-exposition à laquelle les poissons sont soumis (Pettersson, 2012). Les intoxications se 

manifestent par un ralentissement de croissance, l’altération de l’état général et atteintes 

d’organes spécifiques impliquant notamment le foie. Une incidence élevée des tumeurs 

hépatiques est enregistrée à cause des aflatoxines (AFSSA, 2006 ; Brown, 2009 ; Caruso et al., 

2013).  

 

5. Evolution temporelle de la qualité du tilapia conservé à 30°C et à 4°C : 

5.1. Qualité sensorielle 

 Le poisson estune denrée alimentaire rapidement périssable. Il subit immédiatement 

après sa mort un processus naturel de décomposition qui est le résultat de la superposition de 

réactions chimiques, enzymatiques et bactériennes (Aubourg, 2005). Cette détérioration 

engendre une perte rapide des propriétés organoleptiques, une réduction de la valeur nutritive et 

la formation de substances toxiques (Ozogul et al., 2011). Les changements sensoriels du 

poisson sont perçus par les sens humains (vue, odorat, goût et toucher). Les premières 

modifications sensorielles du poisson pendant le stockage concernent l’apparence et la texture. 

L’odeur et la flaveur évoluent ultérieurement (Adolphe, 2006).  

Dans la présente étude, la limite du rejet organoleptiquedu tilapia (O. niloticus) est de                    

12 heures à température ambiante et de 5 jours à température de réfrigération. Des résultats 

similaires ont été obtenus par Adoga et al.(2010) pour du tilapia entier stocké à température 

ambiante (30°C). Du tilapia rouge (Oreochromis sp.) a été jugé acceptable pendant 15 heures 

d’entreposage à 28°C ± 2°C (Bakar & Izzah, 1995). Les mêmes délais (5 jours) ont été 

accordépour le rejet du merlu (Merliccius merluccius) (Pastoriza et al., 2008) conservé à 4°C. 

Oucif et al. (2012) ont montré que seulement trois jours sont nécessaires pour le rejet du 

maquereau de l’Atlantique (Scomber scombrus)  conservé  à  4°C.  Par  ailleurs,  un  délai  d’une  

semaine en moyenne est accordé pour la réfrigération de différentes espèces de poissons 

(Ozogul et al., 2005 ; Rezaei & Hosseini, 2008 ; Tuckey et al., 2012).  

 

5.2. Qualité microbiologique 

 Le muscle du poisson vivant est stérile. Néanmoins, une charge bactérienne assez 

importante est présente sur la surface de la peau, sur les branchies et dans le tractus digestif. 
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Après la mort, le système immunitaire du poisson s’effondre permettant la prolifération 

bactérienne et l’envahissement de la chair du poisson pendant le stockage (Gram & Huss, 

1996). La prolifération est favorisée par la valeur du pH qui est proche de la neutralité 

(supérieur à 6,0) (Ozogul et al., 2005). La nature chimique et structurale particulières de la 

chair du poisson le rend plus susceptible à la croissance bactérienne (Huss, 1995). De plus, 

l’importance de la fraction azotée non protéique (ANP) représente un important substrat pour la 

croissance bactérienne (Gram & Dalgaard, 2002). Dans le présent travail, la qualité 

microbiologique du tilapia conservé à 4°C et 30°C a été évaluée par la croissance temporelle de 

la flore anaérobie totale (FMAT) et les entérobactéries (ENT). Un critère microbiologique de 

sécurité alimentaire est fixé par l’International Commission on Microbiological Specifications 

for Foods (ICMSF, 1986) à 6,0 log ufc g-1 afin de déterminer les délais microbiologiques de 

conservation des produits de la pêche frais. La durée de conservation du tilapia (O. niloticus) a 

été  ainsi  limitée  à  12  h  et  à  5  jours  pour  les  conservations  respectives  à  30°C et  à  4°C où  la  

FMAT et les ENT ont dépassé le seuil microbiologique critique (6,0 log ufc g-1). Cette étude 

confirme que la détérioration microbiologique du poisson est affectée par le mode de stockage 

(Huss, 1995) et qu'il existe un rapport linéaire entre la charge de bactéries d’altérations et la 

température du stockage. La réfrigération ralentit l’activité microbienne par rapport au stockage 

à température ambiante. Des résultats similaires ont été obtenus par Adoga et al. (2010) au sujet 

de la charge microbienne en FMAT chez le tilapia du Nil entreposé à température ambiante 

(30°C). Concernant les échantillons réfrigérés, les résultats étaient conformes aux données de la 

littérature obtenues par Zhou et al. (2011) en décrivant la conservation del’obscur entier 

(Takifugu obscurus) et celles de Mexis et al. (2009) qui ont travaillé sur des filets de truite arc-

en-ciel (Oncorhynchus mykiss). Un délai de 7 jours a été accordé pour la réfrigérationdu merlu 

(Merluccius merluccius) (Pastoriza et al., 2008) et le lingcod (Ophiodon elongates) (Duan et 

al., 2010).  

