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Introduction

Introdu ction

L'aquaculture a été l'industrie de production animale a la croissance la plus rapide au cours des
quatre derniéres décennies, et prés de la moitié des poissons consommeés dans le monde sont
D XM R X de& fJoisXohs d'élevadea source de nourritureug représente les produits de la

mer va trés certainement continuer & augmenter parallelement a la croissance démographique
(FAO, 2018) Pour prévenir les maladiesn aquaculture intensive, l'utilisation de produits
chimiquesthéD SHXWLTXHV HVW GHYHQXH XQH Cprirbididnt\ap SO XV
grand arsenal thérapeutigdisponible chez lesmammiferes pour lutter contre les maladles,

nombre de substances pharmaceutiquest limité en élevage aquacole et concerne
essentiellement certains substances anesthésiquedes agents antnfectieux et
antimicrobiens prescrits pour luttecontre les parasites et les maladies microbieriress

répandus dans les élevages aquacdi@se a un arsenal thérapeutique limité atfomm

inefficace pour lutter contre de multiples maladies, colorants et en particulier le vert de

malachite, ont toujours constitué un recours malgré leur interdiction, du fait de leur large spectre

G 1 H 1| L EDdgfféet\épcolorants sont princigahent utilisés comme traitement des infections
IRQJLTXHV HW SDUDVLWDLUHV H[WHUQHV FKH] OHV SRLVV]

contre les champignons.

Parmi ces colorants se troulse famille des triarylméthanes, dont le trés connwert de

malachite. Celui-ci a, par exemplegtéutilisé a la fois a titre prophylactique dans le traitement

des infections fongigfl V G X SRLVVRQ HWIG HBC ahfhosteiHaQASAD Qury,

1936) A la fin des années O 1 220récommandson interdiction en traitement aquacole

a cause desatoxicité, constituant un risquavéré SRXU Of+RAUPBITHWYLURQQHPH
(Verdon et al., 20150r,le vert de malachite et les triarylméthasemblent toujours employés

dansles élevages aquacoles de certains peyportant une partie de leproductionvers
OT8QLRQ (XUR.FacHegheéntisponiblesur le marchén tant que produits chimiques
thérapeutiquepeu colteux et efficaces pour les poissons d'ornemeentisage en aquaculture
UHVWH G9YBFNOXD/OLBHY FRORUDQWY DXWUHY TXH OHV WULD
DOWHUQDWLYHPHQW XWLOLVpY HW GRQF UHWURXYpV GDQV
F 1 Hdik¥ a de faibles quantités détables dans les alimen@esrésidus peuvent provenir

non seulement de traitements intentionne@lsn autoriséesmais également de leur
bioaccumiation GDQV O fTHQ Y RRRVDPHPHHAWHQ DYDO GILQGXVWULH'
SRXU G9YDXW U Helledg8eSIoteiRtlra\du Qi ou du pagdechuetze et al., 2008)

'DQV XQ FRQFHSW Edpl&/ gahtéd Dadhinur@rfieaQappel®ne Healths, les
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GLIIpUHQWHYV YRLHV GYH[SRVLWLRQ VRQW j SUHQGUH HQ F
HQFRXUXV SDU OY+RPPHt prndreQdd n@sur@s dsVpidiePtidn adéquates
(Stenvinkel, 202Q)

Ainsi, la présence de colorants thérapeutiques demsaliments issus de la production

aquacole VIHVW Y XH UpJOHPHQd¥uid peHdIeSAD dnK2 HegReREM @tton
européenneimpose SDU H[HPSOH DX[ SD\V PHPEUHG&sresidusCdg8( GH \
substancesLQWHUGLWHY GDQV OHV GBHIQQp 6\ DFVXWIHIUW QMD DWQOLF
consommateursSDUPL OYHQVHPEOH GHV FRORDGsWWIllESNVdd RLY VR
Europe, le vert de malachite, le cristal violeteetért brillant Depuis trés longtempi est bien

établi queces trois colorants triarylmétharssmétabolisent rapidemaentitez le poissoan leur

analogue respectif rédwsbus forne de leucobaseDe nombreuses études de métabolisme et

de pharmacocinétique onbnvergé vers le choige leursleucobases commétantde bons
UpVLGXV PDUTXHXUV GH WUD L WiHP&WebthhblRofficelfod{ SRV LW L
colorants dans les denré®¥ LVVXHV GH O YD TiKI®duXaOpNe3edd dBesptibip

résiduset de leurs leucobases, analysés par la chromatographie liquide couplé@eeatien

par spectrométrie de masse en tandemNLSIMS).

Le PDQTXH IODJUDQW G 1 b@reRtt) Rili3&Eh BqRacuNureUhécesbie & la fois

des investigations sur leur occurrence, et lsuconnaissance des résidus marqueurs de
traitement Les résidus marqueurs doivent étre persistants sur une période suffisamment longue
pour étre décelés pkes systemes de contrdle. lls proviennent bien souvent du métabolisme du
FRPSRVp SDUHQW DGPLQLVWUp PpWDEROLWHYV H[RJqQQHV
modifications biochimiques endogenes spécifiques (métabolites endogénes). Parmi les
molécules strcturellement procheades triarylméthanesn retrouveds molécules da famille

des Victoria blue TXL VRQW j OfKHXUH DFWXHOOH SHX FRQQXHV
DTXDFXOWXUH $LQVL LO QRXV D SDUX SUIlctrRdk€ah@® GH Ol
surleXU PpWDEROLVPH HW leOr§ ré&idud \WarhueuBNGUsRaQon$ Bimis

O 1 K\ S Rauetkegidtidria pure blue pourrat également se métaboliser chez le poisson, et

induire des modifications métaboliques proches deesellu vertde malachiteORUV G{XQ

traitement aquacole

Pourrépondrea ces préoccupatioy HW DILQ GIDQWLFLSHU XQH pYROXWL
donc de leur surveillancee /' DERUDWRLUH GH 5pIpUHQFH GH OY8QLRQ (>
G 1D QWL E L R Wdrants HRAUH,\WngedfroigRresa initié un projet de recherche sur les

résidus de colorantpiiestj OfRULJLQH GH FH' WWQMHY&SDO¥Eues et legry H
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résidus marqueurs seront probablement dans le &uintégrer anotre méthode ationale

officielle de contrdle Cette intégration serait opportuaé O T$IJHQFH (XURWBBHQQH G
Alimentaire (EFSA) proposaitne évolution réglementaire sur les colorants a usage interdit en
aquaculture etecommandaitin controle étendu & D X W Uead ®fe t@id?dnts: { D XWUH SDUW
vDQY DWWHQGUH OHV UHFRPPDQGDWLRQV OD PLVH HQ S
GI{DXWUHV IDPLOOHV GH FRORUDQWY SRXUUDLW rWUH XW
seulement alimentaires, mais également enviementales5HSRVDQW VXU OfDQD
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de raadaeate Résolution (LEIRMS)

du métabolomechez le poissarles objectifs de ce travail de these étaie®@fH[SpULPHQWH
différentes approches, non cibléesemiciblée par des méthodologiesvitro etin vivoen vue

de générer des données i) sur le comportement et le devenir des calbeais poissons
GIpOHYDMXU OHXUV HIIHWYV HQ YXH GH SURSRVHU GHV PD

métabdomeet/ou du xénemétabolome.

Ce manuscrit présente les travaux réaliséselonquatre parties:

O La premiére fournit des éléments bibliographigoesant les fondements de ces travaux
GH WKgVH VXU OD SUREOpPPDWLTXH &atbnQ§rdloranisX O W X U
dans un contextele controleréglementaire, esur les outils deanalytiqgues et de
métabolomique explorés.

O La seconde partieéntermédiaire entre la synthése bibliographique et les publications
précisda problématiquele monsujetde recherche

O Latroisieme partieétaillera les différents travaux réalisés qui sont préssateésforme
de trois publications scientifijuesHW G{XQH TXDWULgqPH pWXGH VXU
DQDOWLTXH TXL VH SRXUVXLW j OfKHXUH DFWXHOOH

O Unediscussion finalapporte degléments deéponse a la problématique, au regard des
travaux effectués, et proposesqierspectives de recherche en lien avec mon parcours

scientifique passé et futur.
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Partie I. synthese bibliographique

1 Les résidus de colmants dans les produits
GI{DTXDFXOWXUH

&H FKDSLWUH SUpVHQWH OD SUREOpPPDWLTXH GfXQ GpYHO
répondre a la demande mondiale de consommation de poissons, en pacgtissus de
OYDTXDFXOWXUH &H WW bett®fitiare Brof@td ExpahSicilaR XaitEmets
médicamenteux sont parfois employés pmmbattre cellegi maisau détriment de la agé

des consommateurs emé&mes. Par exemplies résidus de substances interdites comme les

colorants pouvangeprésenter un risque pour la santé humaine.

1.1 /YDTXDFXOWXUH HQ FRQVWDQWH SURJUHYV

111 /H SRLVVRQ XQH VRXUFH HVVHQWLHOOH GH QRXUULWX

Les produits de la mer font partie du régime
alimentaire des hommes dans leur Histoire. On
retrouve des trase de consommation de

poissons et coquillages depuis bien avant

O 9D QW(Barxett, W2919) /IDWWUDLW HW
FRQVRPPDWLRQ GH SRLVVRQV

intégrés W TXTj DXMRXUu@ditknsL DX]|
culturelles de nombreux peuples. Dans certaines populatigpusten edia principalesource

de nourriture et de nutriments essentikleur fournit de I'énergie, des protéines et toute une

gamme d'autres éléments nutritifs importants, notamment les acideslgiasaparés a longue
chaine.Parmi la populatioradulte en général, la consommation de poisson, en particulier de
poisson gras, réduit le risque de mortalité par maladie coronari@M& R XUGJTKXL OD FUR
démographique mondiale représente un enjeu majeur pour répondre a la demande nutritive de

la SODQqWH $XVVL OHV SURGXIleg/MicrGgDes X |BsFiXsectésgd) H DL Q
protéines monocellulaires et lespduits, représentent ypotentiel pQRUPH GYI{DSSRUW Q

dansl'exploration ds protéines alternativg&im et al., 2019)

L'utilisation la plus courante des ressources halieutjgbefsHrdik¥ lesressources vivantes
aquatiquesestsous forme alimentairé’lus de 7346 de la production mondiale de poisson est
destinée a la consommation humaine direetda consommation de [ggon frais croit aux
GpSHQV GIDXWUHV IRUPHVY GH SURGXLWYV j EDVH GH SRLVV
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poisson débarqué non destiné a la consommation humaine directe est rétineatefpoisson
et en huile principalement pour les porcs eslpoulets et, plus récemment, pour I'élevage

d'espéces aquatiques carnivores (ddljge le saumon, la crevetie par la dorade, etc.).

112 /Y$VLH SULQFLSDO SURGXFWHXU GH SURGXLWYV GIDTXI

Nous comprenons donc pourquoi, dans ce contexte de besms tessourcesatuacultura

XQ U{OH PDMHXU j MRXHU SRXU OYDYHQLU &pdcMtweR XW G{D
DILQ GH PLHX[ DSSUpKHQGHU FH FKDOOHQJH rgdhidmesDFX O W ;
aquatiques, y compris poissons, stjues, crustaces et plantes aquatiques. Le tecultuse

» implique une quelconque forme d'intervention dans le processus d'élevage en vue d'améliorer

la production, telle que I'empoissonnement a intervalle régulier, I'alimentation, la protection
contre les prédateurs, etelus précisément, cgiOHYDJH GYRUJD Qde\sRuRISIND T XD W L
OHV JRQHV F{WLQqUHV HW LQWpPULHXUHV DSSHODQW XQH LQ
GfHQ DPpOLRUHUSe®D laSRAR,GXHFYNWL RSQ R E D E@eHde H@thctiorD ILOL

alimentaire qui connait la croissance la plus rapide, et ebéufi actuellement 50 %es

poissons destinés a la smmmation humaine dans le mor{&e&ure 1).

Figure1l: SURGXFWLRQ PRQGLDOH GH SrFKHV HW GIDTXDFXOWXUH JUDSKI
GHV SrFKHULHV GY{DTXDFXOWXUH HW GH FDSWXUH DX[ SRLVVRQV SRXI

droite). Source: (FAO, 2018).

En effet, DT XD F X O W X & #oitreRpisWitedgiel leS autrgsincipaux secteurs de la
production alimentaire, méme si elle ne bénéficie plus des taux de croissance annuels élevés
des années 1980 et 1990 (1%3t 10%, plantes aquatiques exclues). La croissance annuelle
moyenne st tombeée a 5,% sur la période 2002016, méme si une croissance a deux chiffres
a encore été observée dans un petit nombre de pays, en particulier en Afrique enéie 2006

/I YTHQVHPEOH GH OD SURGXFWLRQ PRIQSG d®Ot@hesDd XDFRO|

poisson dont 54 millions de tonnes de poisson, iillions de tonnes de mollusques,
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8 millions de tonnes de crustacéd atillion de W R Q Q Has aaifhBux Wgluatiques. La Chine

estde loin le principal produeur de poisson d'élevage,peodut plus que le reste du monde
chaque année depuis 1991. Les autres principaux producteurs en 2016 étaient I'Inde, I'Indonésie,
le Viet Nam, le Bagladesh, I'Egypte et la Norvédees pays asiatiques contribuent donc a la
quasttotalité de cette productiospit 89 %de laproductionsur les deux dernieres décades,

comme le montrent les chiffres dableau 1{(FAO, 2018) Parmi les espéces halieutiques

G 1 p O Hevdoiddan constitue la catégorie principaies loin égtvant celle des crustacés et des
PROOXVTXHV /[/HV HVSqQFHV GYfpOHYDJH OHV SOXV SURGXLW
HQYLURQ OD PRLWLpP GX SRLVVRQ GfpOHYDJH

Tableaul: 3URGXFWLRQ DTXDFROH GHV SAHM IGI D SRIVRRQHSREYHYIDOLPH
continent, en 2016 (en milliers de tonnes, guivalent-poids vif). Source: traduit de (FAO,
2018).

Catégorie Afrique Amérique Asie Europe Océanie Monde
Aguaculture en eaux intérieures

Poissons 1954 1072 43 98 502 5 47516

Crustacés 0 68 2 965 0 0 3033

Mollusques 286 286

Autre; espece: 1 531 531

aquatiques

Soustotal 1954 1140 47 765 502 5 51 367
Aquaculture marine et cttiére

Poissons 17 906 3739 1830 82 6 575

Crustacés 5 727 4091 0 6 4 829

Mollusques 6 574 15 550 613 112 16 853

Autre§ espece: 0 402 0 5 407

aquatiques

Soustotal 28 2207 23781 2443 205 28 664
Aquaculture tout type confondu

Poissons 1972 1978 47 722 2 332 87 54 091

Crustacés 5 795 7 055 0 7 7 862

Mollusques 6 574 15835 613 112 17 139

Autre§ espece: 0 1 933 0 5 939

aquatiques

TOTAL 1982 3348 71 546 2 945 210 80 031

1.1.3 La France, troisieme producteur en Europe

En Europe|'aquacultureen 2010 représentaine production dfeviron 2 520 000 tonnes pour
seulemend %de la produgbn aquatique animale mondialépa France avec 224 000 tonnes
se trouve edéeme positiontres loinderriere la Norvege (1er producteur mondial de saumon)

etjuste au niveade |IEspagne et du Royauruni (2" et 3 producteurs européens)
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Si la production norvégienne continue régulierement de
progreser, celle de la France stagfigemer, Source

FAO 2012, données 2010)Ainsi, la valeu des
importations en France de produits aguatiques augmente

de 7 % en un arRarmi ceuxci, les achatsle poissons

frais ou congelés (diers et filetés) croissent de 23

tandis queles préparations et conserves de poissons
diminuent de 5 %. La part consommée de poisson
GfpOHYDJH SDU OHV )UDQoDB4dvi UHSUp\
poisson consomm@ranceAgriMer 2018) En France,

la production de produitaquatiquesne couvre que
partiellement la consommation. Parfes principées

especes dont la balance estédentag, deux viennent

pour partie (UWRWDOHPHQW GH OfpOHYDJH
huitres.La truitearcen-ciel (Figure 2) HVW OfHVSqgFH I
GH OfYpOHYDJH HQ )UDQFH WUqV DSSU

le loisir et la consommation.

Figure 2 : La pisciculture en France de 2010 a 201&ource:|http://agreste.agriculture.gouv.fr

Des données plus récentes indiquent que la France, en tant que troisiéme producteur européen
de truites élevées en eau douce, a praohdgis @ 33 000 tonnes en 2018, démontrant une

tendance a la hausse de la productigreste, 2018)

1.2 Desmaladies aquacoles aux résidus de médicaments

Avec plus d'un tiers de la production mondiale de poissommercialisée a I'échelle
internationale, I'assuraadle la qualité et d®© 7 D O L P lds) devemid i @robléme majeur.
/[TDFWLY LW obnl Xredsét ilgurBnau cours des trois dernieres décennimppsant

de faire face a des challenges importants, en particulier dans le contrle des pathogenes
responsables e$ maladies infectieusegui limitent actuellementla poursuite de
OYLQWHQVLILFDWLRQ
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1.2.1 La production intensive aguacole source de stress

/IH SURFHVVXV GIYLQWHOQVLILF D \WeluRopérs ppubshpiDadyx d2 jémted QL P D C
et pour les volaillesau cours du XXeme siecla fait face aux problémes inhérents a cette
approche productiviste (génétique, reproduction, nutrition, santé animé&EeXM R XU G TK XL
OYDTXDFXOWXUH GRLVWsma&lios MsPXdocuhted SfFEcGNOHD TXDF X O W X L
sont causées pame multitudleGIDJHQWY SDWKRJgQHV EDFWEESLHQV 1]
maladies sont particuliérement courantes chez les poissons soumis a un stress chronique. Les
principales causes de strgssuvent étralirectement liéess des pratigues de manipulation
inadéquatesy une eau et a des alimentsngiguvaise qualitgui ne répondent pas aux besoins
nutritionnels des différentes espéces de poisginsi, une alimentation de mauvaise qualité
augmenteles risques d'apparitionedmaladiesassociée a umaux de mortalité élevé.a
GHQVLILFDWLRQ GHV EDQFV GH S Rduvef&@us db redpottdhy GH O Tp
en aquaculturéRosa et al., 2020).e degré de stress résultant de ces conditonduit ades

modifications des mécanismes biochimiquphlysiologiques et comportementaux, amenant

presque inéluctablement au déclenchement de mal&diese 3) (PérezSanchez et al., 2018)

Figure 3: Trouble pathogénehéte. /HV LQWHUDFWLRQV GH OfHQYLURQ@HE®HQW PqQH
(PérezSanchez et al., 2018)
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122 /YDTXDFXOWXUH DIIHFWpH SDU XQH PXOWLWXGH GH PD

En aquaculture, jusqu'a 36 des pertes de produaticont causées pasd maladiegAssefa

and Abunna, 2018)Cellesci proviennent essentiellemie des infections bactériennes,
notamment par les bactéries a gram négatif, constituant la source la plus importante de maladie
dans les différents types de production. Les maladies fongiqustitgent la deuxieme source

de pertes, en particulier dans I'élevage de crustacés et de salmonidés. Les parasites protozoaires
externes sorggalementesponsables de la perte d'un grand nombre de poissons et d'alevins et
sont une cause d'épizooties chez jeunes crustacédleyer, 1991) CommeQR XV OTDYRQV Y
précédemment, ce sont les facteurs de stress qui augmiengerisiceptibilité aux processus
infectieux causés par des agentsthpgenes opportunistes tels quérus, bacgries,

champignons et parasg(Lunestad and Samuelsen, 2Q08)

X Lesvirus SHXYHQW LQFRPPRGHU OHV pOHYDJHV DTXDFROH
traitement thérapeutique.

x De nombreusegspécedactériennes SO XV G X Qoéht Bt énsédl ldomme
facteurs de maladiedans les pV FLFXOWXUHYV G THD XtellésRgu& HesHW P D
$HURPRQDVY OHV 6WUHSWRFRTXHV QHV )ODYREDFWpPULH

x Certains champignonsnicroscopiquespeuvent affecter les élevages, telles que la
saprolegniose Saprolegnia sp.) Ces champignons reprégent principalement un
probleme dansk élevages esau douce et peuvent nécessiter un traitement antifongique
GHV °XIV GH SRLVVRQ RX GHV DOHYLQV

x /HV SRLVVRQV VRQW OHV K{MWHWVRGS DXOQN LPKEOWV IEWEX G HNVQ G
parasites sont spéigjfies de certains écosystémes et ont généralement des effets limités
sur la santé des poissons. Cependant, les parasites peuvent étre un facteur aggravant dans
des conditions stressantes et augmenter la morbidité. Par exemple, les aistons
exposés ain stress hydrique de 30 minutes avec un manque d'eau entrainaient environ
20% de mortalité quand ils étaient expos&sivardsiella ictaluripar rapport aux poissons
témoins(Bilodeau et al., 2005Au Brésil, les parasites sont les agents pathogesgdus
étudiés dans la pisciculture brésilienfitashimoto et al., 2011)Is affectent les deux
especes les plus représentées au Brésil, la carpe commune et le tilapia. Les poissons
peuvent alors perdre du sang par les branchissitet des nécroses q@ntrainent une

réduction du rythme respiratoire et une altération de la capacité de régulation.