 Afin de réduire la charge microbienne du tractus digestif, responsable de l’altération 

post mortem du poisson, il est préconisé d’éviscérer le poisson (Kose, 2010). Huss (1995),            

a rapporté que le système digestif du poisson renferme de nombreuses bactéries productrices 

d’enzymes digestives durant les périodes d’alimentation. Ces enzymes sont capables de créer 

une autolyse prononcée post mortem qui peut produire une saveur désagréable dans la région 

abdominale ou même causer l’éclatement du ventre. De ce fait, la mise à jeun des poissons 

entre un jour à 03 jours (en fonction de la température) avant leur écoulement, permettrait de 

réduire la quantité des fèces dans l'intestin, de retarder l'altération bactérienne et de réduire 

l’activité enzymatique digestive (Borderias & Sanchez-Alonso, 2011).  
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5.3. Qualité biochimique 

a. pH : 

 Lors de l’analyse de l’altération biochimique, nous avons démontré que le pH du tilapia 

diminue légèrement puis reste statistiquement inchangé tout au long des périodes de 

conservations étudiées (ambiante et réfrigéré). Ceci peut s’expliquer par l’accumulation de 

composés basiques dans la chair du tilapia qui sont issus des réactions autolytiques ou à partir 

des métabolismes bactériens (Tokur et al., 2004). Ozogul et al. (2006) a rapporté que le pH post 

mortem du poisson variait entre 6,0 à 7,1 en fonction de la saison, de l’espèce, et d’autres 

facteurs. De plus, le fait que la chair du poisson ne contient qu’une infime proportion de 

glycogène, son degré d’acidification post mortem est  très  limité  en  comparaison  aux  viandes  

bovines où le pH peut atteindre 5,5 (Jezek & Buchova, 2012).   

 

b. Oxydation lipidique : 

 Le suivi de l’oxydation des lipides est un outil indispensable dans l’évaluation de la 

qualité du poisson (Melton, 1983). Cependant, les produits de l’oxydation des lipides 

interagissent rapidement avec d’autres constituants qui ne sont pas sensibles au dosage 

(Aubourg et al., 2007). Nous remarquons que la formation des diènes est initiée à l’état frais du 

tilapia. En effet, ces composés sont formés au cours des premières étapes de l’oxydation des 

lipides (Weber et al., 2008). D’ailleurs, nous avons constaté que le pic de l’indice diène est 

atteint au bout de  6 heures puis il régresse rapidement dans les deux modes de conservation 

étudiés (ambiant et réfrigéré). Il a été démontré que les diènes conjugués se forment rapidement 

jusqu’à un certain pourcentage puis ils s’impliquent dans des réactions oxydatives additionnelle 

induisant leur extinction (Shahidi et al,. 1994 ; Wanasundara et  al., 1995 ; White, 1995).                  

Les diènes conjugués issus de l’oxydation des acides gras polyinsaturés à longues chaînes 

présentent des structures complexes pouvant interférer sur les mesures d’absorbance (White, 

1995 ; Aubourg et al., 1998 ; Dobarganes & Velasco, 2002). La pertinence du dosage des 

diènes conjugués est souvent interrogée, on considère que ce paramètre sert de mesure relative 

de l’oxydation lipidique (Pegg, 2001 ; Eymard, 2003). Des résultats similaires ont été 

démontrés par Sae-leaw et al. (2013) lorsqu’ils ont évalué l’oxydation lipidique de la peau de 

tilapia (O. niloticus) conservé sous glace (0°C).  

 La cinétique de formation des hydroperoxydes dépend du contenu lipidique. Les espèces 

à taux lipidique élevé, présentent une augmentation de la concentration en hydroperoxydes 

(Undeland et al., 1999). Les résultats enregistrés lors de notre étude montrent la présence 

d’hydroperoxydes sur les échantillons frais. En effet, dès la mort de l’animal, la baisse du pH 
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due à la glycogénolyse représente des conditions favorables pour initier la peroxydation 

lipidique. Quel que soit le mode de conservation, le même schéma évolutif de production 

d’hydroperoxydes est observé avec un décalage dans le temps en faveur de la réfrigération.               

En effet, le froid n’inhibe pas mais ralentit cette production (Rodriguez et al., 2008). 

L’augmentation de la teneur en hydroperoxydes persiste jusqu’au deuxième jour à 4°C et                  

24 heure à 30°C puis décline rapidement. Ceci peut être expliqué par la phase de propagation 

classique du processus de peroxydation (Azhar & Nisa, 2006). Des résultats identiques ont été 

démontrés par Oucif et al. (2012) au deuxième jour de stockage du maquereau Atlantique 

(Scombrus scombrus) à 4C° et à 30°C et en utilisant la même méthode analytique que la notre. 

Chez le tilapia, la phase de propagation est relativement courte en raison du pH post mortem 

proche de la neutralité, favorisant la présence des formes actives de myoglobines (puissant 

catalyseur de lipoperoxydation pH dépendante) (Baron & Anderson, 2002) et des ions 

métalliques. 

 La cinétique des TBARS est inversement proportionnelle à la cinétique des 

hydroperoxydes (Alghazeer et al., 2008). Nous constatons, qu’en parallèle, les TBARS restent 

plus au moins stables au début de la conservation. Ensuite, leurs concentrations croissent 

rapidement et restent statistiquement inchangés jusqu’à la fin de l’expérience pour les deux 

modes de conservation étudiés. La teneur et la rapidité de la formation des TBARS dépendent 

du contenu en phospholipides du poisson. Ces substances sont le substrat de formation des 

hydroperoxydes, eux-mêmes précurseurs de la formation des substances réactives à l’acide 

thiobarbiturique (Ke et al., 1977). La perte des antioxydants naturels durant la période de 

conservation pourrait contribuer à l’augmentation de l’oxydation (Sampels, 2013).                                              

Une valeur seuil de 1 mg MDA kg-1 est habituellement fixée et acceptée pour évaluer la 

peroxydation des viandes rouges (Rahardjo & Sofos, 1993). Chez les poissons, les valeurs 

seuils varient en fonction des espèces étudiées. Dans le cadre de notre travail, nous avons 

arbitrairement recommandé une valeur seuil de 0,85 mg MDA kg-1 pour  la  conservation  à  

température ambiante (30°C). Cette dernière est atteinte au bout de 12 heures d’entreposage 

correspondant au moment du rejet organoleptique. LesTBARS peuvent être de bons indicateurs 

de fraîcheur du tilapia pour les deux modes de stockage. Nos résultats corroborent les résultats 

précédemment réalisés sur du tilapia du Nil (O. niloticus) par Bakar & Izzah (1995), Adoga et 

al. (2010) et Yarnpakdee et al. (2012). Aubourget al. (2001, 2005) ont montré que l’étude des 

hydroperoxydes, des TBARS ainsi que l’analyse sensorielle constituent une combinaison 

pertinente pour l’évaluation de la qualité du poisson et la formation d’odeur de rance liée 

majoritairement aux TBARS. 
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c. Protéolyse bacrérienne et enzymatique :  

 Lors de l’évaluation de la protéolyse, nous avons démontré que l’évolution temporelle 

des concentrations d’ABVT et du TMA est linéaire indépendamment du mode de stockage. 

Elles sont insignifiantes dans le tilapia frais puis elles évoluent indéfiniment. L’augmentation 

des  concentrations  d’ABVT  s’explique  par  l’accumulation  de  ces  constituants  majeurs  (NH3, 

DMA et TMA) dans le tilapia altéré. L’ammoniaque (NH3) est générée à partir de la 

déamination bactérienne des acides aminés aussi bien qu’à partir de l’autolyse de l’adénosine 

monophosphate (AMP) (Shakila et al., 2003). Le diméthylamine (DMA), bon indicateur 

d’entreposage en congélation, est généré par l’autolyse bactérienne ou par la déméthylation 

enzymatique du TMAO (oxyde de triméthylamine) en DMA et en formaldehyde (Barett, 1985). 

Des limites critiques de 30-35 mg ABVT-N 100 g-1 et de 10-15 mg TMA-N 100 g-1 de chair du 

poisson ont été établis pour différentes espèces de poisson respectivement par le règlement 

européen CE/2074/2004 et par Connel (1995). La tendance de la production du TMA pendant 

la conservation dépend de la croissance des bactéries d’altérations. Ces dernières se servent de 

la TMAO comme substrat en conditions d’anaérobie et le réduisent en TMA induisant des 

odeurs désagréables chez le poisson (Seibel & Walsh, 2002). A température ambiante, nos 

résultats, sont en concordance avec ceux d'Aina et al. (2010) et Farag (2012) pour la valeur du 

TMA-N et à ceux d'Adoga et al. (2010), Farag (2012) et Karami et al. (2012) pour les valeurs 

d’ABVT-N  chez  des  espèces  de  tilapia  sp.  Les  valeurs  seuils  d’ABVT  et  du  TMA-N  sont  

dépassées au bout de 12 heures à 30°C. La conservation réfrigérée prolonge ces délais jusqu’à                 

5 jours en moyenne avant de dépasser les seuils critiques établis. Des résultats similaires ont été 

rapportés par Marrone et al. (2009) et Baixas-Nogueras et al. (2007) sur du merlu (Merluccius 

merluccius). Les résultats obtenus corroborent les résultats de l’analyse sensorielle et 

microbiologique où la durée de conservation du tilapia (O. niloticus) se limitait à 12 heures à 

30°C et à 5 jours à 4°C. Une forte corrélation a été révélée par le test de Pearson (Rho > 0,82) 

entre les résultats de l’ABVT et du TMA avec ceux de l’analyse microbiologique, sensorielle et 

des TBARS.  