24 a



Partie I. synthese bibliographique

1.2.3 Les traitements peuvent conduire a des résidus dans les aliments

Les conditions de stress telles que la forte depstécole I'hypoxie (demande biochimige
en oxygene non maitriséell les concentrations élevéesnitrites etenammoniaacontribuent
j OTDSSDULWLR Reugadt drizeidcsirditémdnitg médicamenteux.

@ Les substances pharmacologiques utilisées

Les traitements thérapeutiques aighrylactiguesen aquaculturéncluentprincipalementes
antibiotiquesjesantiparasitairedes anesthésiques ks désinfectant¢Burridge et al., 2010)

Les antibiotiques autoriseS RXU XQ XVDJH HQ DTXDFXOWXUHsdiX VHLQ
listés dans le réglement CE 37/201@ommission Européenne2010) et incluent les
tétracyclines, les pénicillinesquinoloneslessufamides et le triméthoprim@liveri Conti

et al., 2015; Justino et al., 201B6®s antiparasitairesdministrés, contre leou du semon par

exemple, sont classés en deuxuges en fonctiode leur voie d'administration, les traitements

par balnéation etek additifs alimentaires. Les pyréthroides, le peroxyde d'hydrogéne et les
organophosphorés sont ou ont été administrésdpa techniques de bain, tandis que les

avermectines sont administrées comme additifs dans les alimen{sgmculture

3DUPL FHV SURGXLWYVY WKpUDSHXWLTXHYVY XQ pWDW GHV OLI
2017, signale que 67 antibiotiquent été utilisés dan$l des15 grands pays producteurs
aguacoles mondiaux entB908 and 2018Parmi ces pays, dont le Vietnam, la Chine et le
%HQJODGHVK Ra@yretradydidé)s\splpbadibizinesd 1§ florfenicol (Lulijwa

et al., 2019)Parmi ces 67 antibiotiques, 14 ont été détecté a des niveaux excédant les limites
réglementairegparmilesquels les sulfamides étaient étetde liste avec 4% des composés

reportés, suivis par les quinolones reportées a 36 %.

Certains antimicrobiengels que le chloramphénicol, le vett malachite (MG) et les
nitrofuranesgar exemple, la furazolidone,flaraltadone, la nitrofurazone et la nitrofurantoine)

ont été interdits dans les pratiques d'aquaculture pour des raisons deé siesualimentd.a
UpJOHPHQWDWLRQ VXU 0* HW FHUWDLQV DXWUHV FRORUD
abordée dans lgaragraph@.1.
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a /D SUpVHQFH GH UpVLGXV GDQV OHV SURGXLWYV GYDT)>

Ainsi, les déreglements liés aux conditiomstensives G { p O HY Duisé¢nt Qe
inévitablemenaux maladies, bieroavent traittesdD X GpWULPHQW GIXQHaHLOOH X
OTHP&SQROQ DUVHQEDO GH SURGXLWYV FKLPLTXHV jL¥LVpH WK
contaminanthimiquesprésentdans les élevagesmtenionnellement ou non, peuvent étre
métabolisépuisexcrétéesS D U O T IBQdnPadf3 potentiellemedétecablesades niveaux

résiduels GDQV OTHQYLUR Q QuHaRdQUEs DanX [@ FpRis3ddes résidus qui

resteraient présents dans la chair da#sgpn, peuvent poser des problenmsur le
consommateur de cette denrée alimentsiites limites réglementaires établies pour le résidu

de la substance chimique en question ne sont pas respectées.

La bioaccumulatiorde résidusde contaminantseprésent@&on seulement un risque potentiel

SRXU OD VDQWp SXEOLTXH PDLV DXVVL SRXEneffeptett¢ OLEUH
bioaccumulation peut devenir toxigdans le€levages et aux alentoysur les poissondes

bivalves, les crust@s etles mollusques, ainsi que pour certaines plarbes plus, les
contaminations peuvent étre liées, non seulement aux traitements intentionnels, mais aussi a

O 1 X V@&iinkents commerciauxpour animauxdont lesingrédientspeuvent contenir &b

résidis de métaments vétérinaires,ed poluants organiques persistants, des pesticides, ou
encore des métayxnercure, plomb, cadmium, chromexavalant, arsenic et sélénium). Les
WHQHXUV HQ UpVLGXV PpGLFDPHQWHX[ HW H@Qctéehir@WDPLQI
controlée par les réglementations mondiales et européennes afin de définir les concentrations
maximalesacceptablede cessubstances damhss produitsalimentaires (poissons, coquillages,
FUXVWDFpV SURYHQDQW GHJONimeRIDZFXE) W XUH RX GH OD Sr

1.3 Les résidus de colorants

Les colorantsV RQW SUpVHQWY GHSXLV OD QXLW GHV WHPSV GDC
VHUYL FRPPH PR\HQ GH FRPPXQLFDWLRQ GYLGHQWLILFDW
rupestres et le maquillage. Puis lauleur a pris place progressivement pour teindre les
vétements, les voitures, les jougtsour colorer les bonbons, les fleurs, puis finalement les
DOLPHQWYVY GH WRXV OHV MRXUV ,0V VRQW GHYHQXV RPQL
cosmétigueOH WH[{WLOH HW GDQV OYDJURDOLPHQWDLUH 3HQG

certains colorants ont été découverts comme ayant des propriétés thérapeutiques.
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1.3.1 Présentation des principales familles de colorants

Parmi les colorantpossédant une twité pharmacologiquédes plus

fréiquemment utiliséen aquaculturappartiennent a la famille des
triaryiméthanes (TAMs), aux  propriétés  antifongiques,
antiparasitaires, ou antimicrobiennesO H[LVWH G{BakwtWUHYV ID

certainepropriétéghérapeuguessontcommunes auTAMs tels que

lesxanthenedgesphénothiazines é¢ésphénoxazines. De plus, il existe des produits dédeés

TAMs, tels que les colorants dda famille des victoria. En dehors de leurs propriétés
antimicrobiennes, certains coémts peuvenprésenterG D Xavadteggs & fHVW OH FDV (
dérivés pknylazofjlues TXL SHUPHWWHQW Of9YLQWhi@Mllede Etste RQ GH
SURGXLWY DOLPHQWDLUHY .FKDLU GHV SRLVVRQV °XIV «

La plupart degolorantsabordés daneettethesefont partie du rapport scientifique publié par
OT()6IPLVDQW OfREMHW GIXQH pY BraichBrWhréh@rceviRitLdttRORJL T
dispositif de surveillance actud L LO VDY q(ERSAqt BlH Q0¥ TaBeatttoup deeas

colorants sont encore méconnusut du moins en ce qui concerteur utilisation en
aquaculturells ont été évaluésSDU O 1 () 6-& |1uxtaxiQit afin G THQ P ke VisqueH U

pour la santé humainen cas G X V@ ®¥Hnaire IUDXGXOHX[ RX GYRFFXUUI
OYDOALPWQRRQ YLD OTHQYLURQé&avert deaxdpadhmiuste fitfaénsliesH

de composeés :

Les triarylmethanes (TAMs) : Les TAMs sont parmi les plus anciens colorants fabriqués

industriellement. lIs étaient initialement préparés par des métbédeavertes empiriquement.

La synthese du MG a été obtenue en 1877 par O. Fisher a partir du benzaldéhyde et de la
GLPpWK\ODQLOLQH SDU GHV SURFpGpV HQF®éssheXahd OLV pV
Mayer, 2000) Leur force de coloration et de lhaihce leur conférent en premiére intention des
applications industrielles variéeseintures du papier, de fibres de coco et de jutes, et autres
fibres a base de ligninefabrication des encres, coloration de détergents et de fertilisants,
teintures de wirs... ; ils peuvent étre utilisés également comagents de protection contre la
transmission de certaines maladies humaines par trans{isigbury, 1993)Le cristal violet

(CV) aussi appeléiglet de gntiane,HW O § p W(EW)Qonk &tR &aussMilisés pour marquer

la viande G f HP S UH L QW HRéyheGah ROE IS pbttént ainsi différents noms liés a

leurs propriétés, comme le victoria pure blue bo également appelé basic blugmeut flue

1 (Gessner and Mayer, 200Qeur deuxiemeD SSOLFDWLRQ HVW OLpH j OTLQG X
de leurs puissantes propriétés antiseptiques et antiparagifaistsr and Woodbury, 1936)
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Les TAMs se trouvent généralement sous leur forme cationique (At de nature trés
électrophile Ce sondes hydrocarbures composés de trois cycles phsmjiésentre eux par

untriple pontcarbonelLa présence de groupemelE K URPRSKRUHYVY HW G{XQH IRUW
électronique fait de ces molécules des colorants vifs contrairemens éoleues rédutes

incolores [euco-basel. Ces molécules sont solubles dans les solvants organiques tels que le
PPWKDQRO OH2+ RX OflEmit&ieddd d famite d&s&TAMsrient par

la substitution des groupements en position para des cycles be;rﬁniq

Figure 4). Les moléculesle cettefamille, étudiéedors de cette étuden particulier pour le

développement de méthodes analytiqaent leVert de Malachite (MG)le Vert Brillant (BG),
le Cristal Violet (CV) ainsi que IePararosaniline (PRRAt O T (WK\O YLROHW (9

Molécule R= 571 Formule Masse Log P
brute molaire
g/mol
MG Me H CstzsClNz 364.9 0.62
BG Et H CoHaaN20sS  482.6 3.13
CVv Me NMe> C25H30C|N3 408.0 0.98
EV Et NEtz GCsiHaeCINs 4921 4.7

PRRA H NHz  CioHi1sCIN3  323.8 -0.21

Figure 4 : Structure des TAMs

& Propriétés physicohimiques du MG Ce colorant cationique est constitué de

cristaux verts a éclat métalliguga formule brute et son poids moléculaire sont dgnn

Figure 4] MG est disponible sous différentes formes, principalement sous la forme

d'oxalate ou de chlorhydrate, dissousdans une solution nominale a ®0saus la forme d'un

mélange de salcétique etle chlorlydrate(Alderman, 1985)Sa couleur verte est indépendante

GH VD FRPELQDLVRQ DQLRQLTXH ph¥désvabiaiorscESRialseR X O TR [D
différents, les TAMgels queMG peuvent exister sous deux formes ioniglesel colorant et

le carbinolou pseudobase (également appblEse colorante ou base carb)ndh plupart des

réactions a I'équilibre ionique sont effectivement instantanées)esai®\Msappartiennent a

une gamme limitée de cations qui se combinent lentement avec degdomsytes de maniére

covalente pour produire une pseudobase non ionigdbert, 1958) souligne que les
pseudobases de tels colorants ont une liposolubilité bien supérieure a celle du cation et indique

que c'est probablement en tant que pseudobase gisnsg®netrent dans les cellules. Selon
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Goldacre epPhillips (Goldacre and Phillips, 1949p constantel'ionisation du MGdonne un
pKa de 6,90. A pH 4\IG est ionisé & 1086, a 50% a pH 6,9, & 2% apH 7,4 et a 0% apH
10,1.

Métabolites des TAMs : Un métabolite est défini comme étant un résgtable aprés

transformation biochimique de la molécule mére principalementepaétabolisme. & foie

joue un role prépondérant dans le métabolisme an8nbd métabolite est plus persistant dans

O TR U J DuglavhBlécule mérecomme dans les tissus du poisson par exemple, il peut alors
rwWUH FRQVLGpUp FRPPH XQ UpVLGX PDUTXHXU GILQWpUrw &
Les principales bidransformations des TAMs sont de nature oxgélductives. ke
métabolisme sera détaillé dans le sob@pitre ciaprés. Les principaux métabolites suivis
FRPPH UpVLGXV PDUTXHXUV GIXQ WUDLWHPHQWIeB®U OHV 7
formes réduites encore appelées leudmases Les leucobasesttudiés lors de notre projet

Figure 5) sontle Leuco Vert de Malachite (LMG])e Leuco Cristal Violet (LCV)et leLeuco

Vert Brillant (LBG).

Molécule R= 59 Formule Masse LogP
brute molaire
g/mol
LMG Me H CoHoeN2 3305 5.7
LBG Et H Co7HasN> 386.5 /
LCV Me NMe, C25H31N3 373.5 /

Figure 5 : Structure des métabolites réduits (leucdases) des TAMs

Les dérivés desTAMs: Les dérivés des TAME-igure 6) sontdes hydrocarbures composés

de 2 ou 3 cycles phényle & Q F\FOH QDSKW\OH LVVX GH,O0ddcUXEVWLW
structuretri arylnaphtylméthane De par leurs propriétés proches de celles des TAMs, ils sont
pJDOHPHQW XWLOLYVpVguepauvcddfeL @ @apiwvad dats fekdomadine de
OYLPSUHVVLRQ ,0V RQW pWp GpFULW GHSXLV WUgqV ORQJW
tres bons indicateurs colorés des réactions aBiddVLTXHV GH PrPH TXH G{DX'
comme la Pararosanilinet la Rhodamine KOrland and McClure, 1959) es moléales

étudiéedors de cette étude, en particulier pour le développement de méthodes analigues,
le Victoria Blue B (VBR) le Victoria Blue R (VBR)et le Victoria Pure Blue BO (VPBD

étudié égalment pour son meétabolisme chez le poisson
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Molécule R= 59 Formule Masse LogP

brute molaire

g/mol
VBB Me Ph  CsHsCINg 506.1 3.3
VBR Me Et CooH3.CIN3  458.0 2.1

VPBO Et Et  CsHaCINs 5141 4.1

Figure 6 : Structure des Victoria dérivés des TAMs

Les phénothiazines Les phénothiazinegFigure 7/ VRQW FRPSRVpV GI1XQ F\FO
comprenant un soufre et un azote, et de deux cycles benzértigtiesfamille comprend le

Methylene Blug(MB), son métabolite principalAfur B (AZB) et le New Methylene Blue

(NMB). MB et AZB ne differentque pa©O D VXEVWLWXW LR Qhy@mye@e SupWiK\OH S
azote tertiaire. Il a été démontré que le MBHXW FRQGXLUH | CBldpEdNatrb@ WLR Q C

subi une dénéthylation (Gessner and Mayer, 2000MB manifeste des propriétés

antiseptiques, et peut étre utilisé pour traiter les infections tmrasiet fongiquesl avait été
synthétisé&lées FRPPH FRORUD Q@M GLpQH SR & &ktid QS yuipds LH W
scientifiques ont rapidement découvert son potentiet @coloration en microscopi®B a

été le premier composé de ce type a étre administré a I'noarrite’'est avéré efficace dans le
traitement du paludism@z et al., 2011 Il a de ce faitété le premier colorameconnupour

son applicabilité thérapeutique.

Molécule R= 59 599 Formule Masse Log

brute molair P

eg/mol
MB H NMe: NMe, CigHisCINsS 319.9 0.75
AZB H NMe, NHMe C15H16(:|N38 305.8 35

NMB Me NHEt NHEt CigH22CIN:S 347.9 /

Figure 7 : Structure des Phénothiazines
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Rhodamines: Lesrhodaminegont partie Gufie famille de composéhimiques, les xanthenes,
constitués de deux cycles benzéniques rattguéweun cycle pyrand.a FAO et lalittérature
scientifique ont associes colorants xanthénique&la question de la coloration illégale du
saumon et de la pate de poisson et a ses évestaehséquences toxicologiqyeeyns et al.,

2014) Les rhodamineont despropriétés antimicrolennes similaires auXAMs et sont

fluorescentsNous avons étudié i@ Rhodamine 6GRHG) et laRhodamine ERHB) (Figure
Molécule Formule Masse LogP
brute molaire
g/mol
RH6G C2sH31CIN2Os  479.0 6.36
RHB Ca2sH31CIN2Os  479.0 1.95

Figure 8: Structure des Rhodamine (RH6G : a gauche,RHB : & droite)

Phénoxazines Leur structureconsiste en une oxazine fusionnée a deux cycles benzéniques.
lIs sontpeu résistants a la lumiérers utiliséss GDQV OJLQGXVWULH GX WH[WLC

teindre les fibres acryliqueke Nile blue A (NBA)

Figure 9' est utilisé pour la coloratioen

histologie Les dérivés diNile blue Aont été associés comrplotosensibilisants potentiels

dans la thérapie photodynamique des tumewaiggnes(Lin et al., 1991)

Molécule

NBA

Formule
brute

C20H20CIN:O

Masse Log
molaire P
g/mol

353.8 3.3

Figure 9 : Structure du Nile blue A de la famille des Phénoxazines
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1.3.2 Efficacité et usagesiesTAMs en aquaculture

2XWUH OHXU DSSOLFDWLRQ SULQFLSDOH GDQV OfLQGXVWU
TAMs, et essentiellemeMG, ont été utilisé mondialemenen aquaculture pour le traitemt

GHV LQIHFWLRQV SDUDVLWDLUHYVY HW IRQJLTXHYV FKH] OH St
SLVFLFXOWXUH D GYDERUG pWp UHSR (FoseHard @oodburg DU )RV
1936) /HXU PRGH GYDFWLRQ D pWp UH ErR Rupisvdrde actioki {W  HW
antimicrobienngChurchman and Herz, 1913)eur activité est maximale contre les bactéries

a Gram positif mais plusréduite contre les bactéries a Gram négatif, les bactéries- acido

résistantes et les spores bactériennes.

Des étidesin vivo sur le rat ont révélé que la puissante activité antimicrobieln®G

provenait de son interaction sur lestéyses NAD/NADH et FAD/FADH, ehgissait donc

comme un poison des enzymes de la chaine respiratoire mitochoifdrexkls and Boiteux,

1968) Aussi lapopularittdu MG HVW OLpH j VRQ ODUJH VSHFWUH GYDFW|
énoncé précédemment, et a son efficacité dans la prévention et le traitement de certains types
de maladies du poisspoomparé aux autresubstances chimiquesdésposition(Alderman,

1985; Halme et al., 2007)

a Utilisation comme antifongique

Les colorantsde structure DU\OPpWKDQH RQW XQ ODUJH VSHFWUH
(Alderman, 1982) HW G DL G'esH xvEr¥ éb¢ le fongicide le plus efficace parmi

49 composés testés contre un champignon oomy&zmpbell et al., 2001)ll prévient
efficacementa prolifération decechampignorsur les poissons et leufsX IV j OD IRLV FRPF
thérapie posinfection eten prophylaxie Cesoomycetes des eucaryotesldmenteux sont
responsables de taaladie «saprolégniose (Saprolegnia spp.FKH] OHV SRLVVRQV GTH
HW O H XRigure 20} 8tpeuvent provoquec 1D XWUHV L QuekFekét IBSZNIsiaRaE3d J L
marins La saprolgnose a également été efficacement controlée pach@ lesauma, le

poissonchat et la truite aren-ciel (Srivastava et al., 2004)es effets du formol, dMG et de

divers mélanges des deswbstancesainsi que ceux de différentes duréedbdméation sur la
croissance et la survie des souches de ces champignons ont été etudiés en détail par Olah et
Farkag(Olah and Farkas, 197.8)
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Figure 10: La « mycose du poisson » décime les truites de la Touvi®ource: Par charentelibre.fr,
publié le 26 mars 2018

a Utilisation comme antiparasitaire

'DQV OHV DQQpHV 0* D GIDERL

comme antiseptique contre lparasites internes et

externegWu et al., 2007)Puis dans les années 1960
MG s'est avére le traitgent le plus efficace contre les
ectoparasites a protozoaires, en particulier
Ichthyophthirius multifilis engendrant la maladie
des points blancsu White spot disease. La maladie

des points blancs surviesiissi bierchez les poissons

sauvageqjue chezles poissons d'élevag*figure
.EIIeaG‘ﬂLPSRUWDQWHV FRQVPTXHQF!

Figure 11: Le cycle de vie d'Ichthyophthirius multifilis. /HV GLIIpUHQWY VWDGHV GX SDUL
O veh@sement dd'épithélium de son héte. Sous la ligne pointillée se trouve le stade de la vie libre; au

dessude stade parasite Source: (Wei et al, 2013)

En effet, sans traitement prévengfle peut entrainer une mortalité élevée chez les poissons
juvéniles et adultecomme par exemple au Pérou avec la perte de 18 millions de poissons en
1988 dans le Lac TiticaqaVurtsbaugh and Tapia, 198&a maladie des points blancs avait

été signalée pour la premiere fois dans une ferme piscicole finlandams#éicaudes années

1970, tuant plus de g0 saumons en 197Rintamé&kiKinnunen et al., 2005)

MG est également efficacgur une autre maladiappeléemaladie rénale proliférative des
salmonidéset causée par un parasite myxozeale la famille des ¢daires(Clifton &adley
and Alderman, 1987; Hedrick et al., 1993)
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& MG surtout administré par balnéation

La plupart du temps, les traitements sont réalisés par balnéation dans des cuves ou bassins avec
des durées curatives plus ou moins longdesquelques heures aeajques joursgt des doses
variablesGH O YR U G UAtle®ndn,S1898%)La|Figure 122 UHSUpVHQWH XQ WUDLW
EDVVLQ GIDTXDFXOWXUH DX 0* (Q 5pSXEOLTXH WFKqgTXH
traiter kes cas impliquardertains parasiteschthyobodo necator, Trichodina sp., Trichodinella

sp., Chilodonella sp. et Ichthyophthirius multifjis HW OHV FDV GYLQIHFWLRQV IF
GX SRLVVRQ HW GHYV °XI&eGMGSi une\teuQe mdde a Edale@ent été
recommandé comme traitement de la flavobactériose des branchies chez les salmonidés
(Sudova et al., 2007)

Dans de rares cas, MG peut étre administré aux poissmihsur alimentationPar exemple,
MG a également été utilisé comnom§icideadministré dank farine de poisson et sa présence

danscertainsalimentscommercialisépourlespoissons a été démontrée (Conti et al., 2015).