 

Dans le cadre de ce travail une nouvelle méthode HPTLC (High performance thin layer 

chromatography) a été développée pour le screening et la quantification des amines biogènes. 

Après plusieurs tests préliminaires sur le choix de la phase stationnaire ? (feuille de silice 

basique pour une CCM ou gel de silice greffé), le choix de la phase mobile, la méthode 

d’extraction et de dansylation ?, nous avons opté pour la combinaison de techniques existantes. 

Une première a servi pour l’extraction des amines biogènes à partir de la chair de tilapia selon 
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la technique décrite par Lapa-Guimaraes &Pickova (2004) suivie d’une seconde méthode pour 

la dansylation décrite par Jia et al. 2012.  

Les performances de la nouvelle méthode HPTLC développée sont satisfaisantes en 

termes de linéarité (R2 > 0,98), fidélité (répétabilité et reproductibilité), exactitude et justesse 

selon les recommandations de la décision européenne 2002/657/CE. La séparation des six 

amines  d’intérêt  par  HPTLC  à  une  dimension  est  parfaite  sur  une  phase  stationnaire  (plaque  

HPTLC–Silica gel G60) et en utilisant la phase mobile (chloroforme / diéthyle éther / 

triéthylamine  (4  /  1  /1  ;  v/v/v).  La  résolution  des  spots  révélés  est  de  haute  qualité,  et  les  

rapports frontaux (Rf) des six amines sont distincts. C’est une technique relativement simple et 

rapide (2 heures 30 de manipulation en moyenne). 

Les techniques chromatographiques CCM ou HPTLC ont évolué rapidement dans le 

temps et toutes leurs composantes ont été améliorées (matériel et protocoles). Afin d’optimiser 

le rendement d’extraction différentes solutions et divers solvants ont été testés par les 

scientifiques. L’extraction des amines biogènes à partir des matrices alimentaires par une 

solution de TCA à 5 % semble donner un meilleur pourcentage (98 %) du rendement 

d’extraction (Luten et al., 1992 ; Shalila et al., 2001). Du méthanol à 100 % (Bajc & Gacnik, 

2009), du méthanol à 80 % (Tao et al., 2011), une solution d’acide perchlorique                           

à 0,2 M (Duflos, 2009), ou à 5 % (Rodrigues et al., 2013) et une solution d’HCl 0,1 N (Jia et 

al., 2011) ont également été appliqués.  

Shakyla et al. (2001) a démontré l’efficacité du chlorure de dansyle dans la dérivation 

des amines biogènes en dérivés chromophores qui sont facilement visible sous UV en raison 

des caractéristiques de fluorescence. Le chlorure de benzoyle peut aussi être choisi pour la 

dérivation des amines biogènes (Bakar et al., 2010 ; Kulawik et al., 2013). Divers protocole ont 

été développés pour la technique de dérivations des amines. Shalaby (1995) a proposé une 

technique de dansylation à température ambiante pendant un minimum de 10 heures de temps 

afin de dériver 8 amines biogènes extraites à partir de fromage, du hareng fumée et des 

saucisses. Le même auteur en 1999, a pu améliorer sa technique de base en raccourcissant le 

temps de réaction de la dansylation par le biais d’un chauffage dans un incubateur à 40°C 

pendant une heure de temps. Shakila et al. (2001) a testé la même réaction de dansylation dans 

un incubateur chauffé à 55 pendant 1 heure. Plus récemment, les auteurs ont proposés une 

réaction de dansylation dans un bain-marie dont le chauffage et le temps de réaction varient 

considérablement.  

L’amélioration de la phase mobile a suscité l’intérêt des scientifiques afin de permettre 

une meilleure séparation des amines biogènes, que se soit avec une CCM à une ou double 
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dimension. Une panoplie de combinaisons entre les différents solvants a été proposée.                      

Au fur et à mesure quelques solvants ont été écartés et substitués en raison de leurs toxicités. 

Shalaby (1995) a décrit un double système de solvants pour le développement de 8 amines 

biogènes par CCM à une dimension : chloroforme : benzène : triéthylamine (6 : 4 : 1 ; v / v/ v) 

et  benzène  :  acétone  :  triéthylamine  (10  :  2  :  1  ;  v  /  v/  v).  Shakila  et al. (2001) et Shakila & 

Vasundhara, (2002) ont utilisé une phase mobile constituée de chloroforme et triéthylamine 

(100 : 25 ; v / v). Valls et al. (2002) ont comparé différentes phases mobiles et ils ont démontré 

que le mélange acétone / ammoniaque (95 : 5; v / v) donnait une meilleure séparation et 

résolution. Bajc & Gacnik. (2009) ont repris la même phase mobile (acétone / ammoniaque, 

95 : 5 ; v / v) pour séparé l’histamine à partir de poissons et des produits de la pêche.                   

Lapa-Guimaraes & Pickova (2004) ont également comparé différentes combinaisons de 

solvants appliquées en un seul système de développement ou en double système. Ces auteurs 

ont démontré que le mélange chloroforme : diéthyle éther : triéthylamine (4 : 1 : 1; v / v/ v) 

s’avère le plus efficace pour la séparation de 10 amines biogènes à partir du poisson et du 

calamar. Lattore-Moratalla et al. (2009) ont retesté la même phase mobile des précédents 

auteurs pour identifier et quantifier des amines biogènes produites par des bactéries isolées à 

partir de saucisses. Tao et al. (2011) ont analysé la présence de l’histamine dans du poisson et 

des produits de la pêche par CCM en utilisant le mélange de solvant ammoniaque : éthanol             

(1 : 3 ; v/v). Ayesh et al. (2012) ont rapporté l’efficacité du mélange chloroforme / benzène / 

triéthylamine (6 : 4,5 : 1 ; v / v/ v).   

Pour la quantification des amines biogènes révélées dans des spots sur la plaque CCM 

ou HPTLC, deux techniques sont habituellement utilisées pour traduire l’intensité des spots en 

chromatogrammes. La première consiste à scanner la plaque dans un densitomètre de type 

CAMAG TLC (Bajc & Gacnik, 2009) ou de type Shimadzu (Shakila et al., 2001 ; Lapa-

Guimaraes & Pickova, 2004). La seconde technique sollicite des logiciels d’imagerie du genre 

Lane & Spot analyser (Tao et al., 2011).  

Contrairement aux poissons d’eaux de mers, peu d’études ont été réalisées sur 

l’évolution temporelle des amines biogènes chez les poissons d’eaux douces.                           

Notre étude a démontré que chez le tilapia du Nil conservé au réfrigérateur (+4°C), uniquement 

la tyramine, la spermidine et la spermine sont exprimés tout le long des cinq jours de 

conservation. Ces amines sont considérés comme des amines naturelles du muscle des poissons 

dû aux facteurs physiologiques ou environnementaux (Veciana-Nogues et al., 1997 ; Liu et al., 

2010). La cadavérine, la putrescine et l’histamine sont indétectable du fait quelle soient 

inférieurs au seuil de détection de la méthode (5 µg/g). Des résultats similaires ont été obtenus 
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par Kulawik et al. (2013) qui ont montré que les concentrations de l’histamine, de la cadavérine 

et de la putrescine avaient du mal à dépasser 6 µg/g après 21 jours de conservation sous glace 

(0°). De même, ces trois dernières amines étaient inférieures à 10 µg/g durant 9 jours de 

conservation dans le filet du tilapia (O. niloticus) à 0°C (Liu et al., 2010). Les mêmes 

résultatssont rapportés par Sil et al. (2008)  sur  la  conservation  du  tilapia  (O. mossambicuss) 

sous glace où les concentrations de la cadavérine, putrescine et histamine se limitait à un 

maximum de 1,5 µg/g.  

En ce qui concerne l’entreposage du tilapia à température ambiante (30°C), nous avons 

démontré que les taux de la putrescine et de la cadavérine dépassent le seuil des 100 µg/g à 

partir de la 18ème heure de conservation. Cette évolution est fortement corrèlée avec l’évolution 

sensorielle (Figure 38) ainsi qu’avec les cinétiques de la croissance bactérienne de la flore 

mésophile totale et des entérobactéries, qui dépassent le seuil des 6 log ufc/get dont l’activité 

aminogène s’active. De plus le profil en acides aminés du tilapia qui est relativement riche en 

arginine et en lysine par rapport à l’histidine, favorise forcément la production de putrescine et 

de cadavérine. La putrescine et la cadavérine sont considérés comme de bons indicateurs de 

qualité durant l’entreposage à température ambiante. Nos résultats divergent par rapport à ceux 

obtenus par Sil et al. (2008) qui ont estimé que le tilapia (O. mossambicuss) entreposé à 28°C 

produisait un maximum de 2,5 µg/g d’histamine au bout de 18 heures. De plus, les 

concentrations de la putrescine et de la cadavérine étaient trop faibles ne dépassant pas le seuil 

d’1 µg/g. Par ailleurs, nos résultats concordent bien avec ceux obtenus pour différentes espèces 

de poissons d’eaux douces. En effet, Krizek et al. (2002, 2004) ont étudié le changement des 

amines biogènes dans les filets de carpe (Cyprinus carpio)  conservés à 3°C et  à 15°C. Ils  ont 

démontré que la putrescine est le meilleur indicateur de qualité chez cette espèce.                          