Figure1l2 7UDLWHPHQW GI1XQ EDVVLQ GTDTXD F X8ovnsxnorts SoMrde* FAU, HQOqYHPI

http://www.fao.org/fishery/photolibrary/home/en/

a 3HX GIpWXGHV VXU OHV SURSULpWpV WKpUDSHXWLTX

/ITHIILFDFLWp W kKspauDeS HDAMEGL & Xeté asddz peu étudiees propriétés
thérapeutigue GIXQ SDQHO RMWRODRUDPYWIXpHYV SDU $OGHUPDQ
développa des tesis vitro DILQ GH WHVWHU OfHIILFDFLWp GH VXEVWL
champignons parasis des poisson@lderman, 1982) Cesétucesin vitro ont porté sur les

effets de 11 TAMs ainsi que de quelques awtoesposs8 aux propriétés antifongiqugsi ont

été appliqués a des cultures &aprolegnia parasiticaParmi les 40 composés étudiés, le
thimérosal, composé contenant du mercai@si queles colorants MG, CV et BG, la
monophénylrosaniline (Dahlia) et le vert iosk sont avérdgs plus efficaced.e tableau ci
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dessougTableau 2) représente le % ILQKLELWLRQ GX SDUDVLWH HQ FRC(

concentrations des colorants inclus dans cette these. RHB et le Victoria blue 4R présentent un

effet a 10ppm, alors que EV commence a étre efficace a partir de 1 ppm. CV, BG et MG

agissent déja efficaceamt & 1 ppm.

Tableau 2 : Effets antifongiques decolorants étudiés par le protocole 1V. Source: (Alderman, 1982)

Colorant Croissance en % par rapport au controle
A1l ppm A 10 ppm A 100 ppm
Rhodamine B (RHB) 100 16 0
Victoria blue 4R? 100 7 0
Ethyl violet (EV)? 21 0 0
Crystal violet (CV{) 0 0
Brilliant green (BGY 0 0
Malachite green (MG 0 0

oxalaté?

(1) S URWRFROH /I TRUJDQLVPH VpOHFWLRQQpP pMWsDLW 6DS
GILOQKLELWVYRZLWIXUH® LQRFXOpV VXU GHV paddamtXHV G|
24h.

(2) Colorants Arylméthanes

Dans une étude plus récef@ros et al., 2002)'activité fongicide de 10 colorante formule

«triaryl » et de six composés de référeratifongiquea été @étaminée sur 36 souches
IRQJLTXHV /TREMHFWLI GH OfpWXGH pWDLW GYH[DPLQHU O
VRQW UHMHWpPV GDQV OfHQYLURQQHPHQW HW OHXU SRVV
matrice de données a été évaluée sfpant par analyse en composantes princigAle®) et

par techniqueale cartographie spectralees propriétésantifongiques du MG, du ¢/, du BG

ont notammenété évalués.A partir deces données| a été déduitiue les colorantgtriaryl »

présentent umactivité antifongiqueomparable ou supérieure a celle des étalons antifongiques

de référence par conséquent, ils peuvent étre considérés comme des polluants

environnementaux lorsqu'ils sont accumulés dans les eaux souterralarsi@sol.

Y ,0 QMMWH SDV GH GRQQpPHVY FRQQXHV GIXVDJHV HQ DTXDI
HQFRUH PRLQV GYLQGLFDWLRQV WKpUDSHXWLTXHV GH EDOC(
FRORUDQWY GDQV OHV SRLVVRQV SURXYH amefdi@n VRQW
utilisation reste trés en marge de celle du MG. Dans le prochain chapitre, nous allons aborder

OH GHYHQLU GH FHVY VXEVWDQFHY GDQV OTRUJDQLVPH HQ
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1.3.3

Métabolisme et Toxicité desTAMs

1.3.3.1 Métabolisme

LesétudesADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, ExcrétioN) Y L Q Wital devexiH

du médicamenGDQV OfRWIPHONXPBTIDXWUHY FRPSRVpV H[WpULHX
appelésxénobiotiques. / THQVHPEOH GH VHV SDUDPgWU kX(ci,84 YD FRC
YLWHVVH GfpOLPLQDWLRQ HW VRQ SURILO PpWDEROLTXH

¥4

Ya

Y

a Definitions des parametres ADME

Absorption: L'absorption est le processus par lequel les molécules médicamenteuses
accedent a la circulation sanguine depuis le site d'administration doamédit. La

vitesse de ce processus (le taux d'absorption du médicament) et son exhaustivité (le
degré d'absorption du médicament) dépendent de la voie d'administration. L'absorption
est la résultante de deux phénomenes: la résorption (passage membetlesrelfets

de premier passage (biotransformation métabolique survenant entre lI'administration et
la distribution générale). L'absorption est souventincomplete aprés administration orale

PpGLFDPHQWY GpQDWXUpV SDU O 91D FaGekenddey VAU L T X H

proportion d'une dose qui atteint la circulation systémique indemne est connue comme

la biodisponibilité du médicament.

Distribution: La distribution est le processus par lequel les médicaments se déplacent
dans le corps. Aprés étrete¥es dans le sang, les molécules médicamenteuses doivent
traverser les parois capillaires pour pénétrer dans les tissus, atteindre les membranes

cellulaires et pénétrer dans les cellules.

Métabolisme Le métabolism&fFigure 13) est le processus par lequel les médicaments

sont modifiés chimiquement d'une forme liposoluble appropriée pour I'absorption et la
distribution a une forme plus soluble dans I'eau qui convient a I'excrétion. Le processus
élimine efficacemenie médicament parent. Le métabolisme des médicaments se

déroule en deux phases:

- La Phase | dite de fonctionnalisatignau cours de laquelle les molécules du
médicament sont modifiées chimiquement (par oxydation, réduction ou hydrolyse) pour

les rendreadaptées aux réactions de phase Il ou a l'excrétion. L'oxydation est de loin la
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forme la plus courante de réaction de phase | et implique principalement des membres
de la famille des enzymes du cytochrome P450 (CYP450), localisées a la surface du

réticulum endoplasmique lisse des cellules hépatiques. Les métabolites produits sont

plus hydrophiles que le composé d'origine et peuvent étre rejetés par les transporteurs
(par exemple la glycoprotéine P), ou encore biotransformés par les enzymes de phase
Il.

- La Phase I, dite de conjugaisorpendant laquelle des molécules de métabolite de
phase | (ou, dans certains cas, de médicament inchangé) se combinent avec un substrat
endogéne pour former un conjugué inactif qui est beaucoup plus soluble dans I'eau que
le métabolite de phase Cette conjugaison favorise I'hydrophilie de la molécule puis

son excrétion via la bile et I'urine. Les réactions de phase Il comprennent la synthése
de glucuronides ou de sulfates, I'acétylation ou la méthylation et la conjugatsole av
glutathion(GSH) grace a des enzymes spécifiqgsitathionS-transférases ou GST,
UDPOIXFXURQRV\OWUDQV.IpUDVHYV RX 8*7«

Le taux de métabolisme des médicaments varie considérablement d'un individu a I'autre,
influencé par des facteurs génétiquegratironnementaux. C'est la principale raison

des différences interindividuelles dans la concentration plasmatique de certains
médicaments apres une dose standard, ce qui entraine une grande variation de la réponse

médicamenteuse.
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Figure 13 : Les différentes étapes du métabolisme des xénobiotigues
Source: [https://www.irsn.fr/ER/Larecherche/publications-documentation/aktis-lettre-|
dossiersthematiques/envirhom/xenobiotique/Pages/xenol.aspx#.XhCkCETLSTO

¥, Excrétion: Enfin, I'excrétionou phase Il du mébmlisme,est le processus par lequel
les médicaments et leurs métabolites sont éliminés du corps. lls pétrecakcrétés
par les fluideg(principalement l'urine et la bile), les solides (féces) ou les gaz (air

expiré).

Y Lors de cette étude, nonsussommes intéress@articuliérement 20  p W B&abolBie
afin de se focaliser sur les résidus marqueurs pour le contréle réglementaire, et donc au devenir

et a la persistance des colorants et de leurs métabolites.

a Découverte de LMGn vivo

Les princpales réactions de biotransformation subies par MG sont de nature réductrice et
oxydative.La plupart des résidus dMG dans les tissus des poissons se trouvent sous forme
réduitede LMG, stock@ dans les tissus et excréténtementCe métabolite est con et donc
XWLOLVp GHSXLV SO X VdohxdJnvar@uejipbud eobte @ §tidsatiQrpileyale

du MG (Srivastava et al., 2004; Arroyo et al., 2009 LQWpUrwW SRXU FH OHXFR
démarré par des observatiansvivo dans les années 8Boe et Wilson (1983) ont pour la
premiéere fois signalé des résidusMié et LMG dans les tissus des poissdas.effet, MGest
immédiatement absorbé par les poissons et métaboliquementa@diMiG, un composéon

polaire et incolore, quiersiste dans ldssus(Poe and Wilson, 1983)
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@ Les conditions expérimentales modifient le métabolisme du MG

La persistance des résidus de MG et LMG dans le poisson dépend de I'espece et de la taille du
poisson, de la concentratioat de la durée d'exposition aMG et des conditions
environnementales, notamment la température et ledpHbassin aquacole DQV O fpWXGH
GI1$0OGHUPD pddlgy che2 lathR@QH Y DXWHXUV RQW pWXGLp OTLQIO:
j f& HW f& VXU O1DEVR HWNMDDDN dD MGCGLeVOW d Ete Xix€ L R Q
précisément lors de cette étude a 7.6 afin que MG soit converti en forme carbif6lap8&s

un équilibre réalisé pendant 15 h en solution et avant démarrage du traitement. Des temps de
demivie (2B de 0.62 jours (&) et 14.5 jours (16°C) ont été respectivement estimés
FRQFHUQDQW OfpOLPLQDWLRQ GX 0* GDQV OH VpUXP GH W
40 min. Dans les tissus, comme le muscle, lesdémiHY GH GLVWULEXWLRQ HW C
plus longues aac la température de 16{8lderman and Cliftorédadley, 1993)

a LMG se stocke dans les tissus, les organes foie et rein plus exposés

LMG est gén&alement reconnen tant que principal métabolite G et celadansdivers
tissusanimaux(Roybal et al., 1995; Plakas et al., 1996¢st principalemenstocké dans le
seérum, le foie, les reins, les muscles, la peau et les viscéres devdiv@losésy comprischez

les poissongClifton #ééadley and Alderman, 1987; Alderman and Cliftdadley, 1993;
Machova et al., 1996lakas et alPlakas et al., 199®nt déterminé les concentrations en MG
dans la bile et 8 différents tissus chez le poisdwt aprés une exposition en balnéation

radiomarquée atfC-MG (0.8 mg/L pendart h).Les concentrations maximales atteintes dans

les tissus sont présentées ddegTableau 3| mettant en évidence une prédominance
UHVSHFWLYHPHQW GDQV OD ELOH OH IRLH OD JUDLVVH F
également le résidu marqueur chez le poisson a un stade préabdesttpement, pour les

°XIV HW OHV DOHYLQV HW GRQF OTfREMHW GH GpYHORSSHPI
biologiquegAllen et al., 1994)
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Tableau 3: Concentrations maximales atteintes de résidus radioactifs dandifférents fluides ettissus
biologiques Source: (Plakas et al., 1996).

Tissus Concentration maximale atteinte Temps atteint pour la
(mg équivalent MG/kg ou/L) concentration maximale (h)

Bile 101+41.2 24

Foie 33.4+7.45 0

Graisse 30.3+£6.39 168
Hautreins 24.6+4.86 0

Bas reins 22.0+5.38 0

Rate 10.9+2.49 0

Plasma 6.36+1.51 0

Peau 3.99+0.68 0

Muscle 3.18%£0.72 0

a Une absorption rapide et un stockage long de LMG

Le rble joué par kbranchies dans I'absorptionMG et I'ampleur de la conversiau MG en

LMG indiquent que la réduction pourrait égaksm se produire non seulement par voie
métabolique, mais aussi directement dans les tissus par-cdgdction spontanée selon les
conditions physicoF KLPLTXHYV '@ DO oW X UR\E V H 8, fe LMGhéGlyokisd V H P
dans le muscle du poisson pouvait se réoxyder en MG lorsque le muscle du poisson était congelé
(Poe and Wilson, 1983)

Chez les poissons traités, MG est rapidement élinsiigdU OIDQLPDO WDQGLV TXH /
la forme prédominantéans les tissus o sommé®u il peut s'accumuler et persister longtemps

en raisorde sortaux d'excrétion tres lerin effet, la lipophilicité dLMG augmente sotemps

de résidence dans les tissus adipeld.QV OTpWXGH GH 30ODNDYY5)KHWIleD O 301
poissonchat décrite dans le paragraphe précédestrésidusiu MG se sont biaccumulés

dans les tissusa des concentrations plus élevées gadle du bain d'exposition.Les

concentrations moyennes en MG et LMG dans le muscle indiquéeg-sguia 14ici-dessous

sont révélatrices.

Immédiatement apres I'exposition, la concentration de résidus de LMGIlé&gariement
supérieure a celle dMG dans le muscle. Aprés 14 jours, M@eignaitla limite de détetion
de la méthodealors que les concentrations EMG dans le muscle étaieptus de 40 fois

supérieured.MG était encore quantifiable dans le muscle 42 jours plus tard.
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Figure 14: Concentrations moyennes dans le muscle geissornchat en MG (MG-C) et LMG (MG -L) aprés
H[SRVLWLRQ GDQV OTHDX DX 0%SourceP (Plakas @D, Q¥96).K

-LDQJ HW DO -LDQJ HW DO RQW PRQWUpP XQ HIIHW VL
0* HW OfpOLPL®RDUWLRQVOIH@GH XGCHQW DX KN THN\DW \SRARIBXILRVH G.
O TH[ S R VdudldsR@céhthabins en MG dans les branchiestdss espéces de poissons
GTHDX 6.pekkehsis, C. auratus, O. argust toutesatteint un maximum pendant les
20pUHPLQUHV PLQXWHYV G TMG peddant@ArRrg).es céhdentr@tidns de MG

GDQV OH VDQJ RQW pJDOHPHQW DWWHLQW XQ PDRLPXP DX
concefration maximale d LMG a été atteinte entre 2h et 4h. Apres cette péritate
concentrations de MG et LM@nt rapidementchutédans le sanddessous 0.15 pg/mL)
Pourtantés niveauxie concentration de MG et LMG dans le musgtééent tajours supérieurs

a 0,002 mg/kga 240 h et pouvaient persister pendantjdr's au maximumavec une
concentration en LMG supérieure a celle de MG et dépendante de la teneur en lipides des tissus.

Il a été déduit que la plupart du MG a été rapidement corerettMG chez le poissQmpérant

une dépuration lentdans les tissus adipeux, la pedles gonades.

/THITHW GX WHPSV G{H[SR \Bajdt & Bajo epaV, R0GljpRIKr€cArritens D U
par une étude d'absorption, d'accumulation egpeiration dans le muscle et la peau de la truite
arcenciel et de la carpe. La truite agn-ciel a été exposée a 1 rhgle MG pendant 1 ou 3 h

ou a 1,5 md/ pendant 1 h. L'augmentation de la dose n'a pas eu d'incidence significative sur
les niveaux de résidus chez la truite-aneciel (0,45 et 0,53 mg de M&g dandes groupes 1

et 1,5 mgL, respectivement); cependant, la durée d'exposition a eu une influence majeure.
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La truite areentciel exposée trois fois plus longtemps coated,5 fois plus de MG (2,1 migg)

et deux fois plus de LMG (6,0 nmkg) un jour apres l'exposition par rapporaarlite traitéeen
balnéation d'une heure (0,45 mg de Mgt 2,8 mg de LMG/Kkg). La concentration de LMG

chez la truite exposée a 1 mg de MG/L pendant 3 h a continué d'augmenter aprés la suppression
du traitement, atteignant jusqu'a 9,7 mg de LMG/kg sagréours. Le niveau de MG chez la

truite areen-ciel a diminué rapidement et, un jour apres le traitement, enviréadigtotal des

résidus se trouvait sous leufiyme. La déplétion de LM@ ensuite été environ trois fois plus

longue pour le groupe exp® pendant 3h comparé au groupe exposé une heure.
@ Quelques études réalisénsyitro : métabolisme chez les champignons

Les systémesn vitro permettant de déterminer les principaux meétabolites de colorants
pharmacologiqguement actifs ont @&uutilisés. Les réactions métaboliques avec les enzymes

GH FKDPSLJQRQV RQW WRXWHIRLV pWp REVHUYpHV LO
biodégradation du CV ainsi que plusieurs autres TAMs, tels que PRRRAIge de crésole

bleu de broraphénol,EV, MG, et BG,a été mise en évidenpar le systemenzymatiquele

la lignine du champignonPhanerochaete chrysosporiu(Bumpus and Brock, 1988) a
GLVSDULWLRQ GX &9 D HQJHQGUp OYDSSDULWLRQ GH PpW
systeme de dégradation, contendes peroxydases, se met en place sous certaines conditions

comme un apport en azote excessif ou un manque de nutriments.

La réductiond'oxydoréductionpremiére réaction métabolique bien connue T&bls, a par
exemple été observée sous la forme d'unedrsformationn vitro formant du leuceMG dans
le champignorCunninghamellalegangCha et al., 2001Bien queces étudeaient sgnalé le
métabolisme fongique des TAMs, letgduction par la microflore intestinale aussiété
démontrée pdes bactées commensales de mammiféres (rat, souris, singe, hof8mgh et
al., 1994; Henderson et al., 1997)

Plus récemmentes soudractions de foie dé&uite arecenciel RQW SHUP L s@ffesY DO XH U
in vitro de MG et LMG sur certags enzymes meétabolisarles médicaments (DMEgt
QRWDPPHQW OfLPSO LréshitatdoR QUgGEX@ e MG peélivkait étre un substrat

GX &<3 $ HW pYHQW XH 0450 PAHQ Tralb fIPVGEHIPR @Wp MXVTXTj S
dans les cultures du champign@anninghamellalegans 0* VI{HV W Dsuplé quabtid U

de GSHforméin vitro en formant des adduits. Il agit généraleméh@Q@ WDQW TXJLQKLEL)
DME defoie de truite, notamment EROD et G&Nebbia et al., 2017)
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a'I{DXWUHV PpWDEROLWHYV LGHQWLILpVY GH 0*

Comme QR XV OTDYRQV agaphé pr€pdent) tert&nes) études vitro ont permis
GYLGHQWLILHU SUpOLPLQDLUHPHQW OHV PpWDEROLWHV

réduction, comme des composeés déméthyllésdétetion de métabolitebl-démeéthylé et N

s

oxydésde MG etde LMG, incluant une arylamine primairdans les filets de poissonbats

traitésau MG, a confirméla présence d'une voie de biotransformation similaire chez les
poissongDoerge et al., 1998Lhez les mammiferes égalemers Etudes vivo (Culp et al.,

1999) ont montré que la voie oxydativde MG ou LMG impliquait principalement la N
déméthylation séquentielle du colorant pour obtenir des dérives-madRotri et tétra
déméthylés(Figure 15). /HV UpVXOWDWYV RQW pJDOHPHQW VXJJpUp

primaires et secondaires impliqguées dans certains mécanismes génotoxiques.

En ce qui concerne le métabolisme de phase I, les données disponibles indiquent que MG subit
une excrétion biliaire¢ventuellement sous forme d'adduit au GSHILHQ TXH QYID\DQW S
identifiés analytiguement, les autres TAMs formeraient également des adduits au GSH montrés
par décoloration lors de différents ajouts de GSH et inhibant la GST (Debnam et al., 1993).

Figure 15: Voies métaboliques connues dWiG (muscle, foie; mammiferes, poissons)

a Un métabolisme similaire chez les autres TAMs

Les autresTAMs ont été beaucoup moins étudiés que M@&s quelques études disponibles
vont dans leVHQV GI1XQ PpWDEROLVPH WUgqV SURFKH HQWUH OH
&RPPH QRXV O fdbssiQl¥s néactibris de biotransformation ont permis de mettre a
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MRXU OfDSSDULWLR QdéngthyléR pstv DR CultésV dagcetes pour
7 triarylméthanes MG, CV, PRRA, rouge crésdbleu de bromophénol, EV, BBumpus and
Brock, 1988) /D IRUPDWLRQ GH FHV FRPSRVpV G pfapdaskét@esy QMD ¢

in vivo.

Par contre, les leuebases ont été recherché@svivo pour caractérigeles métabolites
marqueurs, notamment pour CV, BG, MB. LCV a été confirmé par de nhombreusesiretudes

vivo chez différentes especes de poisg@wwling et al., 2007; Lee et al., 2010; Chan et al.,

2012) Les données concemade métabolisme de BG sqpius limitées. Les résidus de BG et

LBG ont été identifiesdans des échantillons de truites traitées dans un bain de BG.
Immédiatement aprés |'expositiamiaain, les résidus de BGLBG étaient dans une proportion

€gale dans le muscle de truite. Deuxrkeswaprés I'exposition, la concentration de résidus de

LBG dans le muscléépassait dedeux tierscelle de résidus de B@HurtaudPessel et al.,

2011) Cependant, LBGs'oxyde facilement en BG, ce qui limites conditions physico

chimiques propres a stéiber ce composé et entraine I'absence de standard disponible dans le
commerceCelaOLPLWH OHV pWXGHY DQDO\WWLTXHYV SHUPHWWDQW
Dans une autre étudeBG n'a pas été identifidans des échantillons de saumon, de poisson

chat et de tilapia ayant été exposés a un bain a faible QW& DW L R Q J/ GH %* HV
était parfaitement identifiabSchneider and Andersen, 2015)

Ces étudesuggéerenue lecomposéparentBG seraitun résidu marqueur acceptable pour
détecter un traitement avec ce colordanhdis que les tests réglentaires pouMG et CV
doivent inclure la contribution des formes leuco, qui ont une plus grande stamligur forme
parentalest un temps de résidenpkislong dans le muscle du poisson.

Y Conclusion sur les métabolites des principaux triarylnmhanclus dans cette thése

Les métabolites du MG ont largement été caractérisés, bien que certaines données
complémentaires pourraient sembler nécessaires, comme une recherche plus approfondie de
métabolites de phase Il. Les ledoomes semblent domintes comme voie de
biotransformation pour les triarylméthanes et ont donc été définies comme résidus marqueurs,
VDXl SRXU %* 3DU FRQWUH OHV GpULYpV GH OD IDPLOOH

de caractérisation de leurs métabolites.
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1.3.3.2 Toxicité

LYpWXGIHH W RI[ IOF x&dgbicEJuE Sdibstance étrangééeun organisme, se décline en
différentes étapes que sont OfLGHQWLILFDWLRQ HW OD FDUDFWpULVD
doseréponse etO { p Y D @QxXri3gue. Briensemble de s¢sin vitro etin vivo permettent de
caractériser la toxicité d'un xénobiotique, de déon mode d'action, les @es cibles, et les

doses sans effetmcifs observables (NOAEL)

Nous avons vu dank paragraphe précédent que MG surtout et cerfbiids, étaen

rapidement absoreéG D QV O 1R Wel D&dbdliBdit principalement en forme réduite
OHXFR HW ansbus Eette isran®dans les tissus de poisson pendant des semaines voire
GHV PRLV 8QH IRLV TXH OHV SDU DilPegtWhipbhtdantGl§ Rlife’vV RQW F
OYLPSDFW GH QRV FRORUDQWY GX SRLQW GH YXH WR[LFRO

/I TREMHW GH FHWWH SDUWLH VXU OD WR[LFLWp QYfHVW SDV
mais de fournir les éléments clés des effets t@dqie MG et LMG, et des TAMs, qui ont
contribués a la détermination des valeurs toxicologiques de référence a la base de la
UpJOHPHQWDWLRQ DFWXHOOH V|[Rabletfpesapitlld 65 etiedds) LD U\O P

les effets associés et les NOAELs dérivant de ces études pour MG et LMG.

a | a toxicité du MG et LMG

/ID '/ OD SOXV EDVVH GX 0* D pWp IL[pH | PJ NJ VXU OD E
aprés une exposition unique par gavé@&einmensen teal., 1984) ce qui conduit a une

FODVVLILFDWLRQ FRPPH WRI[LTXH HQ FDOLP AI12QAEBVWLRQ
(Commission Européenn2008) /HV SULQFLSDX[ HIIHWV FKH] OYDQLPD!

aigué sont une dilatation et une bgigmie intestiale.

$XFXQH pWXGH QfHVW GLVSRQLEOH SHUPHWWDQW GH GpWtEt
@ La toxicité a doses répétées

Les études disponibles sur la toxicité a despetées du M@ar voie orale indiquent quG
provogue une augmentation du poids du foie et desficattbns des parametres sanguins chez
OH UDW HW OD VRXULV DSUQgYCulp emMat X1999) g HNCRELV deW LR Q R

9,4 mg/kg p.c/j peut étre fixée sur la base de modifications hématologiques observées chez les

rats femelles a 94 mg/kg p.¢fjableau 4).
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Le LMG induit également une augmentation du poids du foie et une modification des
parametres sanguins chez le rat male aprés une exposition de 28 jours dans la r{Qudpture
et al., 1999; Culp, 2004 outefois, aucune NOAEL du LMG ne peut étre fixée sur la base de

cette étude.
a La toxicité pour le développement et la reproduction

0* D PRQWUp LQGXLUH XQH WR[LFLWp I°WDOH DSUQqV XQH HI
avec une diminution duUQRPEUH GH I1°WXV YLYDQWV HW XQH DXJP
squelettigues ol UYpHYV j WRXWHYV OHV GRVHV F{HVave ixReX UTXRL
(Meyer and Jorgenson, 1983)

/10* LQGXLW XQH WR[LFLWp PDWHUQ Hm2Weéy fehwlleapDubeH FKH ]
exposition entre les jours 6 et 18 de gestation. Une augmentation des anomalies squelettiques
FKH] OHV I°WXV DSSDUDLW pJDOHPHQW 8QH 12%(/ GH PJ

cette étude.
@ La cancérogenese

Le potentiel cancérogénexd 0* D pWp pYDOXpH GDQV GHX[ pWXGHV FKH
$XFXQ HIITHW FDQFpURJgQH GX 0* QYD pWp PLVY HQ pYLGHQFH
DSUQV XQH H[SRVLWLRQ YLD OfDOLPHQW H®up,RMASEUP GD QW
etal., 2006)

&KH] OH UDW XQH IDLEOH DXJPHQWDWLRQ GH OTLQFLGHQF
des carcinomes de la glande mammaire ont été observées. Méme si ces effets ont été considérés
comme faiblement pertinent pour classer MG comme os@pEancérogene, le potentiel
génotoxiquen vitro etin vivo GX 0* D FRQGXLW Of()6$ j OH SURSRVHU
(EFSA, 2016)

LMG a également montré des propriétés cancérogenes chez le rongeur, avec une augmentation
des adénomes et des carcinomesitugellulaires chez la souris aprés une exposition au LMG

via la nourriture pendant 2 afNTP, 2005; Culp et al., 2006Fuite a cette étude, il a été
possible de définir une benchmark dose de 10% 0" F setdixe\MM dose qui induit une
augmentatiorde 10% des tumeurs, de 13,1 mg/kg p.clj.
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Tableau4 : Toxicité in vivode MG et LMG. Source : (EFSA, 2016)

Toxicité aigué

MG
Voie Especes DL50 Effets Référence
GYH[SRVL
Voie orale Rat Sprague | 520 ng/kg Depression, prostratior (Meyer and Jorgenson, 1983)
Gavage Dawley p.c coma, mort
Femelle
Rat Wistar 275 mg/kg Hyperhémie et atonie | (Cleinmensen et al., 1984)
p.c intestinale, dilatation

tractus intestinale.
Absence de
dismorphisme sexuelle

LMG : Aucunedonnéeglisponbles

Toxicité a doses repétéees

MG Espéces Traitement | Effets VTR Référence
Nourriture, O, Rats MetF | 28 jours Hyperactivité, 9,4 mg/kg p.c/j (Culp et al.,
0,9, 9,4 and Nourriture diminution du gain de | (modifications | 1999)
94,5mg/kg poids et de la hématologiques
p.clj consommation de rats femelles)
nourriture,
nlymphocytes
pneutiophiles
nurée plamatique
LMG
Nourriture, 0, | Rat male 28 jours pPoids corporel LOAEL (Culp et al.,
30, 60 and Fisher 344 pHématocrite, 30mg/kg p.c/j | 1999; Culp,
115 mg/kg p.clj neutrophiles 2004)
nPoids du foie
Toxicité pour le développement et la reproduction
MG
Gavage, 0, 5, | Lapines De J6 aJ18 nrésorptions LOAEL (Meyer and
10, 20 mg/kg | gestantes de gestation pl°WXV YLYDQ 5 mg/kg p.c/j Jorgenson,
p.clj New-Zealand nmnomalies 1983)
squelettiques
LMG
Gavage(, 10, | Femelles De J6 aJ15 nPerte implantation 10mg/kg p.c/j | (Wan et al.,
80, 160 my/kg | Sprague de gestation | pAnomalies 2011)
p.clj Dawley squelettiques
MG
Nourriture, 0, | Rat F344 2 ans Légere augmentation | BMDL g (NTP, 2005)
5, 15, 30 mg/kg des adénomes 13/mg p.clj
p.c/j( 6,17, 37 folliculaire de la
mg/kg p.c/j () thyroide et des
carcinomes de la gland
mammaires
LMG
Nourriture, 0, | Souris 2 ans nadénomes et des / (NTP, 2005;
13, 31, 63 B6C3F1 carcinomes Culp et al.,
mg/kg p.c/j hépatocelllaires 2006)
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a Génotoxicité du MG et du LMG

De nombreuses études vitro et in vivo ont été réalisées pour déterminer la capacité
génotoxique du MG. Alors que MG est considéré négatitro O R U V T X0TIni© atbtess
UpJOHPHQWDLUHY LO D PRQWUpP LQGXLUH GHWNess@d/e&t XUHV C
al., 1999)In vivo, MG a montré induire des micronoyaux dans la moelle osseuse chez la souris

HW j IRUPHU GHW 8a8sGeXdhia\¥ rat € febsoui@ulp et al., 1999)

/I fTHQVHPEOH GH FHV GRQQpHY D FRQGXLW anMiyé$ j SURSRVE

Le profit génotoxique du LMG est assez similaire, avec une induction des mutations géniques
observésn vivochezla R XULV HW OD IRUPDWLRQ GIDGGXLWYV j 01%$'1
&HV HITHWV RQW FRQGXLW Of()6% j FRQWLGpUHU /0* FRPPH

a Effets toxiques chez les poissons

Chez la truite arenciel, dHV DQRPDOLHV VLJQLILFDWLYHNs, GX Gp)
principalement des ruptures chromosomiques, ont été I&gmaprés une intoxication

prolongée au MGUn déclin marqué de la survie des embryons sursigte aune fertilisation

de 38 h apres une exposition prolongée a dedaloses de MQGL existe des preuved'un
UHWDUG | O promataslde @ cBldnesvirtébrale, de la téte, des nageoires et de la

queue chez les alevigslosdetruite areen-ciel (Meyer and Jorgenson, 1983)

MG agit également comme yoison enzymatique respiratoif@/erth and Boiteux, 1968t
provogue une détresse respiratoire chez la truiteermotel (Ross et al.,, 1985)Une
augmentation du taux de ventilation et du taux de respiraksntruites ont étébservés
probablement attribués un encrassement parti@rldes branchies, a la production de mucus

et a des lésions épithéliales
a OpFDQLVPH GYDFWGRQME@R[LTXH GH

En raison de sa structure en iminium, MG peut se comporter coscoepteur/donneur
Gafectrons conduisant a la formation d'especes radieslaxygénéegouvant affectecertains
processus cellulaires (par exemple la respiration mitochondriéde) effet, m cycle
d'oxydoréductionn vivo avec l'oxygene peut survenir, donbéeu a un stress oxydapér la
génération d'spéces réactives dkoxygene telles que le peroxyde d'hydrogéne, les

hydroperoxydes, les peroxydes d'alkyle et divers radicaux (hydroxyle, alkoxyle, hydroperoxyle
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et superoxyde)(Kovacic and Somanathan, 2014n tant que colorantriarylméthane
électrophile MG peut formedes adduits avec le GSH, les protéines et les nucléophiles liés aux
protéines, SRXYDQW pYHQW XHO OHP H Q d¢etivitd e yhiatiqQ¢Elder® ndQ KL E L W
Ozer, 2004; Tacal and Ozer, 200Bg plus, MG et LMG peuvesétre oxydéspar le CYR50,

produisant desmines primairest secondaii® etaromatiques, ces métabolites peuvent subir

une oxydation plus poussée, donnant ainsi lieu a des intermédiaires instdbHI@$1] et des

dérivés nitrosc (-NO). Ces métabolites d'ammearomatiques secondaire$ primaires

pourraient se lierj O7$'1l HW IRUPHUWard \ét BL.G XD WU ces effets
expliqueraient la capacité de MG et LMG a induire des tumeurs au niveau hépatique chez
OYDQLPDO

De plus, LMG a montré inhiber la thyroide peroxydamseitro, ce qui expliquerait les effets
REVHUYpV FKH] OTDQLPDO HW OHV FONMPL®GPHYV IROOLFXOD

Y Bilan de la toxicité de MG et LMG

I THQVHPEOH GH FHVY GRQQpHV PRQWUHQW TXH OH 0* HW O
proche. La bitransformation du MG en LMG ne modifie pas sa toxicité.

Le MG et son métabolite majoritaire, LMG, sont des composés génotoxiques, cancérogenes et
UHSURWR[LTXHV FKH] OTDQLPDO

Les effets potentiellement délétéeres du MG et du LMG pour la santé humaine et
environnementale ont conduit les autorités a interdire son utilisation en aquaculture et a définir

des niveaux de contaminations dans les aliments a ne pas dépasser.
@ Une toxicité moins étudiée mais qui semble similaire chez les autres TAMs

De méme que po les études ADME, les données existantes de la littérature ainsi que les
similarités entre structures nous laissent supposer des effets toxiques similaires pour les autres
TAMs.

Le Tableau 5résume les données de toxicité des TAMs disponibles dan&tatlire et les
données issues des analyses QSAR pour les propriétés génotoxiques et cancérogenes. De
maniere géeneérale, les TAMs présentent une toxicité aigué par voie orale assez importante avec

des DL100 ou 50 comprises entre 3 et 750 mg/kg en fordéisicomposes.
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/IfTHQVHPEOH GHV 7%0V RQW pWp FODVVpV FRP&HE3pQRWR]
disponibles, pour le VBRn particulier, soit en faisant une comparaison de structure en utilisant
OHV EDVHV GH GRQQpHV RXYHUWHWK & s fdeles RSAR$O O HV
disponiblefEFSAetal., 2017a) 'H PrPH OfHQVHPEOH GHV 7$0V QH SUpVI
chimiques & haut potentiel cancérogénesp€ndant leur propriétés génotoxiques en font des
composeés cancerogénessen. Ces donnéesontpePLV j O7()6$ GH GplILQLU GHV 7
Screening Value (TSV, valeside dépistage toxicologiqueendées sur des considérations

analytiques et toxicologiquepermettant de les classifier-gpres)

Tableau 5 : Données de tricité disponibles sur les TAMs et leurs dérivés permettant le calcul des TSV
respectives. Source : (EFSA et al., 2017a)

Colorants Toxicité  Toxicité Génotoxicité Cancérogenése Reprotoxicité TSV
aigué répétée (ug/kg
p-c/j)
Brilliant green DL 3mg/kg AD + * -k* AD 0,0025
(BG) pc, iv,
souris®
Crystal violet DL50 96 AD +* ¥k AD 0,0025
(CV) mg/kg pc,
V.0, souris
@
Ethyl violet (EV) DL 320 AD +* S AD 0,0025
mg/kg pc,
VO, souris
@3)
Pararosalinine  ND AD +* - Rat, IP® AD 0,0025
Victoria blue B ND AD AD AD AD -
(VBB)
Victoria blue R DL50750 AD +invivo®  ** AD 0,0025
(VBR) mg/kg, vo,
souris®
Victoria pure AD AD + * Sl AD 0,0025
blue bo (VPBO)
* Données4 6 $ 5 QIDSSDUWLHQW SDV j XQH FODYV \&He RK+ &oisdngetlg KDXW SRW

données, IV = intraveineuse, v.0 = voie orale

(1) (Anderson et al., 1934)

(2) (Brock and Erhardt, 1951)

(3) (Schafer Jr and Bowles Jr, 1985)

(4) (Ketkar and Mohr, 1982)
(5)|https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/VicteBhe-R#section=Toxicity
(6) (EFSA et al., 2017b)
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a /D UpFHQWH FODVVLILFDWLRQ GHVY FRORUDQWY SDU O

Nous avons vu que |85AMs présentent un risque de toxicité comme M®IG, ainsi quda

famille des \ictoriablue SDU H[HPSOH HW SHXYHQW VIDFFABXOHU GD(
O7()6%$ D GpOLYUp VHV RSLQLRQV VFLHQWLILTXHV GDQV XQ
liste de colorants. Il a été examir@ T LKV EYpWDEOLU XQH OLPLWH UQqJOHF
(Reference Point for Action) pour ces substances actives pharmacologiques non autorisées. La
notion de RPA sera détaillée dansclepitre 2.1 Dans ce rappoiEFSA et al., 2017aR2

colorants de differe HV FODVVHV IRQW OTREMHW GH FHWWH pYDOX

TSV selon un arbrdécisionnelFigure 16).

Figure 16: Arbre décisionnel pour assigner des TSV pour les sulmices non autorisées a activité
pharmacologique. Source: (EFSA, 2013b; EFSA et al., 2017a)

Parmi cette liste, 12olorantsou métabolite®nt été pluparticulieremenétudiés au cours de
cette these en étant intégréariedémarche de développement atighe. ,O V1D YPBO,GH
BG, LBG, VBB, CV, LCV, EV, MB, VBR, NBA, PRRA, RHG Pour chaque substance,

plusieurs questions relatives a la toxicité ont été examigded) O ()6 $
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Tableau6 4XHVWLRQV pYD O XpH\S\DdduQur® NspeiledcBl@rantsSs @ ¢k :7(EFSA et al.,
2017b)

Q1: La substance-telle un haut pouvoir carcinogeflie
Q2: La substance provoggeHOOH GH?0DOOHUJLH
Q3: La substance provogueelle de la dyscrasfe?
Q4: Y at-il une évidence dite de génotoxicité, ou un manque de preuve concerns
génotoxicite?
Q5: La substance agit intentionnellement sur le systéme nerveux ou le systeme rep
et ou/ estce un corticoid®
*Trouble de la coagulation sanguine

Les réponses associéeBldO()6$ RQW pWp IRUPXOpHYV HQ VIDSSX\DQW
dans la littérature. Sur les 12 colorants ou métabolites listdsssus, les questions Q1, Q2,

Q3, Q5 ont recues une réponse par la néggliableau 6). Seule une réponse positive a été
DSSRUWpH j OD TXHVWLRQ 4 HW FHOD SRXU WRXV OHV FRC
HW GH GRQQpHV VFLHQWLILTXHY VXU OD JpQRWR[LFLWp GH
TSV de Q0025 pg/kg pgoar jour a étéfixée pour cette derniere raisdDetteTSV est dérivée

du conceppragmatiquealeseuil de considération toxicologique ©hareshold of Toxicological

Concern (TC) développé par MunrgMunro et al.,, 2008) Il est considéré&ue pour les

compsés PQRWR[LTXHV VXVEFHWWRERIPY GHOVUE D OdnRiel QWD W L
—J NJ SF nd p@sTud s supplémentaire de cancérogenése.
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2 La surveillance des résidus de colorants
dans les denrées alimentaires

2.1 La réglementation internationale et européenne sur les
traitements par des colorants dans les élevages aquacoles

La LMR (Limite Maximale de Résidus)GfXQH VXEVWWEPHTRFEWQYPMpGLFDI
vétérinaire, correspondla teneur maximale de cette substance (et dans cert@ndecaes
PPWDEROLWHY OpJDOHPHQW DXWRULVpH GDQ@VMmAH& GHQUr
poisson &HV YDOHXUV GLIIQUHQW SRXU XQH PrPH VXEVWDQFH
ou le produit concerné (viande, graisse et peau, foleQe ODLW °Déahy le Pds HO
SRLVVRQ HOOH VYDSSOLTXH DX PXVFOH HW j ODL&HDX DV\
LMR sont baséesur lesDJA (Doses Journaliéres Admissibles) aprés évaluation des risques
OLpV j OTDOLPHQWDLANIIRES gaketdlednk estihiéelen divisant la N@BL
observeeeffect levelou Dose Sans Effet Observaldie)la substangear unfacteur de sécurité.