Les cinétiques de la putrescine et de la cadavérine sontfortement corrèlés avec l’évolution 

sensorielle. De ce fait, des indices d’amines biogènes (BAI) alternatifs ont été proposés pour 

correspondre à une qualité organoleptique acceptable de la chair de la carpe selon les formules 

suivantes : Put + Cad = 20 - 45, Put = 10 - 20 ou Cad = 10 - 25. Les mêmes auteurs (Krizek et 

al., 2011) en étudiant la perche (Perca fluviatilis) et la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) 

dans les mêmes conditions de conservation, ont confirmé la fiabilité de la putrescine comme 

étant un bon indice de qualité. Chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) conservée                  

12 jours dans la glace (0°), Chytiri et al. (2004), Rezaei et al. (2007) et Rodrigues et al. (2013) 

ont montré qu’une concentration en putrescine estimée à 13  14 µg/g était un indicateur d’une 

qualité acceptable. Kordiovska et al. (2006) ont évalué la dynamique des amines biogènes chez 

la carpe commune (Cyprinus carpio) conservée à 4°C, 24°C et à -18°C. Uniquement la 
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putrescine, la spermidine et la spermine ont été détectés chez la carpe fraichement péchée.  

Leurs concentrations respectives étaient trop faibleset de l’ordre de 0,3 µg/g, 1,3 µg/g et                    

3,7 µg/g mg/kg. A4°C et au bout de 7 jours de conservations les concentrations en putrescine, 

en cadavérine, en spermidine, et en tyramine étaient inférieures à 10 µg/g. L’histamine n’a pas 

été décelée et la concentration en spermine était de l’ordre de 26 µg/g. A 25°C et au bout de                

48 heures de conservation, les concentrations en cadavérine et en histamine étaient 

remarquablement élevées (> 200 µg/g). La concentrationen putrescine avoisinait les 100 µg/g et 

celles en spermidine, en spermine et en tyramine étaient assez faibles (< 30 µg/g). 

Shi et al. (2012, 2014) ont révélé que la putrescine est un bon indicateur de qualité des filets de 

carpe argentée (Hypophthalmichtys molitrix) conservés à 0°C, 3°C et 15°C. Ils ont aussi montré 

que la dynamique de cette amine biogène était fortement corrélée avec l’évolution du taux 

d’ABVT, du taux de la flore aérobie totale et de la qualité sensorielle. A 15°C et après 3 jours 

de conservation, les concentrations en histamine, en cadavérine et en putrescine se trouvaient 

respectivement aux alentours de 27 à 55 µg/g. Celles en spermidine et en spermine étaient 

proches des 10 µg/g et la concentration en tyramine était de l’ordre de 20 µg/g. A 3°C et au 

bout de 6 jours de conservation les concentrations en putrescine et en cadavérine étaient 

inférieures au seuil des 10 µg/g. La concentration en histamine dépassait les 20 µg/g et celles en 

spermidine, en spermine et en tyramine étaient moyennes (± 15 µg/g). Les concentrations en 

amines biogènes chez le tilapia sont nettement plus importantes en fonction de la température. 

Nos résultats corroborent l’impact positif des basses températures sur la concentration en 

amines biogènes. Le froid limite la charge des bactéries aminogènes et prolonge indirectement 

la date d’utilisation optimale du poisson.   
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La stratégie analytique élaborée pour l’analyse des résidus d’acide oxolinique chez le 

tilapia est très pertinente. Les caractéristiques de performances des deux méthodes sont 

acceptables pour l’analyse de l’acide oxolinique dans la chair de poisson. En pratique, ces deux 

méthodes seront facilement transposables sur d’autres matrices moins complexes que le 

poisson. Le screening microbiologique sera efficace pour le contrôle qualitatif en Algérie des 

produits de la pêche et des produits aquacoles et il peut être un outil d’autocontrôle de routine 

instauré dans les systèmes de gestion de qualité (HACCP). D’autres investigations seront 

projetées pour développer cette technique et plusieurs souches bactériennes seront optimisées.   

Quant à l’analyse chromatographique LC-UV, elle servira de base pour la quantification des 

résidus des fluoroquinolones dans les denrées alimentaires d’origine animale et le protocole 

sera optimisé pour développer d’autres méthodes de confirmation pour d’autres familles 

d’antibiotiques.   