$X QLYHDX LQWHUQDWLRQDO FHV YDOHXUV VRQW pPLVHV
base de dnnées du Codex AlimentariyfAO-WHO, 2020) DILQ GTpQRQFHU GHV
G T HIIR UWsWrvdilldviceGad matiere de sécurité sanitaire des alimBigsa que des
recommandations soient émigesur harmoniser les limites maximales de résidus dans le
mondeentier, les LMR varient toujours d'un lieu géographique a un autre. En fait, les LMR

dans un produit animal particulier peuvent différer d'un pays a l'autre en fonction des
organismes de réglementation locaux en matiére de sécurité des aliments etédess sch
d'utilisation des médicaments, et la plupart des pays en développement doivent encore élaborer
leurs propres LMROkocha et al., 2018EnEurope, les LMR sont établies conformément au
Réglements (CE) N°470/20@2 N°37/2010 décrivant'utilisation avisée des substances
pharmacologiquement actives définissant lekMR de substances autoriséagles niveaux

de tolérance dans les aliments d'origine aninf@mmmission Européenn2009, 201Q)Les
médicaments vétérinairasitorisés sont listés dangébleau 1 du Réglement (CE) N°37/2010

(Commission Européenn2010)

Dans les payavanceésl'utilisation desnédicamenten aquagalture est hautement controlée. Il

HILVWH j OfTKHXUH DFWXHOOH SHX GH VXEVWDQF®bUW j XVDJI
XQH XWLOLVDWLRQ HQ DTXDFXOWXUH (Q HIIHW OHV pWX(
FRPSOH[HV | pWDEOLU FKH] OH SRLVVRQ SRXU OHV GpSRVDC(
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GHV /05 RQW pWp pWDEOLHV HQ 8QLRI&vagX avBcppHee@ple SR X U
une LMR a 100 ug/kg pour I'enrofloxacine et son métabolite la ciprofloxacine, a Kk par

le triméthoprime, a 1 000 pigg paur le florfénicolet son métabolite le florfénicol amine, a 100

ug/kg pour les sulfamides et pour legraéyclines(Lulijwa et al., 2019) Le Réglement (CE)
N°37/2010 identifieégalement neuf substances pharmacologiquement adtiteadites et
répertoriées dans soahbieau 2(chloramphénicol, chloroforme, chlorpromazine, colchicine,
dapsone, dimétridate, métronidazole, ronidazole et les nitrofnes, dont lgurazolidone),

pour lesquelles aucune LMR ne peut étre établie en raison des résidus de ces sujostances
quelgue limite que ce soit, constitue un danger pour la santé hufdastieo et al., 20).

En ce sensles coloraits ne sont pas inclus dans &bleau 2 des substances vétérinaires
LQWHUGLWHY FDU LOV QTRQW SDV pWp VRXPLV j pYDOXDWL
QIRQW GRQF MDPDLV pWp FRQVLGpUpV ésSRIR RohbéhtHalbrs/ X EV W L
VXV OH FRXS GI1XQH VXEVWDQFH FKLPLTXH FRQWDPLQDQW
SDU OT()6$ 3DU DLOOHXUV LO IDXW QRWHU TXYDXFXQ FROT
FRPPH DX QLYHDX L QW H UtidiefRrildD&s, coRroepddGHt MG iveD O
SHUPHW SDV GIDWWULEXHU XQH '-$ OD VXEVWDQFH HVW
TXHOOH FRQFHQWUDWLRQ SRXU OYKRPPH HW SDU FRQVpT
production animalePour MG/LMG, I ()6$% D FRQFOX TXIDXFXQH '-$ QH SRX"
FDXVH GX PDQTXH GH GRQQpHYVY FRQFHUQDQW OTHVWLPDWL
alimentaire(EFSA, 2016) & fHV W S R XobtEl¢ hterdit€s ©Hed/les animaux aquatiques
destits alaLPHQWDWLRQ GDQV O18QL R leg ovRremenQa@patiecAD LV D X'
(SantéCanada) et pda FDA auxEtatsUnis. Ainsi, l'utilisation commerciale dMG n'est pas

autorisée dans I'UE depuis 20QRall et al., 2008; Lopetutiérrez et al., 2013)Par
conséquentja «tolérance zéro® GRLW V{DSSOLTXHU SRXU OHV PpGLF
YpWpULQDLUHY LQWHUGLWYV G D Q¥ro®tdpréseniaRtQiKe_limite a2 D T X D
GpWHFWLRQ GH OTLQVWUXPHQW DQDO\WLTXH XWLOLVp SRX

En Europe, me limite de perfanance minimale requisd PMR F fa-tiveNa quantité

minimale d'un analyte dans un échantillon a détecter et a confiamété établie afin
GIKDUPRQLVHU OHV SHUIRUPDQFHY DQDO\WLTXdellessHV PpV
DXFXQH OLPLWH BtxbiieR (Chrmissiod Flropddhpe002a) La LPMR a été

IL[pH @/kg pourla détermination des résidus MG dans les produits d'aquacultyreur

la somme de MG et de LM@Gommission Européenn2004)(Figure 17). De plus, la FDA
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aux USAétablituQH VHQVLELOLWpP PLQLPDOH @Gdgdlemerdtaike$CeR XU OHV
and Miao, 201Q)

Afin d'établir une approche harmonisée pour le contréle des résidus de substances non
auorisées dans les denrées alimentaires d'origine animale importée® g Commission
Européenna adoptéd Décision 2005/34/CECommission Européenn2005) Cette décision

établit lesRPA (Reference Point for Actior) pour les résidus de substanpesir lesquelles

les valeurs de LPMR ont été établies com@&ment a la Bcision 2002/657/CECommission
Européenng2002a) Les RPA sont particulierement nécessaires lorsque des tests analytiques

sur les lots importés de produits d'origine animale coefirtta. présence de tels résidupair

engageles mesuresanitairesa prendre aprés cette confirmation. A la suite de cette décision
2005/34/CE les LPMR axées sur l'analyse et dérivées a l'origine pour I'harmonisation des
méthodes d'analysmt été agmilées auxRPA permettanainside vérifieranalytiquementa

conformité des produits importés de pays tiers avec la |égislation deAitE. O TDSSURFKH G
la LPMR dansOH FDV GH OD WROpUDQ sedlefnent RagesvVddiL e |im@ef RUL J |
analyique. /1()6$ D V R2nsutéddhmplété ce dispositif en introduisant une valeur
réglementaire RPA basée a la fois sur une limite analytique et sur une estimation du risque
basée sur la tasité des substances interditéEFSA, 2013a) Le chloramphagicol, les
QLWURIXUDQHV HW 0* RQW pWp pYDOXpV VSpPFLILTXHPHQW
UDSSRUWYV VFLHQWLILTBRX WG PAWDQLID GV BA G 1t WV GH
Panel2 D FRQFOX TXfLO pWDLW SHX SUREDEOH TR DX®H (HWDRWL
concentrations inférieures ou égales a une RPA de 2 ug/kg pouvait représenter un risque de
sant§ EFSA, 2016)De ce fait, cette RPA a été adoptée en 2016.

&HSHQGDQW HQ Of()6$ D UpYLVp VRQ DepBddiRFKH G
progressive proposée prend en compte des facteurs tels que la capacité analytique, le potentiel
toxigque et l'activité pharmacologique de la substance en quekgooconcept deTSV ou

« Toxicological Screening Value», est introduit afin de le coparer a la plus faible limite de

décision analytique CO YRLU FKDSLWUH S R XDJ(Kouiiddr St@IL P@MBY LR Q G X
Les substances actives pharmacologiguement sont alors classées dans des groupes selon leur
WR[LFLWp DYpUpH R Xatb@malPrBgrdl deHce@EL QIMRH[PPSOH GX 0* PR
TXH OfH[SRVLW bReRtinDEOW H 6 R @/ CBATECWAEID RDOFXO GH O1()6$ |
pg/kg pour une RPA a 2 pg/kg et se trouve donc étresaipgrieue a laTSV de 0,0025 uddg

pour le groupe.lCeciindique qu'il est nécessaire d'améliorer la sensibilit¢ de la méthode

analytique ou de réaliser une évaluation des risgpésifique a la substance MG/LMG
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&RPSWH WHQX GHV LQFHUW L Wa&é&$HarsL.re&cbh@nahids 1 ipHP\ CBLDRIU B ) ( C
SHQVLELOLWp GHV PpWKRGHY DQDO\WLTXHYV DILQ GH SHUPH
faibles possibledDans ce cadre, une nouvelle RPA a été prapa$e5 pg/kg pour MG/LMG

et actée dans le reglement (UE) 2019/182@mmission Européenn2019. Pour les autres
FRORUDQWY XQH 769 YLHQW GIrWUH SURSRVpAR32MIU OT()6$
document EFSA traitant de la classification des colorants selon leur toxicité. Powai,aéux

HVW SRVVLEOH TX{XQH 5 3 $triugeé urhivda@aapedhldécotdaxtde\c&te W D W
FODVVLILFDWLRQ HW VHORQ OH GHJUp GYH[SRVLWLRQ GH O

Figure 17: La réglementation européenne de RORUDQWY GDQV OHV SURGXLWY GYDTXDFX

En Europe, lesUqJOHV HW OLPLWHV GIpYDOXDWLRQ GHV ULVTXH\
OHV H[LJHQFHV HQ WHUPHV GH JHVWLRQ HW GYpYDOXDWLR
JRL (XURSPHQQH VX UGenEiralGhor Haps\(CDivnisRieh Eiropéenn200d).
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En France par exemple, la gestion du risque est assurée par la DGpligie le Réglement
2017/62%3UE encore nomm&églement OCRRUJDQLVDQW OYHQVHPEOH GHYV
(Commission Européenn@017) Il concerne les contrdles officiet Euppeet les autres

activités officielles menées pour assurer l'application de la législation sur les denrées
alimentaireset sur les aliments pour animauas Irégles relatives a la sant@ebien-étre des

animaux,a la santé des végétaux et aux prodphytopharmaceutiquegette nouvelle

approche des controles officiedstentierement basée sur les risqaekeur évaluation, afin de
PLQLPLVHU OHV FRQVpTXHQFHY SRXU OHV RSpUDWHXUV F|
OTDQFLHQQH Unsdriteriédnd @ DirBdtive B6R23/CE a présent abrogéenfmission
Européenngl996) La réglementation définit par ailleurs les plans de prélevements nationaux

SDU OHV pWDWV PHPEUHY GH Of8( VHORQ TXH OHV VXEVWLCLC
de OD 'LUHFWLYH &( RX TX{HOOHV DSSDUWLHQQHQW D X
autorisés (ancien Groupe B de la méme Directive). En France, 499 prélevements ont été
effectués en 2018 pour la filiere aquaculture dont 40 pour la famille des csldPantni les

40, 14 prélevements étaient réalisés de facon ciblée, suite a desnformités les années

précédentes par exemple.

2.2 Les méthodes analytiques de contréle pour la confirmation des
résidus de colorantsdansleGHQUpHY LVVXHYVY GH OfD

& RPPH QaoayviDdhans lparagraphe précédeiitexiste s régles de gestiatricteset
GTpYDOXDWLR Qonihant &LAartrlel des molécules non autoriseestivité
pharmacologigugVHOOHYVY TXH OHV FRORUDQ W& CeleQidicemauxSURG XL
laboratoires des limitesnalytiguesa atteindre etertaines autresxigences pour les méthodes

de contréle Les méthodes doivent étre suffisamment sensibles pour permettre la détection des
résidus aux limites de performance régtataires, les LPMRs ou les RPASes méthodes

doivent étre également tres sélectives pour permettre de trierGeH Q W L F&#ird deF THV W
discriminerle résidu de colorant parmi la complexité de molécules provenant de la naatrice
caractere lipidiquet protéique dypoisson.(QILQ OHV PpWKRGHV GRLYHQW SH
résidu marqueur métabolique pour ces colorants, que ce soit la molécule parent ou un métabolite
issu de cette molécule et permettant de tracer le traitement suffisamment longtedsps apr
OIDGPLQLMWVNGHWAXWQHY WHUPHV GHV PpWKRGHV DQDO\WI
doivent étre développées pour les résidus de colorants interdits dans les matrices complexes et
YDULpHV GH SURGXLWLBsVmMeth§ided XI® koh@rmardd Hefinies dans la
reglementation rassemblent ces caracteVWLTXHYV /D FRQILUPDWLRQ GH U
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spécifié doit fournir des indications non ambigués sur la structure chimigue du composé afin
GIrWUH FHUWDLQ GH AIiNSR Qes Lni@tH@8¥ Lisdels DS LUIRE séparation
chromatographique couplée a des systéemes de détection non équivoques, comme la
spectrométrie de masse, sont généralement privi@giéur confirmer la présence des

résiduschimiques
2.2.1 Instrumentation : le couplage usuel

La spectométrie de massgMS) SHUPHW QRQ VHXOHPHQW GILGHQWLILH
également de quantifier de facbable, HW G{DQDO\VHU XQ SDQHCesPSRUWI
trois caractéristiques la différenciefgsméthodes biologiques basées sur laadi&e immune
enzymatiqueRX HQFRUH GH OfYLQKLELWLRQ PLEJBIREEAOH "D X
séparationchromatographique en phase gazeuePG) ou en phase liquide.C) est un outil

de choix accessible et polyvalent, souvent annoncé comme universet, identifier et

quantifier les résidushimiquesdans les aliments pour animaux et les denrées alimentiees.

HVW SDUWLFXOLqQUHPHQW DGDSWpH SRXU OTYDQDO\VH GH F
composésux propriétés physiechimiques vaéesen raison de sa grande sélectiygéce a

la séparation par LC ou GC égalemesttfe sa remarquable sensibilité pour la recherche de
tracegésiduelles MXVTXYIDX QLYHDX GX QJ NJ

De nos jourssur le plan des résidus chimiquestérinairesles stratégies analytiques basées

sur la LGMS supplantent celles qui utilisent la @€S, méme si elles doivent étre considérées

comme complémentairest fournissent une approche universelle applicable au plus grand
nombre de médicaments vétérinairks. prindpe de la détection repose sur la mesure du

rapport de masse surarige (n/2 des molécules ioniséedétection dypic pseudemoléculaire
généralementainsi que sur leurs produits de fragmentation dans le cas des analyseurs en
tandem KMS/MS) incluant un gadrigle permettant de fragmenter et quantifidres
instrumentsLC-MS/IMS SHUPHWWHQW GILGHQWLILHU OHV FRPSRVp
méthodeanalytique ce qui est appelé couramméninode ciblé lls permettent également de

remonter a la structuréhitnique GH OD VXEVWDQFH FLEOpH H[WWDLWH Gl
partir de la structure des ions fragmen@p WHFWpV G QOO OXWQWLILFDWLR(
a partir des mesures comparaasme gammee calibrationGIDXWUH SDUW

Parmi les diférents analyseurs de masse habituellement utilisés pour l'analyse ciblée, le triple
quadripble (QQqQ) est le plus largement utilisé pour mesurer et quantifier les résidus de

médicaments vétérinaires. Ce sont les systemes lescpieisiocratisés SR X U &d¢d2Q D
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confirmation des résidus dERORUDQWYV j OAX A\NXCH B R VWGH(IHQHMoo LQpDLU
Trap) fournit des spectres de ssa completsHull scan) et permetde réaliser des expériences

de fragmentations multiples, ditesiBn (ions fragmerg pouvant étre fragmentés a leur tour

etc) SHUPHWWDQW GIDFFpGHU j XQH PHLOOHXUH H&®QIRUPDW
confirmer l'identité d] p Y H Qriiétdtbolded Ainsi, le couplagale la trappdinéaire avec un

quadriple (QqLIT) est capable dproduire des informations spectralds typeMSn, utiles

pour I'élucidation de la structure.

'"HS XLV XQH GL Epdn@QbseSdudepmuthrican des analyseurs de masse a Haute
Résolution(HR), et en particulier des instrumeréistemps de volTOF) et des systemes a
technologie Orbitrap. L'Orbitrap® est un analyseur de spectrométrie de mdssaantacces

j O T Xauf Webolutio sans avoir recours a un chamagnétique intensgHardman and

Makarov, 2003)Cette trappe orbitalest composéeuhe pOHFWURGH FHQW& DOH DL
électrode externe en forme de cylindres ions sont piégés entre les électrodes par un champ
électrostatiqueCes ions possedent une fréquence d'oscillation axiale variable en fonction de

leur ratio masse sur charges qui permet de les séparédf2UELWUDSS D pWp FRXSH
société Thermo Electron aven piege ionique linéaire (LT@our former un spectromeétre de

masse hybride, le LTQ Orbitrap@. La précision déa mesure de lmasse, la vitesse
pPOHYpH GH WUDQVPLVVLRQ GHV VLJQDX][ V SrdlEdar&FEpWULT X

non ciblég apportent une valeur ajoutée consadée.

Figure 18: Représentation schématique du spectrométre de masse hybride LTQ -Orbitrap ®
Source:|https://research.stowers.org/proteomics/MassSpec.html
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La LC-HRMS, permettant de discriminer et identifier de facortaiee XQ FRPSRVp GIDXW
plus ORUVTXH OD IUDJPHQWDWLRQ SHXW rWUH DVVRFLpH RX
risque (recherche de métabolites multiples, de composésfangees, de molécules non
UHFKHUFKpHV GH IDoRQ. lalceasgguente@st W ddvelodfeiMépiraissant de
méthodesanalytiqus basées sur la HRMS dédieesaux résidushimiquesissus de classes
thérapeutiquesextrémement variées (pesticides, mycotoxines, retardateurs de flamme,
DPPRQLXPV TXD Wilesle@tduentpsrfoisdes librairies spectrales dépassant plus

de100 composést atteignent parfois pres de 500 analyéeec des applications majeures dans

le domainedu contréledes pesticides ou des médicaments vétérinaependant, les

méthodes de confiration en haute résolution sont encore assez peu nombreuses a tenter de
YLVHU OHV VXEVWDQFHYV L Qré¢él(d @h)VEHEE vident plus\géhBrale@ant O 1 X O
des applications de type dépistage rrsilifbstances

Les méthodes détaillées-aprésne concerneront que les méthodes de confirmation par
spectrométrie de masaeasse résolutipetnous aborderons succinctemkss méthodekC-

HRMS en citant quelques références.

2.2.2 Des méthodes exigeantes pour la confirmation deertains résidus tels queMG,
CV, et leurs métabolites(avec ou sans oydation)

'HSXLV OHV GpEXWV GH ODQDO\WH GHV FRORUDQWYV GDC
PPWKRGHYV VSHFWURVFRSLT Xdéd/ulEabicgaHRoeVaRAWBHD PER UEDQF
Hormazabal et al., 1992)a LC-06 V {HV W daRsSé¢s\ampides 2060mme une méthode

de choix pour l'analyse de confirmation des colorants chez les poissons et les crustacés.
@ Les conditions classiques de détection des colorants

Parmi les différentes méthodes de MBponibks, la LC associée a un détecteur de ntagte
quadripolaire «QqQ» est la plus couramment utilisée pour la confirmation de MG, CV et leurs
métabolites, et parfois BG, mas trappdaonique «IT » est décrite égalemefiturnipseed et

al., 2005; Wu eal., 2007; Andersen et al., 2009a; Martinez Bueno et al., 2D0&0) séparation
chromatographique est généralement effectuée sur des phases statiarpamease de phase

inversede type C18 oudle typephényle pour les greffagékaplan et al., 2014) es gradients

de phase mobilEERXUDPPHQW UDSSRUWpPV PHWWHQW HOP PRYVQUWHK X QF
(de 10] PPRO Rpuréafiitifiéed HCA Hu le MeOHcomme contresolvants plus

apolaires (Lopetsutiérrez et al., 2013Pe nombreuses métties ont été puldes concernant

O 1D QD O\V HCY idcloant leMys métabolites persistants sous forme {base comme
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QRXV OfDYRQV YX &@ ¢ mdtabdidtie |k Wotdpdsés parents, MG, CV, et

BG lorsque ce dernier esiclus sontdétectés souseur forme cationiquev™ am/z329, 372,

385 respectivement, sélectionnés comme jimesido moléculairen champ électropositifans

les sources a pression atmosphéricmame O T (6 , GRPCI. Les métabolites LMG, LCV,

LBG sont par ailleurs angdés sous forme de M+HLe mode«x Multiple Reaction Monitoring

(MRM) » en suivant deux transitions pamadyte, estdésormais systématiquement appliqué
JUKFH DX[ DQDO\WHXUV 4T4 HW 4T/,7 DILQ GYREWHQLU X
confirmationmolécuODLUH GH(O PHYDSHWPHHWWHQW GIDWWHLQGUH G
OfRUGUH GX —J NJ YRLUH PrPH OD FHQWDLQH GH QJ NJ
complexes.' 1 D L O Odd &taldns iGernes isotopiques (Mé& LMG-ds, CV-ds, LCV-ds) sont
commercialementdisponibles et couramment introduits dans les méthdiepermetent
GIDSSRUWHU XQH FRUUHFWLRQ Dr&spudrel @6 pidblér@ed/tels @ieH [ W U L
les variationgd L Q W H Gighkalpépdadt{'ionisation par électrospr@sl).