Notre étude a renforcé l'opinion scientifique au sujet de l’emploi inoffensif de la 17 -

MT pour la masculinisation des juvéniles de tilapia. La MT ne représente aucun risque 

environnemental ou humain lorsqu’on applique de bonnes pratiques d’élevagepour la 

tilapiculture. Le traitement hormonal (28 jours) doit être limité seulement au stade précoce des 

alevins qui est estimé à 10 jours post-éclosion. La dose thérapeutique ne doit pas dépasser les               

65 mg kg-1 d’aliment. Pour assurer la salubrité des poissons écoulés dans les marchés locaux, la 

période de grossissement requise est d’un minimum de 5 mois. Les ouvriers des fermes de 

tilapia doivent prendre en considération les dangers chimiquesémanantde la poudre de 

l'hormone MT et doivent se conformer aux instructions de son stockage et de son utilisation.  

Des systèmes mécanique et biologique doiventêtreprévus dans les fermes aquacoles afin de 

filtrer les eauxrejetées à partir des écloserie.  

Il est impératif de construire des bassins et des étangs d’élevage selon des normes 

zootechniques. La fabrication et le stockage des aliments d’élevage requièrent une certaine 

technicité et un savoir faire. L’élevage intensif ou semi-intensif des tilapias se déroulent de 

préférences aux seins de circuits fermés dotés d’un système de filtration mécanique et 

biologique.  

Sur le plan nutritionnel, le tilapia est un poisson très intéressant pour son profil 

protéique et peut facilement substituer le régime alimentaire humain basé sur les viandes 

rouges. Il peut aussi satisfaire le consommateur en acides aminés essentiels et être proposé pour 

un régime minceur pauvre en graisse. Néanmoins, la perception du consommateur algérien            

vis-à-vis un poisson d’eaux douces est très timide. Un aspect culinaire plus moderne doit être 

intégré dans les habitudes alimentaires algériennes.   
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L’analyse conjointe des paramètres organoleptiques, microbiens et biochimiques est une 

stratégie pertinente pour la détermination de la date limite de consommation des poissons.               

Une analyse sensorielle objective associée à l’ABVT, TMA, TBARS, FMAT & ENT ainsi que 

les amines biogènes (putrescine et cadavérine en particulier) sont de bons indicateurs de la 

qualité du tilapia conservé à 4°C et à 30°C dont les DLC respectives recommandées aux 

consommateurs se limitent respectivement à 5 j et 12 heures. La combinaison de l’analyse des 

hydroperoxydes et des TBARS semble être une bonne stratégie analytique qui reflète la 

cinétique en temps réel du mécanisme d’oxydation lipidique par l’apparition successive des 

produits primaires et secondaires. L’évaluation de la protéolyse peut être simplement reflétée 

par l’analyse d’ABVT et du TMA et consolidée par la recherche des amines biogènes.                      

La méthode HPTLC développée dans le cadre de notre recherche peut être proposée pour les 

contrôles de routines des amines biogènes par les services vétérinaires ou les laboratoires 

spécialisés. Le screening de plusieurs échantillons à la fois est possible par cette nouvelle 

méthode. Par contre l’identification et la quantification précise des concentrations d’amines 

biogènes doit se faire par HPLC qui est la méthode de référence. Dans cette optique une 

méthode  LC-UV  et  UPLC-UV  sont  en  cours  de  validation,  respectivement,  au  sein  du  

laboratoire AQUABIOR et LADA.  

 La réfrigération exerce un effet protecteur sur la qualité du poisson et prolonge les délais 

de sa conservation. La congélation est connue d’être encore plus efficace d’où la nécessité 

d’imposer l’entreposage des poissons sous glace. 

Nos résultats peuvent servir de base scientifique pour la législation et les services d'inspection 

vétérinaire pour mieux réguler les ventes de poissons dans les marchés locaux.  

Le consommateur doit être sensibilisé sur l'importance du respect de la chaîne de froid pour 

cette denrée alimentaire fragile et doit impérativement respecter les DLC afin de prévenir 

quelconque intoxication alimentaire.  

En  tant  que  solution  globale  et  interactive,  la  mise  en  œuvre  du  système  HACCP  est  

souhaitable dans les fermes aquacoles. Le modèle élaboré dans ce travail est spécifique au 

tilapia élévé en eau douce. Il peut garantir la salubrité du poisson produit à Fat-Steppes (Ouest 

d’Algérie). D’autres dangers peuvent être pris en considération pour compléter cette étude. 