@ La quantification totale convertie par oxydation

Un certain nombre d'articlest été publiés sur ldétectiondans le poissodu MG total extrait

DSUQqQV DSSOLFDWLRQ G4txQde tSutHR Byb&ahteHLM&YiRdsente dans
I'échantillon(Roybal et al., 1995; Andersen et al., 2005; Turnipseed et al., 2005; Tarbin et al.,
2008; Lee et al., 2010Lette procédure permet d8 I R [\ G ldudclage de MG en forme
SDUHQW HW DLQVL SRXYRLU T/ND @ WR FHWWY XN'X ToEERHeStEWQ R QF
été appliqué a C\(Chan et al., 2012HW %* FH TXL FRPSRUWH OTLQWpUr
TXDQWLILFDWLRQ HW GDQV OH FDV GX %* OYR[\GDWLRQ
analytique du LB@manque de stabilité et standard non commercig)D QDO\VHBB RW D O H
aaussiétéeffectuéedansle O GUH G X QH pW X 8GpGvenatld®|g ddlorhtionde X
serviettes en papier et vers la péaplatowska et al., 2011)es méthodes oxydativesit tout
GIDERUG pWen@&t®apbstedlonrhe en utiisanGH OTR[\GH PhB)&@R P E

des valeurs dimites analytique<C Dpour MGde 0,11ug/kg (Scherpenisse and Bergwerff,

2005) (limite CCDexplicitée ayaragraphe 2.3)1 En 2005, I'extractioprésentée pdroybal

(Roybal et al., 19953 été simplifiée et une procédure d'oxydation in situ a été incorporée a la
procédured’extraction afin de convertir la leucobase LMG en MGce al'ajout de 2,3
dichloro-5,6-dicyanal,4-benzoquinone (DDQ). Cela permettait une analyse senpinle

HPLC-VIS de la somme de MG et LMG dans le saumon et une quantifieatemaonfirmation

de lidentité du résidu par LMSn a des concentrations inférieures ou égales a 1 pg/kget un

limite analytiqueCC Dpourla surveillance réglementaiestiméea 0,25 pg/kg(Turnipseed et
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DO /ITR[\GDWLRQ D HQVXLWH pWp pWHQGXH j OfDQDOV\
de quantification estimées entre 0,07 et 0,24 ug/kg (Andersen et al., 2009a).sEaeplu
OYR[\GDWLRQ TXL SHUPHW DSUqV FRQYHUVLRQ GYDQDO\VH
certaines méthodes ont inclus des réactifs de stabilisation comme HAH ou TMPD (stabilisation

par le pH),p-TSA (agissant comme contien a la formation de MG+ RX OfDFLGH DVFRL
@nttR[\GDQW DILQ GYpYLWHU OD GpVK\GURJpQDWLRQ HW O
spontanément en solution sans passer par la voie du métabolisme du CYP450 (Doerge et al.,
1996; Bergwerff and Scherpenisse, 2003).

aLlesVROYDQWYV GYH[WUDFWLRQ

L'extraction de MG, LMG, CV, LC\a partir d'échantillons dehair depoissonset crevettes

est le plus souvent effectuée a l'aide de mélaagesuxtampomésa faible pH (tampons

Mcllvaine pH 3 4.5 ou 6ou Gafétate d'ammonium) etfidXs@lvant organiqueACN), mais

elle peutégalemenétre réaliséa l'aide d'une extraction directe avec des solvag@niues

purs tels que 'ACN/H EXW GH OfpWDSH GIH[WUDFWLRQ FRQVLVWH |
différents analytes recherés en se basant sur leurs proprigh§sicochimiques (par exemple

OD SRODULWp OfDIILQLWp UHODWLYH SRXU OHV VROYDQW
moléculaire, la taille € la molécule et sa volatilitéen regle généralggour MG, CVet leurs

métabolites |'extrait liquide obtenu pasolvantde type ACNdans une premiére étape est

ensuite soumis a un second partage de type lidigjdiele par ajout dedichlorométhane ou

biena un d@raissage par lavage a I'hexane. Cette étape est@dWeQp FHVVDLUH SRXU V'
de la partie lipidique chez les poissons gras. Ce dégraissage unique sans purification ultérieure

a rarement été appliqué car il engendre sans doute une perte des c¢PpagEset al., 1996;

Arroyo et al., 2009) /1 D Ee/dd RuFfication plus poussée est parfois compensée comme dans
OYDSSOLFDWLRQ GH (Bdl eGdL@BOB)LRQ LVRWRSLTXH

a /[HV SUREOgPHV GYHIIHWYVY PDWULFHYV

Lors des développements comprenphisieursrésidus de colorants, des purifications ont
souventpWp LQWURGXLWHY DILQ GH UpGXLUH OfLPSDFW GH C
VSHFWURPpWULTXH RX SRXURpHIEIPQ WY HRIX OGH] I KILCBHMS\D & TH] € &
indiqué plus hauta LC-MS/MS est une technique de choix pour la confirmatientificatrice

GH OD SUpVHQFH G HréeOsfR@vEtmMasddeO(D G pHAMD FH dé D VY O THI[V
les composés issus de la matristdDLY OD WHFKQLTX Hdecd§pRDEMDWLRQ S
présenteO T L Q F R @e&/geetered &¥fets suppressrs oexhausteurde signalGH OTDQDO\W |
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FLEOp FRORUDQW (Q HITHW OD SUpVHQFH GDQV OH VSUL
diverses especes moléculaires provenant de la matrice biolodigyd&V | OTRULJLQH C
phénomene communément appetdfets matrices». Certaines solutions existent pour limiter

leur impact, commepar exempleGLOXHU O TH [pW Rédiife laQddrkpEtiom a
OfLRQLVDWHRYHU OD TXDQWLWp OD SOXV IDLEOH SRVVLEC(
moins)tout en conservant un signal suffisant, ou encore intégrer dans la méthoglamks

G T H[W wirifidcatiomRgpecifiques basées sur des partages lidigidiele (LLE) ou liquide

solide(SPE)

a Les techniques de purification

LYH[WUDFWLRQ HEREE)®e# DnhdydhReffidaGeHbola purification és matrices les
pluslipidiguescomme le saumon eertains autrepoissons d'aquaculturglle a tres souvent
pWp GpFULWH GDQV O HurFlanbre fes @auiCerhd@ xésidusde ¥dlbrants
(Dowling et al., 2007; Halme et al., 2007; Wu et al., 2007; Tao et al., Atdis¢lle comporte
OTLQFRQYPQLHQW G TrWésHsPE BpplihMéds Blont cBrivtkuddd Hev/ddrtouches
contenant des adsorbants particulaires soient greffées avecades jpverss (telle quela
phasea greffonsgC18)(Van De Riet et al., 200530it greffées avec des phases échangeleses
cations (tel que leadVRUEDQWYV | O fDFLG(HeeSdt &.S2MD&, XOONIR et &lX H
2007; Wu et al., 2007; Tao et al.,120 Ascari et al., 2012)

Une purificationsupplémentaireommunément nommée SPE dispersideSPE) peut étre

obtenwe assez facilememtar additiondirectea I'extraitd fdsorbantsolides tels quéalumine
oul'aluminebasique ou sous forme de selsilitps tels qude chlorure de sodium ou les amines
primaires/secondairé¢s\ndersen et al., 2009b; Martinez Bueno et al., 20d@¢ des méthodes

de SPE dispersive reconnue Estechniquedite QUEChERS pour «Quick, Easy Cheap

Effective Rugged Safe» qui a été créée RLFL SOXV GIXQH pauLf@dgilet@H GTDQ
FULEODJH UDSLGH GYfXQ JUDQG QRPEUH GTpFKDMWL OORQV
des résidus de pesticide€ette techniquecPSOLTXH O GAWQ O LAVORELR@LVRQ Gt
G fdorBantssolidespour obtenir une extraction eteupurificationcombinés des molécules

de colorant&xtraitesde la matriciologigue GH O T p F KHaghivat@eD & Qnt réalisé un

SODQ GYH[SPULHQFH SRXU IR & ¥ ErBddkés¢idis Qe M@SmsUL PHQ W D
F D G uUrHpl& $e surveillance chez le Tilagitashimoto et al., 2012)

Une autre techniqueadite des polymeéres a empreinte moléculaiMIR ), est encore plus

sélective car elle est basée sur la capture (trapping)isélect colorant directement depuis
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OfH[WUDLW ELRORJLTXH HW VRQ WUDQVIHUW GDQV OfHPS!
ODYDJH QL DXFXQH H[WUDFWLRMIFB&Le®AE tHanspive QloHNéW U H T
type SPEpour piéger le ou les aryads de I'extraibiologique de '€chantillon et permettre

ensuitdes étapesuccessivede lavage avarau finall'élution duou des analytes de la colonne.

Les MIPsimpliquent évidemment'utilisation d'un polymere empreint avec une sélectivité
suffisarte a la foigpour MG et LMG(Long et al., 2009u despolyméres empreints spécifiques

de MG avec une oxydation pfdIP duLMG en MG a l'aide de DD@Vartinez Bueno et al.,

2010) Cette technique, appliquée pour MG en 2008t al., 2008) SHUPHWer@ finieFFp G
SXULILFDWLRQ SUHVTXH SDUIDLWH PDLV FRPSRUWH OYLQF

deux structuremoléculaires proches comme LMG ou CV.

Y Ainsi, les méthodes de confirmation spécifiques a MG, CV, et leurs métabolites ont fait
O 1 R Eevhbnviréuses applicatiopsur leur extraction et leur identification univogueettant
HQ °XYUH GHV SURFpGpY UHODWLYHPHQW FRPSOH[HV GTRJ[\!

2.2.3 Meéthodesmulti -colorants et multi-familles de colorants

De nombreuses @thodes analytigues permettant ckractériseres résidus de coloramnt

thérapeutiques dans les produits de la mer sont dé®dest spécifiques a une classe.
a Des méthodes surtout dédiées aux TAMs

Progressivement, ces méthodes analytiques alors dédi€e§ D QD O\WVH GHV UpVLGXV (
TXH 0* &9 HW OHXUV PpWDEROLWHYV RQW LQWpJUp GYDXW
ou MB, une phénothiazingTébleau 7). Cela a été possible grace a la caractérisation par
Turnipseed et al. de huit colorants (MG, LM®V/, LCV, BG, MB, et deux métabolites de MB)

par un faisceau de particules LGMS en étudiant les spectres de fragmentati@ette

technique a été évaluée pour la confirmatiorMdbl et du LMGdans le tissule poisson chat
(Turnipseed et al., 1995)

Certaines méthodes se sont ensuite focalisées uniquement sur la classe des TAMs en incluant
%* GX IDLW GTXQH SRVVLELOLWp DFFUXH GI{XWLOLVDWLRAQ
des services officielsd@HVWLRQ GHV ULVTXHV /HV PpWKRGHYV DQDO\\
FRORUDQWY VH VRQW DYpUpHV XQ SHX PRLQV FRPSOH[HV H
pTXLSHVY GH OD )'$ GH 'HQYHU HW GH Of$QVHV GH )RXJql
plusLHXUV DQQpHV DILQ GIDERXWLU j XQH PpWKRGH GH Uplpl
(HurtaudPessel et al., 2011; Hurtatrissel et al., 2013; Andersen et al., 20Cg}te méthode
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LC-MS/MS, applicable a MG, LMG, CV, LCV, BG, propose une extractiams SPE
(hydroxylamine, ACN, sulfate de sodium anhydre), afin de quantifier ces résidus dans un grand
QRPEUH GTHVSgFHV GH SRLVVRQV HW GH FUXVWDFpV j GHYV
de Lopez et al incluant les mémes colorants, décrit umaotien par la technique Quechers
applicable a la truite, au saumon, et aux crevettes a d&@@pris entre 0.37 et 1.22 ug/kg
(LopezGutierrez et al., 2013)Plus récemment, Giaccone et al appliquérent également la
WHFKQLTXH GH SXULILFDWLRQ 4XHFKHUV SRRMSM$EBQDO\VH
utilisant un spectrometre de mass&xactve Orbitrap® DILQ GIDFFpGHU j XQ JDLQ
et en sensibilité (COentre 0.55 et 0.62 pg/kd¥siaccone et al., 2018)e but deleur travail

était d'étudier les avantages d'une méthode analytique basé®B&RLC couplée a une

détection ESHRMS/MS pour la détermination quantitative simultadé MG, LMG, BG, CV

et LCV dans plusieursspécesle poissongbar, dorade, maquereau, et saumon)

/IH PpWK\OgQH EOXH 0% D pJDOHPHQW IDLW OYREMHW C
G DTXDF X O Wohtuimégré&XVIBl &/sd3 @ois métabolites, azure A (AZA), azure B, azure

& j OYDQDO\WH GHV FODVVLTXHV 0* /0* &9 /&9 HQ UpDOLV
et al., 2012)L'extraction était basée sur la procéddesRoybal et al, bien que le choix de

O %Bbriant SPE ait étéeconsidéré ebptimisé (Roybal et al., 1995)En effet, MB et ses
métabolitesle type «azure» étaient trop fortement adsorbérles résineg€changasesfortes

de cationsGH W\SH 0&; GdlXIQ ldt [IVBLpEe assez retesur résinesechangases

faible de cationsGH W\SH :&; G {0ng dattiodcHe @ddidmt une résineéchangase

de cationetune phase carbonée de typ@ (MCAX, Supelco) s'est avérée appropriée paur
purification de tous les résidus de colorard | L Qtte(hdr® des niveaux de détermination

inférieurs a 0.50 pg/kg.
a Vers des méthodes mufamilles et multiclasses

Mais comme pour l&hdance générale observée en matiere d'analyéside chimiquesdes
meéthodes mukifamilles derésidus decolorantset multiclasses de médicaments vétérinaires

ont commencé a apparaitre en Z(ﬂismeau 7). Tarbin et al.ont mis au point une méthode

guantitativemulti-classes de résidus par IMS/MS chez le poissompour lesTAMs, les
phénothiazines et quelques composeés des cldasasthene etle laphénoxazingTarbin et
al., 2008) Cette méthode incluait les colora@dtwviséethérapeutique les plus courants et les
plus efficaces utilisés en aquaculture (MG, CV, BG et MB)aygéssait la liste pour inclure
GIDXWUHYV FR Gé&substiend\cesxB daridapivéffet thérapeutique tout epwatant
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leur détectionlors des controleggglementairs. Ont été ainsi insérémtammentPRRA, EV,

VPBO, VBB, VBR, MB, NVIB, RHG,NBA, AZB. De maniere similaire auxutres procédures
existantescescolorants ont été extraitke la chair dsaumon en utilisantn mélange constitué

GYQ WDPSRQ GYDFpWDWH GJATRPHRW L& PDVSRYQHGGENQH pWI
d ®puration des lipidesGH O 1 Hay®e¢ WD ldhlorométhaneHW HQILQ GTXQH RSp
CGo%ydation avec le DDQ avant passage sur résine échangeusgion{SPE) Etant donné

gue legnatieres premieres standarddelecomeétabolites ne sont disponibles que pour MG et

CV, O fud &R processus d'oxydati@envertitles leucemétabolites des colorantTAM et

phénothiazingen leurcomposéarent chromique en vue d'udétectionsimplifiée

ReynsetalRQW SDU OD VXLWH HRWWHSRLW KRIOH SQRUSHEDD GpW
illégal de colorants en aquacultu(®eyns et al.,, 2014)Les 12 substancesincluses
comprenaientelles proposées par Tarbin et d X[ TXHOOHYV VIDMRXWDLW OD 5
G {1 H[W U &dé¢nmodift®p@permettre une extraction adaptée a &ircks 1 D Q AX in@y€enhH

GIXQ PpOBINJHWG GTDFpWDW N XG¥L W/ REBINPH lipidique au
GLFKORURPpW K D @Qation AgalémedéteaofitRdoour convertites métabolites de

WISH OHXFR VXLYLH G T X Qrésite Rtynieifde & 8¢han e atiarinGe faikle)

(WCX) puis sur résinéchangase fortede cationgMCX). Cette méthode a été validée sur la

plage de concerdtions allant de 0,25 a 1,0 jkg/ en utilisant une instrumentation de type
UHPLC-MS/MS.

Une méthode similagr mais étendue aux familles de colorants non thérapeutiquesdeelle

Amelin et al., proposane combinaison de préparation d'échantillons simple et rapide avec
l'identification simultanée d&2 colorant§ TAMs, phénothiazines, acridines, soudate)sles

pPSLFHVY HW OHV S URA&ANINWH\Al. RIIT)LesRdiokaDtyV/oitétd déterminger
leursmasses exactes haute résolution et quantifiés pgouts dosés. Cette méthode a généré

des niveaux de quantification tres intéressants, infériel@d qug/kg pour les principaux
FRORUDQWY PDLV QTHVW FHSHQGDQW SDV XQH PpWKRGH G
VXIILVDPPHQW GH FULWqQUHV GTLGHQWLILFDWLR@IUHFRPPL
Chapitre 2.3).
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Tableau 7

OpWKRGHV GTDQDO\WHV GHV FRORUDQW Vav& Ddét&ttianphy SURG XL\
spectrométrie de masse

Colorants
analysés

Matrice

Préparation Méthode

d'échantillons

d'analyse

Colonne

Limites
analytiques
(LOD ou

Référence

<

MG

CvV, LCV

MG, LMG

MG, LMG

MG, LMG

MG, LMG

poisson
chat

poisson
chat

poisson
chat

poisson
chat,
anguille,
truite,
saumon,
turbot,
crevettes
truite

saumon,
truite,
panga,
tilapia,
perche

acétate de Particle
sodium HAH, p- beamLC-
TSA, ACN, d MS
SPE

acétate LC-
d'ammaium, APCI-MS
HAH, p-TSA,

ACN

acétate isotope
d'ammonium dilution
HCI, acide p LC-
toluéne APCI-MS
sulfonique ACN,

SPE

Tampon LC
Mcllvaine a pH 3 MS/MS
puis pH 6, ACN,

SPE cations

(acide sulfonique)

acétate LC-
d'ammonium, MS/MS
HAH, p-TSA,

ACN, CHCly,

SPE automatisée

ASPEC (échange

cations, acide

sulfonique)

Mcllvaine buffer LC-
pH3, ACN, MS/MS
SPE(échange

cations, acide

sulfonique)

Ultracarb
C18

SCD 100
(5pm,
250 x 4.6
mm)
SynChro
m
Prodigy
ODS3(5
pm, 4.6 x
250 mm)
Phenome
nex

Luna C18
(3um, 50
X 2 mm)
Phenome
nex Post
colonne
oxidation
Chromsph
er 5B,
Post
colonne
oxidation

Luna C18
(3um,150
x 2.0
mm)
Phenome
nex

20 ug/kg

<1pg

0.02 pg/kg
(pour MG),
0.5 pg/kg
(LMG)

0.2 pg/kg

2.5 pg/kg
(pour MG) 1

Ha/kg (paur
LMG)

0.11 pg/kg
(pour MG et
pour LMG)

(Turnipsee
detal.,
1995)

(Doerge et
al., 1996)

(Doerge et
al., 1998)

(Bergwerff
and
Scherpeniss
e, 2003)

(Halme et
al., 2004)

(Scherpenis
se and
Bergwerff,
2005)
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MG, LMG saumon  Tampon acétate, LC- YMC 0.25 pg/kg (Turnipsee
(convertit ACN, oxidation =~ APCI/MS phenyl 3 detal,
en MG) DDQ 45 (3 2005)
pm, 4.0 x
50mm)
Waters
MG, LMG saumon, ACN acidifié, LC- Luna C18 0.5 ug/kg (Van De
truite, SPE en C18 MS/MS (5 pm, Riet et al.,
tilapia, 150 x 2005)
crevettes 2mm)
Phenome
nex
MG, LMG truite Tampon acétate, LC- Zorbax 0.13 pg/kg (Halme et
SPE automatisée MS/MS Eclipse (pour MG) al., 2007)
ASPEC (échange XDB-C18 0.16ug/kg
cations, acide (3.5 (pour LMG)
sulfonique) pum,150 x
2.1mm)
Agilent
Technolo
gies
MG, LMG poisson  Acétate IT-LC- Alltima 0.25 pg/kg (Andersen
chat, d'ammonium, MS" C18 (3 et al., 2006)
truite, HAH, ACN um, 4.6 x
tilapia, 150 mm)
panga, Alltech
saumon,
crevettes
MG, LMG poisson  ACN acidifié, IT-LC- Beta 0.13 pg/kg  (Lee et al.,
rouge SPE échange MS-MS basic C18 (pour MG) 2006)
comestibl cations (acide (5um, 50 0.06 ug/kg
e sulfonique) x2mm) (pour LMG)
MG, acétate LC- Capcell 1 pg/kg (Lee et al.,
LMG, CV, d'ammonium pH MS/MS PAK C18 2010)
LCV 4.5, ACN, SPE (5 pm,
échange cations 4.6 x
(acide 250mm)
sulfonique),
oxidaion
MG, carpe, Tampon Mc LC- (5 pm, entre 0.02 et (Wuetal.,