L’aspect parasitaire (les métacercaires de Trématodes), l’impact des polluants persistants 

(dioxines, HAP, PCB et métaux lourds) et la présence d’éventuels pesticides seront 

envisageables à l’avenir. De même que l’impact des farines végétales issues de plantes 

transgéniques (utilisation des organismes génitiquement modifiés "OGM") sur la qualité de la 

chair du poisson et sur la santé publique.   
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Les risques chimiques liés aux résidus médicamenteux ou aux métaux lourds sont plus 

redoutables que le risque microbiologique liées aux pathogènes ou aux bactéries indicatrices. 

Les dangers microbiologiques sont souvent maitrisés par la cuisson tandis que les dangers 

chimiques sont connus pour leurs effets cumulatifs dans le poisson. Pour cela, il est temps que 

la législation algérienne et les autorités compétentes mettent l’accent sur ce genre de risques 

alimentaires.  
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ANNEXE II 
 

 

Annexe II : Composition des milieux de culture utilisés dans les études microbiologiques.     

La composition donnée est pour  un volume final d'un litre et l’autoclavage se fait à 121°C 

pendant 20 minutes.  
Milieu PCA 
 
Peptone 5,0 g 

Extrait de levure 2,5 g 

Glucose 1,0 g 

Agar 15,0 g 

pH = 7 
 

Milieu BCPL 

Peptone 5,0 g 

Extrait de viande de bœuf 
 

3,0 g 

Lactose 
 

10,0 g 

Pourpre de bromocrésol 
 

25,0 mg 

pH = 6,8 
 

Milieu Schubert 

Tryptone 
 

12,0 g 

Tryptophane 
 

1,0 g 

Mannitol 
 

9,0 g 

Bile de boeuf déshydratée 
 

25,0 g 

Chlorure de sodium 
 

5,0 g 

Phosphate monopotassique 
 

1,5 g 

Phosphate di-potassique 
 

3,5 g 

Lauryl-sulfate de sodium 
 

0,2 g 

pH = 7 
 

Milieu Rothe S/C 
Peptone 
 

20,0 g 

Glucose 
 

5,0 g 

Azide 
 

0,2 g 

NaCl 
 

5,0 g 

Hydrogénophosphate de potassium 
 

2,7 g 

Dihydrogénophosphate de potassium 
 

2,7 g 

pH = 6,8  
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Milieu Eva- Litzky 

Peptone 
 

20,0 g 

Glucose 
 

5,0 g 

Azide 
 

0,2 g 

Ethyl-violet 
 

0,5 g 

NaCl 
 

5,0 g 

Hydrogénophosphate de potassium 
 

2,7 g 

Dihydrogénophosphate de potassium 
 

2,7 g 

pH= 6,8 
 

Milieu gélose viande-foie 

Base viande foie 
 

30,0 g 

Glucose 
 

2,0 g 

Agar 
 

6,0 g 

pH = 7,4 
 

Milieu Chapman 

Peptone 
 

10,0 g 

Extrait de viande de bœuf 
 

1,0 g 

Chlorure de sodium 
 

75,0 g 

Mannitol 
 

10,0 g 

Rouge de phenol 
 

0,025 g 

Agar-Agar 
 

15,0 g 

pH = 7,4 
 
 
Milieu bouillon sélénite 
Tryptone 
 

5,0 g 

Lactose 
 

4,0 g 

Sélénite 
 

4,0 g 

Hydrogénosélénite de sodium 
 

4,0 g 

pH=7 
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Milieu Salmonelle-Shigelle 

Peptone 
 

5,0 g 

Extrait de viande 
 

5,0 g 

Lactose 
 

10,0 g 

Citrate de sodium 
 

10,0 g 

Citrate de fer III 
 

1,0 g 

Sels biliaires 
 

8,5 g 

Vert brilliant 
 

3,3 mg 

Rouge neuter 
 

25,0 mg 

Thiosulfate de sodium 
 

8,5 g 

Agar 
 

12,0 g 

pH = 7,3 (il faut dissoudre ce milieu par ébullition et ne pas par autoclavage) 

Milieu King A 

Peptone dite 
 

20,0 g 

Glycérol 
 

10,0 g 

Sulfate de potassium 
 

10,0 g 

Chlorure de magnesium 
 

1,4 g 

Agar purifié 
 

12,0 g 

pH = 7,2 

Milieu King B 

Peptone 
 

20,0 g 

Glycérol 
 

10,0 g 

Hydrogénophosphate de potassium 
 

1,5 g 

Sulfate de magnésium heptahydraté 
 

1,5 g 

Agar 
 

12,0 g 

pH = 7,2 

Gélose nutritive 
Extrait de viande 
 

1,0 g 

Extrait de levure 
 

2,5 g 

Peptone 
 

5,0 g 

Chlorure de sodium 
 

5,0 g 

Agar 
 

15,0 g 

pH = 7,0 
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