LMG, CV, anguille, lllvaine, ACN, MS/IMS, 2.0mmx. 0.04 pg/kg 2007)
LCV saumon, SPE échange dilution 50 mm),

crevette, cations MCX isotopique Shiseido
crustacés ,

oxidation

post

colonne
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MG, saumon  Tampon Mc LC- C18 (3 0.17 (MG), (Dowling et
LMG, CV, lllvaine pH 3, MS/MS pum, 100 x 0.15 (LMG), al.,2007)
LCV ACN, SPE 2.0mm) 0.35(CV)
échange cation Phenome and 0.17
MCX nex (LCV) pg/kg
MG, LMG saumon  Tampon Mc LC- Symmetry 2 pg/kg (Hall et al.,
lllvaine pH 4.5, MS/MS, C18 (3.5 2008)
ACN dilution pm, 75 x
isotopique 4.6mm)
Waters
MG, LMG bar, truite, hydroxylamine, LC- Synergi  0.450.55 (Arroyo et
daurade et ACN MS/MS MAX-RP  pug/kg al., 2009)
turbot (4 pm,
150 x 2.0
mm)
Phenome
nex
MG, poisson  Tampon Mc LC- Prodigy 0.5pg/kg (Chen and
LMG, CV, chat lllvaine pH 3, MS/MS, ODS3 Miao,
LCV ACN, SPE oxidation C18 (3 2010)
échange cation  post m,
colonne 100 mmx
2.0 mm)
Phenome
nex
MG,LMG saumon Acétate LC- Eclipse 3-20ng/kg  (Martinez
(convertit d'ammonium, MS/MS XDB-C8 Bueno et
en MG) hydroxylamine, (5 pm, al., 2010)
ACN, SPE 150 x 4.6
dispersive, mm)
oxidation, MIP Agilent
Technolo
gies
MG, saumon, Extraction LC- Hypersil  0.0050.012 (Tao et al.,
LMG, CV, crevette  Accélérée par MS/MS  Gold C18 pg/kg 2011)
LCV Solvant (ASE) (3.5 pm,
avec tampon Mc 150 x 2.1
lllvaine (pH mm)
3)/acetonitrile/hex Thermo
ane, pTSA,
TMPD, SPE
MCX
MG, saumon, Tampon citrate, LC-MS- C18 (5 0.1640.860 (Ascari et
LMG, CV, crevette ACN, NaCl, MS pm, 150 x pg/kg al., 2012)
LCV CH.Cl,, SPE SCX 2.0 mm)
ACE,
oxidation
post
colonne
(PbQ)
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CV,LCV saumon Méthode 1: LC- Méthode 2 ug/kg (Chan et
acétate MS/MS 1: al., 2012)
d'ammonium, Xbridge
ACN, oxidation C18 (35
SPE SCX pm,100 x
Méthode 2: 2.1 mm),
tampon citrate, Waters
ACN, SPE SCX Méthode

2.
HyPurity
C18 (3
pm, 50 x
2.1 mm)
Thermo

MG, LMG tilapia ACN, acide LC- C18 0.250.38 (Hashimoto
acétique, MS/MS  Xterra (5 pg/kg et al., 2012)
Quechers: MgS© m, 150 x
anhydre, P& 2.1 mm)

Waters
Colorants Matrice  Préparation  Méthode Colonne Limites Référence
analysés d'échantillons d'analyse analytiques
(LOD ou
CCD

MG, LMG, saumon acétate LC- Xbridge  1.1-14 pg/kg (Tarbinet al,

CV, LCV, d'ammonium, MS/MS C18 (3.5 1998)

EV, PRRA, ACN, Al,Os, pm, 100 x

VBR, acide 2.1 mm)

VPBO, MB, formique, Waters

NMB, BG, oxidation

VBB, RHG, DDQ, SPE

AZB, NBA échange
cations SCX

MG, LMG, poisson acétate IT-LC- YMC 0.0798.24 (Andersen et

CV, LCV, chat d'ammonium, MSn phenyl 3  ug/kg al., 2009)

BG HAH, p-TSA, 4-5 (3
ACN, pm, 50 x
Alumine, 4.0mm)
dichlorométha
ne, oxidation
DDQ, SPE
alumine+acide
propylsulfoniq
ue

MG, LMG, truite, acétate LC- Symmetry 0.130.42 (Hurtaud

CV, LOV, saumon, d'ammonium, MS/MS C18 (3.5 pug/kg Pessel et al.,

BG crevette HAH, ACN, pm,100 x 2011)
sulfate de 2.1 mm) (Hurtaud
sodium Waters Pessett al.,
anhydre 2013)

&0 a
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MG, LMG,
CvV, LCV,
MB, azure
A azure B,
azure C

MG, LMG,
CV, BG

MG, LMG,
CV, LCV,
BG

MG, LMG,
Cv, LCv,
EV, PRRA,
VBR,
VPBO, MB,
NMB, BG,
VBB, RHG,
RHB, AZB,
NBA

MG, LMG,
CV, LCV,
BG

MG, LMV,
Ccv, LV,
BG, LBG,
MB, leuco
MB, methyl
violet,
azure A, B,
C,
acriflavine,
acridine
yellow,
dimethyl
yellow,
mehyl red,
para red,
sudan I, Il,

carpe

saumon,
truite,
crevette

truite

tissus de
poissons

anguille

saumon,
poisson
chat,
tilapia,
crevette

crevette,
truite,
saumon,
carpe,
maquere
au,
caviar,
écreviss
e

acétate

d'ammonium,

ACN,

dichlorométha

ne, SPE
échange

cations MCAX

Eau/ACN +
acide
formique,
Quechers

ACN, acide

aceétique

ACN, acétate

de sodium,
oxydation
DDQ, SPE
CBA et

échange d'ions

SCX

acétate

d'ammonium,

HAH, ACN,
sulfate de
sodium
anhydre

ACN, eau,
dilution

UPLC-
MS/MS

LC-
MS/MS

LC-
MS/MS

LC-
MS/MS

LC-
MS/MS

LC-Q-
TOF-MS

&l a

Acquity
BEH C18
(1.7 pm,
2.1 x100
mm)
Waters

Kinetex
C18 (2.6

m, 50 x
2.1 mm)
Phenome
nex

Inertsil
ODS4 (3
pm, 50 %
2.1 mm)
GL
Sciences

Acquity
UPLC
BEH C18
(1.7 pm,
2.1 x 100
mm)
Waters

Symmetry
C18 (35
pm,100 x
2.1 mm)
Waters

Acclaim
120 C18
(2.2 m,
150 x 2.1
mm)
Thermo
Scientific

0.150.30
Ha/kg

0.37:0.92
Ha/kg

0.17:0.43
Ha/kg

<1 pg/kg

0.050.24
Ha/kg

0.01-0.4
Ha/kg

Xu et al.,
2012)

(Lopez
Gutiérrez et
al., 2013)

(Kaplanet
al.,2014)

(Reynset al.,
2014)

(Andersen et
al.,2015)

(Amelin et
al.,2017)
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I, 1v,
chrysoidine
MG, LMG, bar, HAH, ACN, LC-Q- Hypersil  0.550.62 (Giaccone et
CV, LCV, daurade, tampon citrate, exactive Gold C18 J NJ al., 2018)
BG, LBG maquere SPE dispersive HRMS reversed
au, Quechers phase
saumon UHPLC
column
(1.9 m,
50 x
2.1mm)
Thernmo
Scientific
MG, LMG, truite, ACN, MgS0O4, LC- Kinetex 0.020.42 (Dubreil et
CV, LCV, saumon, oxyddion MS/MS C18 (2.6 ug/kg al.,2019)
EV, PRRA, crevette DDQ pm, 100 x
VBR, 2.1 mm)
VPBO, MB, Phenome
NMB, BG, nex
VBB, RHG,
RHB, AZB,
NBA
Composé Matrice Préparation = Méthode Colonne Limites Référe
analysés d'échantillons d'analyse analytiques nce
(LOD ou
CcC
antibiotiques  saumon  ACN, acide LC-TOR Zorbax 8 (MG)-38 (Herna
(enrofloxacin, acétique, MS SB-C18  pug/kg ndo et
acide oxolinique NaCl, SPE G pm,3 (LMG) al.,
flumequine, dispersive x 250 2006)
erythromycim) ; mm)
fongicides (MG, Agilent
LMG) et Technolo
parasiticide gies
(emamectia
benzoate)
38 composés de truite, ACN, hexane LC-IT- Phenyl S 10-1000 (Smith
classes différente. saumon, MS 3, Bum, pg/kg et al,,
(quinolones,  poisson 4.0 x 2009)
macrolides, chat, 50mm)
imidazoles, tilapia YMC
sulfamides,
tétracyclines,
betalactanmes,

amphenicols) et
colorants (MG,
LMG)
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Chorure de
benzalkonium,
ethoxyquise,
mebendazole,
sulfadiazine,
sulfadimethoxine,
sulfamethazine,
sulfamethizole,
sulfanilamide,
sulfapyridine,
sulfathiazole,
trimethoprine, et
MG, LMG

13 sulfamides,
trimethoprime, 3
fluoroquinolones,

3 quinolones, 1

hormone, et
colorants : MG,
LMG, CV, LCV,
BG

chloramphenicol,
MG, LMG,
nitrofuranes
(metabolites),¥6
herbicides

80 Vet Drugge
12 familles
incluant
benzimidazoles,
-lactanmines,
lincosamides,
macrolides,
nitroimidaoles,
quinolones,
sulfamides et

trimethoprine,
tetracyclines,
triarylméthanes,
amphdicols,
estrogenes nen
stéroidiens et
hormones
stéroidiennes

crevette

poisson
chat,
anguile,
poisson
panga,
charbonni
er, tilapia,
poisson
swali,
saumon,
truite,
crevette
Coquilla
ges
(moules,
huitres)

Oplegnat
hus
punctatus
(poissons
marins)

ACN, LC-TOF
Quechers MS
Tampon LC-
EDTA- MS/MS
Mcllvaine,

ACN, p-TSA,

TMPD

ACN, n- LC-
hexane, pour MS/MS
nitrofuranes:
LLE+dérivatis

ation

ACN, MeOH, LC-Q-
acide acétique, exactive
EDTA HRMS

RR
Zorbax
Eclipse
XDB-C18
(1.8 pm,
50 x
4.6mm)
Agilent
Technolo
gies

0.06 (MG}
0.6 pg/kg
(LMG)

0.0970.451
Hg/kg

ODSAQ
(3 pm, 2
x 100
mm)
YMC

Non
donné

<0.5ug/kg

Acquity 1.9%-
UPLC 1001.13
BEH C18 pg/kg
(200x 2.1

mm, 1.7

Hm)

Waters

(Villar

Pulido
et al.,,
2011)

(Store
y et

2014)

(Chan
g et
al.,
2016)

(Zhao
et al,,
2017)
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Confirmation: saumon
16 sulfamides, (poisson
2 tetracyclines, gras),
11 tilapia
(fluoro)quinolone (poisson
s, 7 maigre),
nitroimidazoles, crevettes
3 amphenicols, (crustacés

5 sterodes, and 3 )
stilbenes
Screening:5
colornats
triphénylmethane,
2 sulfamides, 2
tetracyclines, et 1

amphenicol
VDs incluant Poisson
quinolones, chat,
fluoroquinolones, truite,
avermectines, saumon,
triarylméthanes, anguille
aminopnicillines croasseur
jaune,
tilapia
sulfamdes, huitre,
tetracyclines, pétoncle,
guinolones, MG calmar,
seiche
21 substances saumon,
interdites incluant truite,
nitroimidazoles, crevette

nitrofuranes,
triaryméthanes,
chloramphenicol

ACN, acide
formique

acide p
toluene
sulfonique
acice acétigue
ACN, SPE

ACN, acide
acétique,
Quechers

HCI,
dérivatisation
(nitrobenzaldé
hyde),
KoHPQO,,
isohexane,
NaCl, EtOAc,
ACN, MgSQy

LC-
MS/MS

LC-Q-
exactive
HRMS

UHPLC-

MS/MS

LC-
MS/MS

Waters
(50 x2.1
mm, 1.7

P +6¢
T3 UPLC

0.1ug/kg

Ascentis
Express
C18

(7.5 cm x
2.1 mm,
2.7 m)
Supelco

1-200ug/kg

ACQUIT
Y UPLC
BEH

<0.8g/kg

Symmetry 0.06#1.655
C18 ua/kg
analytical
column (5

m, 100 x
2.1 mm)
Waters

(Gibbs
etal.,,
2018)

(Turni
pseed
et al.,
2018)

(Chen
et al.,,
2019)

(Chen
et al,,
2020)

2.2.4 La HRMS au service de la détection de niti-classes de résidus

Les méthodes muttlassesG D QD O\V H d8 medligamvént X&térinaires ont connu un
véritable HVVRU DY HF O BeSetopemadtldexe¢hidlogaes haute résolution en

masse HRMS. L'analyse muklirésidus de médicaments vétérinaires a |'état de traces dans des

matrices telles que les poissonfeits de meest une tache ardue compte tenu de la complexité

inhérente de la matricétypes de chair différents, taux de lipides variables selon les espéces et
la nourriture, peau élastiqué&race a sa sélectiviig@ HRMSaSHUPLY OH IUDQFKLVVHP
QRXYHOOH pWDSH DILQ G {1 pO bdditiet)le@edtri€tikri3irngreGtés\auio Q D O\ W
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processus de traitement et de purification des échantiléressairedbien souvent fastidieux

et onéreux.
a'HV PpWKRGHV GIH[WUDFWLRQ SOXV VLPSOHYV

Aussi, la plupart de ces méthodes basées sur la détection par HRMSaamtgéigs avec une
SUHPLqUH pWDSH GYH[WUDFWLRQ VLPSOLILpH SURSRVDQW
SPE dispersiveTableau 7). Smithet al proposent par exemple une simple extraction avec de
O71%$&1 HWHIBPQH SRXU FULEOHU HW FRQILUPHU FRPSRVpV
médicaments (quinolones et fluoroquinolones, macrolides, MG, et la plupart des imidazoles

dans quatre espéces de poissons (truite, saumon, polssoet tilapiaSmith et al, 2009)

Plusieurs auteurs ont intégré la technique dispesivemunément appeléeQuechers> a

leur extractiorde composésulti-familles (Villar-Pulido et al., 2011; Chang et al., 2016; Zhao
et al., 2017; Chen et al.,, 2019HV PpWKR G HV séec} BUWp @ @atedtorEdar HRMS
balayent désormais un grand nomtbefamilles sans pour autant faire un important compromis
sur la sensibilitéle la détectionVillar Pulido et al.ont présenté uscreening quantitatipar
LC-TORMS mis au point pour le deage quantitatif simultandans les crevettede résidus
d'antibiotiques eautres types dmédicaments vétérinaireainsi que le couple M@t LMG.

Les limites analytiques de détectior@D » atteintes étaient de 0.06 pg/kg padG et

0.6 pg/kg pour LMGVillar-Pulido et al., 2011)

Une méthode de criblage par {@bitrap“-+506 SRXU OD GpWHFWLRQ HW Of
médicaments vétérinaires comprenant des quinolones, des fluoroquinolones, des avermectines,
des colorants et des pénicillines a été cam@p a des méthodes officielles pour le dosage de ces
résidus dans lepoissons(Turnipseed et al., 2018).es quantités des composés parelgs
colorants(BG, MG et CV) trouvées par dépistage HRBI8 échantillons deaumon étaient

GDQV O 1 Kig\aieB B OcHesjuantifiees pata méthode officielle pour la truite des

valeurs légerement inférieurent étéestimées. CV n'a pas été détecté par la méetH&ldS,
FHSHQGDQW j GHV FRQFHQWUDO pGKgVY WUQV IDLEOHV GH OF

a Des méthodes souvieapplicables pour le dépistage

De par leur grande capacité de détection moléculaire en mode fullaaca totalité des
signhaux spectromeétriques peuvent étre acquis sur une gamme de massecésnmégjodes
sontparticulierement adaptées dépistagequalitatif ou (semiquantitatif des médicaments
VDQV DOOHU MXVTXTj OHXU FRQILUPDWLRQ 8QH PpWKRGH
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GHV ILQV GH GpSLVWDJH VRLW SDUIRLY OD PpWKRGH YDO
GITLGHQWLI Lssar¥g(margie dgprésdiution en masse, précision trop €ldéués
diagnostiques insuffisartsen particulier pour la confirmation de colorants pouvant étre
SUpVHQWYV | -OdtesNdr WhapifrX DRNHErBando et alont cependant préserniée
méthodd_C-TOFMS mise au point pour la confirmation simultanée par une mesure de masse
précise etpar unedétermination quantitative d'antibiotiques, de fongicides (MG, LMG) et
GIDQWLSDUDVLWDLUHV GDQ V(Hzhasdd et W.| 2006) R EoRfivhatioE OH G X
a été assurégrace ala possibilit¢t RITHUWH SDU OfLEGAWS RPHDXWHUW586I11pL
énergies de collision. Pour les composés non autorisés (MG @),LIbs limites de détection
atteignaient 2 pg/kg et 1 kg respectivementmais @&passaient la limite de performance
minimale requise (LPMR)prescrite dans la Iégislatioaruropéenne ejui était fixée a cette

épogue pouta somme de MG et LMG 2 ug/kg. Les criteres de confirmation nécessaires

seront spécifiés dans le paragraphe suigansacré augriteres et performances de validation

GHV PpWKR G Hdé¢ reskDsQ@®roédicahénts vétérinaires

Ces méthodesle dépistageincluant des médicaments autorisés@f] D Xiktetdiksy sont
néanmoins performantes, car ellesent desrpVXOWDWYV GH P H\éeXéppndénGTfH[SRV
alorsa ces problématiques sanitaires particuliesas desenquéte€pidémiologiqus. Ainsi,

GDQV OH FDGUH GH OfDh&Ss aat EOWhitRG -HEBMX @neluant 80
médicaments vétérinairedont les AMs, recherchés chame espece aquacole importante en

Chine, Oplegnathus punctatugl2 échantillons comprenant des palourd@§ HD X Gles PH U
palourdes d'eau douce et des huitres, ont été colketcp@Essés au crible analytigdans des

fermes aquacolext dans des zones de production a Taiwan en()thg et al., 2016Aucun

UpVLGX GH 0* HW /0* QTRQW pWp GpWHFWpPV j GHV OLPLWHYV

23 3BHUIRUPDQFHV HW YDOLGDWLRQ GHV PpW
de substances interdes telles que les colorants

/IH GpPYHORSSHPHQW GYIXQH PpWKRGH GIDQDO\VH GH UpVLC
OfpYDOXDWLRQ GH VD ILDELOLWp DYDQW WRXWH XWLOLVD
OfLGHQWLILFDWLRQ GéedtRiaMyperevsNdIIE sa REhWEHEXWQHH S D UW  H
afin de maitriser le risque lié a la valeur quantitagwamoncéeG 1D XW.WHHSBUMLFH GH
validation est définicomme © D FRQILUPDWLRQ SDU H[DPHQ HW OYDSSR
fait que les J HVFULSWLRQV SDUWLFXOLqQUHV HQ YXH GY{XQH D
remplie» (ISO 17025:201Y (ISO/IEC, 2005) (OOH SHUPHW X3k WERI@HE UG S D U
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expérimentales, que les performande la méthodeont satisfaireaux criteres spécifiés da

des textes de référence. Ces critenagéspour @fiplication de la méthodatans des conditions

données (reglementation du contrdle officiel par exemples critéres de performance sont
exprimés en termes de caractéristiques analytiqueesalidatLRQ GIXQH PpWKRGH GF
analytiquequantitativeSDVVH SDU OfHVWLPDWLRQ GH OfHUUHXU GH
GH OfHUUHXWréziSignDle&/Rdswded X ILO IDXW FRPELQHU SRXU YpUL

remplit les objectifs qui lui ont étassignés.

Dans le domaine du contrdle de résidus chimiques dans les alimemBpdssmportant®nt

été consacrés a la définition de critéres de validation, donnant ainsi lieu & des documents de
référence ayant pour objectif de définir les exigerdeevalidathn des méthodes. Dans I'UE, la

Décision 2002/657/CE(Commission Européenn®002a)est un documentéglementaire

essentiel en ce qui concerne les exigences applicables aux techniques de séparation et de
détection et a la validation des méthedkanalyse utiliségsour le controledes résidus de
médicaments vétérinaires. Il comprend des définitions etedesnmandationsur la maniere
GfpYDOXHU OD MXVWHVVH OD UpFXSpUDWLRQ OD UpSpWD

de perfornancecomme les limites analytiques

Le type de méthode et le but recherareé contréledéterminentles caractéristiques de
performance analytique a évaluer./ {1 DSSURFKH GH YDOLGDWLRQ TXL HWV\
décision est une approche caractéristiquelP&¥UDFWpULVWLTXH '{DXWUHV DSS
HILVWHQW QRWDPPHQW FHOOH SUpVHQWDQW OD YDOLGDW
«approche globale. Celle FL VIDSSOLTXH QRWDPPHQW GDQV OH GRPD
et al., 2004; Hubert al., 2007a; Hubert et al., 2007Bpur les méthodes de confirmatide

résidus de substances vétérinaires interdites, les caractéristiques de validation{FEguiee)

sont:

2 |es criteres d'identificatig

(72)

- temps de rétention absolu et/ou relatif
- rapport signal/bruit de fond
- intensité ionique relative appelée aussi tolérance entre transitions ioniques (pour les

techniques par détection MS uniquement)
a les criteres de quantification,

- la spécificig,

- la plagede linéarité de la calibration,
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- la fidélité (répétabilité et reproductilitié a minima au sein du laboratoire),

- lajustesse,

-OfHIIHW PDWULFH

- les conditions de stabilité des résidus en solution standard et dans la matrice

biologique

@ les limites analytiquesst D OLPLWH GH GpFLVLRQ &&. HW OD FDSI

Figure 19 &ULWQUHV GH SHUIRUPDQFHV j pYDOXHU GDQV cofirfalon GH OD YD
de résidus de substances intdites dans les denrées alimentaires

Dans notre étude,IH [ H U F kdithtiGHa été réalisé selon le Guide inter@eHAGds
Fougéeresiédié auxméthodes analytiques de confirmation utilisant IaMS/MS. Il est basé

sur la Décision de I&€ommission EurpéenneEuropéenn®002/657CE et sur la norme I1ISO
17025:2017 (Commission Européenn&002a; ISO/IEC, 2005) &H JXLGH VIDSSOLT
GRPDLQH GH OTYDQDO\VH GHV UpVLGXV GH PpGLFDPHQWYV Yp
le cadre du controle réglem@DLUH GDQV OHV GHQUpPHV Gé&dalerment QH DQL
des molécules interdites telles que les colordrgs.différentes caractéristiques définies lors
GIXQH YDOLGDWLRQ VRQW H[SOLFLWpPHYVY GDQV FHXBRKIDSLW
H[SOLFLWDWLRQ SDUWLFXOLqUH SRXU OHV VXEVWDQFHV L
2002/657/CE connait actuellement une phase de révision et de mise a jour réglementaire suite
aux évolutions du controéle officiel européen décrites tarésglement 2017/625/UE. Elle sera

WUqV SURFKDLQHPHQW UHPSODFpH SDU XQ QRXYHDX GRFX

SANTE 201811188 dans lequel certains criteres de performances évoluera@npoints
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importants concernant cette révision sentcinctement abordés dans les 2 paragraphes

suivants.

2.3.1 /1dentification primordiale des substances interdites
2 JHV 3RLQWYV G 1L Ga&h§tdnk ldnkgewrel®iey HW

La Décision 2002/650WE définit des exigenceprimordiales pour les méthodede
confirmationavec détection par spectrométrie de massantroduisant le concepe points
G LGHQWL ILgt Brdéfirisant 8es critéres pour les intensités ioniques. Au cours de
l'analyse de confirnteon, un nombre spécifique de WRIt étre collecté. Pour confirmer
I'identité univoque des substances non
autorisées, illégales, ou interdites -
communément appeléesubstancesdu
groupe A- un minimum ded IP est requis.
Pour confirmer lidentité des substances
vétérinaires autoriséegpertoriés dans le groupe B, un minimum3l#° est requis. Le nombre
d'IP gagnés par une analyse spécifique dépend de la technique etijisieipalement de la
spécificité des signaux générés patelehniqueanalytique utilisée; Pour toutes ces raisons, la
chromatographie couplée a la spectrométrie de massewegnt préférée voiraévitabledans
le cas des substances interdittBD FRQILUPDWLRQ GH OYLGHQWLWp XQLYF
réalisée trés souvent par {NMIS/MS, en détectandeux transitiongdites MRM (Multiple
Reaction Monitoring)par analyte Elles sontnécessaires pour atteindre un haut degré
G 1L G HQ WCela sk Dadlit pa@un nombre suffisant, @ F-$ddiké WIP pour la teafique
LC-MS/MS en référence aaltleau 5 de la Décisia2z002/657/CE. Ce nombre de IP devrait
étre inchangé dans la future réglementation SARUES11188. Lors de la sélection des
transitions MRO OYLRQ PRO p FXFROPAX OPDMHG R RLW rWUH GH SUpl
diagnostiques sélectionndzeuvent &/ U H U kbihhb@ciMir€3§sadduits caractéristiques,

sesions fragments caractéristiques et tous leurs isotopes).

De ce fait, il en découle un critere applicalled V p iMeqsitéddfhique relative. Les intensités
relatives des ions détectésy paemple en mode MRM, exprimées comme le pourcentage de
I'intensité de I'ion le plus intense ou de la transition la plus intense, doivesgmrdre a celles

de l'analytestandard (soit en solution, soit dans des supplémentés, a des concentrations
compaables), avec des tolérances indiquées dans la réglementation. Ces tolérances sont

identiques pour les molécules autorisées ou nonsBule tolérance fixée a/- 30 % devrait
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remplaer les quatre plages issues d@bléau 4 de la Décision 2002/657/CE @rahces

maximales admissibles pour les intensités ioniques relatives dans un ensemble de techniques
de spectrométrie de ma¥s€e nouveauseuil unique fixé a30 % est cependartbujoursen
GLVFXVVLRQ FDU VL OfRQ SUHQG O fH[HdeS EoHcerdtiotsD Gp W
inférieures a 0.1 pg/kgvec les instruments disponibles dans le commerce actuel|ehest

certain qudes intensitégres faiblesles ions a cette concentratgubiront également une assez

grande variabiliteet aboutiront a € intensités ioniques relativeésrs seuil de tolérancdl

pourraiten UpVXOWHU GHV FDV G p Fak&aideltdEamrceeV30QRt@oRrcR Q1L U P [
jugésconformes a tort (échantillons faux négatifs).

2 Les temps de rétention relatifs

Un temps derétention (TR) relatif FRUUHVSRQG DX WHPSV GénpapWHQWLR
celui du standard intern€e critere applicable a la séparation chromatographique repose sur
OfpFDUW HTR UHQWWHIGEH OTpFKDQWLOOR @njrelaff M@V HU HW
du standard de calibraticainalysésoit dans la matriccELRORJLTXH GLQWpUrw V
solution aqueuse dite standar@et écart doit étre inférieur a 2b et devrait étre remplacé

selon le nouveau document SANTE 2a1B188par uneUHFRPPDQGDW LRQY G TpFDUW

a Le Signal sur bruit (S/N)

Le S/Nestdéterminé emxamirantles chromatogrammes déshantillonsdits EODQF& FIHV W
GLUH pFKDQWLOORQV H[H Ra8 WripsGlél ratefitiQde ©d tettieRiRiQeF H U Q p
les chromatogrammes deéxchantillons positifs (nommés standards de validation lors de la
validation). &H FULWqUH PHVXUp FRPPH OH UDSSRUW GX VLJQDO
HW GDQV OfpFKDQW Lpoud&v§uetaOspeQificité G WaHalxell B Qoécificité
VILQWHU S lag@vititaidR BUR e signal mesuré proviemiquementG H O § DEJ® O \W H
HVW GpPRQWU p Hngn2l&sldbmatoGr&mi@ef idd Bolutions standards et de matrices
blanches /fH[DPHQ GHV PDW GIH OV EFODAXKHB XHBUXLW GH IRQ!
importante dans le cas spécifique de la détection des colorants car ces derniers sont
électrostatiques et peuvent engendrer des contaminations (verrerie, chaine LC eteli Celles
apportent parfois un tréaible bruit de fond qui pourra étre interprété comme un signal (résultat

faux positif). " fDXWDQW SOXV TXH OD UqJO H Pappégebrdavérd® BPRX U OD
signalstipuleque le rapporE/N pour chaque transition diagnostique doit étresupérieure a

un coefficient de3.
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232 /TLPSRUWDQFH G 1 X QudffiaxnbhnénvéxacteF DW LR Q
a /D GPpWHUPLQDWLRQ GH OfpWDORQQDJH HW GH OD SO

L'étalonnageaussi appelé calibratiomst la base de la quantification des analytes dans un
échantillonbiologique. Il est, par conséquertune grande importance pour I'obtention de
résultatsidéles La méthode dquantificationla plus simple consiste a utiliser une courbe de
calibrationdite externeF § Hy'diWobtenue a partir d'une série de solutioaadardcroissantes

en concentratiodle I'analyte dans un solva@@e principeest cependant rarement utilisé, car
O 1L Q| Qesetf€d-de matricsur lesignal analytigue peuveatorsconduire a des résultats
peu fiablesVL OTRQ FRPSDU Hextefaés Vie SubiSsallt pPad Ce¥/ivemes effets

La quantification par spectrométrie de masse de colorants dans des madtiobegiques
complexeset variées sdraite donc principalememar uneprocédure dealibration réalisée

dans la matrice.Pour ce faie, ID J D P FetdloBsEstpréparé j S D Ué&uHabkillGrgsimulés.

Ceci permet de compensdes effetsde matricesTXL VIDSSOLTXHQW GH IDoORC(
OfpFKDQWLOORQ FRQWU{Op FRPPH j OD JDPPH GH FDOLEL
valablesi la variation entre des échantillons d'origines différentes est faible; c'est généralement

le cas pour des échantillom® la méme espegexemple crevettes), mais pas pour des
PFKDQWLOORQV G éhV@spi deVcomposifpbsHh@atimisues différémr V' G X Q H
espéce animale a une autre (teneurs en lipides, protéines, hydriquesyr .conséquenia
ILDELOLWp GHUB$RW B OWRQQ Duf bindtdriaul reipéaehtRiR claafjuetype

G pFKDQWL O QpaRQeXerrfeQsauthdq) Huiteewette), auquel différentes quantités
FRQQXHV GH O91DQ DdneWdirbeé Ri'€tadnibalyeR=X0vE pathble pour tous les

échantillongdela mémeespéce animale

Pour le dosage des résidus, les courbes de calibration doivent comprendre au rbipmmis

et il est préférable que ces points soient équidistants. La plage de calibration doit également étre
spécifiée. Elle est généralement peu étendue dans le cas des résidus et doit comprendre le
calibrant éro2 H[HP SW G Par@xerdpié\uRgamme proposée sur la plage de 0.5 a 2

pg/kg pour les colorants implique la série de calibration suivahi®/ 0.5/1.0/1.5/2.0/2.5

—J NJ 'X IDLW GH SODJHVY GH FDOLEUDWLRQ UpGXLWHV HQ
de régressioninBLUH HVW WUqV VRXYHQW DGDSWp j OTXVDJH
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a /[fpYDOXDWLRQ GH OD ILGpOLWp HW GH OD MXVWHVVH

/ID ILGpOLWp HW OD MXVWHVVH GI1XQH PpWKRGH GIDQDO\V
proximité entre la valeur de référence acceptée et le résultat dpriassipn) ou la valeur

moyenne d'une grande série de résultats de test (just&s§d [ DFWLWXGH LQFOXW OD
précision (1SO, 1994) La Décision 2002/657/CE définit en matiére de précision et de justesse

des exigences minimales auxquelles doisatisfaire les méthodes quantitatives.

Le critére de précision, basé sur I'équation d'Horwitz, recommande une valeur limite de 30 %
pour la reproductibilité inteODERUDWRLUH GHV FRQFHQWUDWLRQV Ol
dessous de 10 pg/kg et ungleur limite de 15 a 20 % dans des conditions de répétabilité (1/2

a 2/3 de la remductibilité interlaboratoireHorwitz et al., 1980). Il est a noter que la précision

HVW wUqV VRXYHQW QHWWHPHQW D Ppdard Ritepid n@geUV GH (
isotopique, souvent par le deutérium outd C&H QTHVW PDOKHXUHXVHPHQW S
FRORUDQWY FDU FHUWDLQV QfHQ SRVVgGHQW SDV HW OH!'

standard interne reposant sur un autre colorant analogue.

Lesrésultats de validation de la justesse obtenus a partir de matériaux de référence certifiés
(MRC) sont considérés comme plus fiables que ceux obtenus a partir d'échantillons enrichis

(ou supplémentés), et sont par conséquent recommandés. Dans leER® AR UDQWYV LO QfF
pas de MRC. La justesse de la méthode pour chaque colorant doit alors étre évaluée a partir des
expériences de validation reproduites sur des standards de validation, supplémentés dans la
matrice et simulant ainsi des échantillonsai®. Pour des concentrations inférieures a 1 pg/kg

par exemple, il est recommandé que la justesse de la mesure se sitte0eitret +20 % de

la mesure vraie attenduges modifications devraient avoir lieu dans le nouveau réglement sur

OHV SO Lhepthlilité §deha de 1 pg/kgTableau 8

Tableau 8 : Justesse minimale des méthodes quantitatives

Fraction pondérale 3O0DJH GYDFFH 30DJH GYDF pla@sé®
2002/657 dans le
futur reglement SANTE 2018
11188
" —J NJ -50 % to + 20 % -50 % to + 20 %
> 1 pg/kg to 10 pg/kg -30 % to +10 % -30 % to + 20 %
. —J NJ -20 % to +10 % -20 % to + 20 %
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@ Le calcul des limites analytiques

La capacité delétection CC ) et lalimite de décision(CC .) (Figure 20) sont deux limites

analytiquesou encore appelées Concentrations Critiggesont rempla@ les limites de

détection et de quantification, respectiveméstCC . estdéfini commela limite statistiquea

partir de laquelle un échantillon est considéré non confatmmegard de la limite réeglementaire

imposée avec une probabilité d'erreldfixée al % pour les substances interdi(d3¢tant le

risque de générer un faux résultat non cameH BIGALMMA OD SUREDELOLWp Gt
résultat nonFRQIRUPH DORUV TXLO HVW FRQIRUPH LO HVW FRF
« O 1 pObouHXW le producteur2 GH OTDOLPHQ\WCFd®GWIE (ieplimité H

cruciale pour les méthodele confirmationCes 2 limites basées sur des lois statistiques (loi de
3RLVVRQ RX ORL GH *DXVV SUpV Hifceviuges/ dO HErel@ WDJIH G
OYDQDO\VH IDLWHYVY DXWRXU GH OD OLPLWH UqJOHPHQWDLL
GH OYLQFHUWLWXGH GH PHVXUH GDQV OHV FRQWU{OHV RII
OTLQFHUWLWXGH GH PHVXUH pWHQGXH j GHX[ IRLV OD UHS
analytique (JCGM, 2008).e CC estdéfinicommda plus petite quantité de substance pouvant

étre détectée et / ou quantifiee dans un échantillon, avec une probabilité d'érisque de

générer un résultat faux conforme qui est associé a un risque pargriscmmateus), il est

fixé a1l % pour les substances interdite§pPour les substances autorisées a LMR du groupe

B. C'est une caractéristique imgeorte pour définir la capacité des méthodes de dépistage.

Figure 20: Représentation graphique du CC. HW GX && SRXU OHV VXEVWoUXEHY QRQ D>
Décision 2002/657/CE

B3 a



Partie I. synthese bibliographique

Selon la Ecision2002/657de laCommission Européenndeux approches différentes peuvent
étre utilisées pour calculer le C@our les substances interdites: la procéhase surla
courbe d'étalonnage seld®SD 11843 procédure indiquée et appliquée dans le Guide interne
de validation de notre laboratoirt, la procédurdasée sur le signal recueilli dans la matrice
W p P R L @-diFefeideripte de contaminatidre CC ed alors estimé partir de |'écart type
analytiquepbtenuau niveau du CC(CC. + 2,33 s). Par lprocéduralela courbe d'étalonnage,

les matricestémoin sont supplémentées différentes concentrations autour du niveau de
performance minimum requ{parexemple le RPAgt les signaux sont tracés en fonction de la
concentration ajoutée; On calcule allr€C . comme la concentratiasbtenuepar régression
 OTRUGRQQpPH j O RULJL Qtypes énstpposanti ik M fohBtion @'€@dnivege
puisse étre extrapolée linéairemekit X \A Tax & des y. Cette hypothésst parfois discutéen
particulier si le CC calculé estu final par extrapolation trésférieur a la concentration la
SOXV IDLEOH G DRV dd&ienw DalesQe) caltitsns actuellement en cours de
discussion dans le cadre des évolutions reglementaires. Il devrait probablement apparaitre une
3*me alternative, excluant toute extrapolation et basée sur la concenteaiturs faible dans

O 1 p W D O0eRL.QILQoD dltdwest Céibration Level».

a Des effets matrice maitrisés

/[fHIITHW PDWULFH FRUUHVSRQG j OD GLIIpUHQFHe BH UpSR
substancealissoue dans le solvant et un standaxtrait de lamatricebiologique(et souvent

enrichi aprés extraicin par reconcentratioet nettoyage)Cet effet matrice est estingéit sans

correction a l'aide d'un standard interfie @ S Ddiféd dit rGafrice absolu), soit avec correction

a l'aide d'un standard interné © HV W T X H efist InRiQceDr&al) .Ul\pe@ Btre évalué

pendant le développement de la méthode ou bien lors de la validation, et estimé pour chaque
HVSgFH ELRORJLTXH /H QRXYHDX UgqJOHPHQW VWLSXOH TXt
évalué sauf si une gamme de calibration réaldirectement dans la matrice est effectuée et/ou

VL XQH FRUUHFWLRQ HVW DSSOLTXpH DX PR\HQ GT1XQ VWDQ

a |La connaissance de la stabilité

/ID FRQQDLVVDQFH GH OD VWD E L OdtandardieHstcokhged dams\lV H G D Q
matricH GH OfpFKDQWLOORQ SRVLWLI OH FRQW H3}D Q WD QDWW \ WG
dans un tissu biologiquea dépende des conditions de stoédkJH GH PrPH TXTHQ VROX
ses propriétés chimiquede la matricebiologiqueet durécipient destockage La procédure
GipYDOXDWLRQ @rprénienti®M Eonpréndis yneERidaVanalyteconservéans
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une solutiorstandardlite solution mere, et stockée20°C par exemple, GpDOHPHQW Ofp\
destabilité doi S H U P H &vaNieéHeim@iftiendes analyteaux différents stades du protocole

G 1 D Q DaD tvurs du prélevement et de la manipulation des échantillons, apres un stockage

a long terme (congelé a la température de stockage préresesouvent20°C), apres un

stockagea cout terme (sumune paillassea la température ambiante), et aprés des cycles de
congélatioret de dFRQJpODWLRQ VILO HVW SUpYX GH PDQLSXOHU
Les conditions utilisées dans les expériences de stabilité doivent refléteitubsors

susceptibles de se produire lors de la manipulation et de I'analyse des échantillons

La stabilité de la méthode, de méme que la robustessedes caractéristiques de la méthode

qui sont systématiqguemeabordéegour partietout au long du éveloppement analytique

Mais elles e font généralemerf DV O 1 R parivjed dédvaBdado en tant que téllous avons
QpDQPRLQV He¥iluleé ptabidd Hus poussée UpDOLVpH VL OD PpWKRG

multi-familles de colorants doit é&tneetenue comme méthode officielle dans le futur.
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3'ROQOpPHYV GYRFFXUUHQFH L
FRORUDQWY GDQV OHV SRL
perspectives de recherche

/HV SULQFLSHVY GH OD /RL (XURSpPpHQQH VXU OfDOLPHQWDW
des reglemestfixés aux EtatéJnis, au Canada ou encore au Japon, déterminent les principes
IRQGDPHQWDX[ GH VXUYHLOODQFH HW GH FRQGLWLRQV GTL
notamment de produits de la mer, et de répondre aux fortes attentes des eitayatiere de

sécuritéet de qualité de leurs alimerfSommission Européenn2020)

Acesfins,desSURJUDPPHYV GH VXUY HL Odedpepéiits tiEWa raef anéreSisF W L R C
en place dans le monde entilpuis plus de 20 ans afin de favoriser eeiéchange des
importations de facon fiable et sécuritaifgnsi, les organismes de réglementation et les
administrations des pays importateurs sont responsables de linspection de la production
nationale de poisson d'élevage et des produits aquaogbestés. La teneur en résidus de
médicaments vétérinairesnais aussi ds contaminants tels que les métaux lourds, les
polychlorobiphényles RCB), les toxines et les agents pathogénes micropidascette

production et de ces importations est soigneuserantrélée afin d'atténuer les expositions

non intentionnelles chez I'homme, susceptibles de présenter des risques pour la santé.

Concernant les colorants, bien que le JECFA ait recommandé aux autorités compétentes du
monde entier de ne pas les utiisEB(kK H] OHV DQLPDX[ SURGXFWHXUV GIDC(
aquaculture reste une réalipkpbablement parce qu'ils sdontijourslargementprésentslans

l'industrie textile et ailleursmais aussi encoreisponibles dans le commerde détail sous

forme deproduits chimiques thérapeutiques pour les poissons d'ornebemt. ce cadre de
UHFRPPDQGDWLRQV HW ekigédepR &s /dDieesQIGDE ces substances

soient activement contrbléesdans les produits alimentairgestinés a la consommation
humaine,et essentiellement ceuxVV XV GH OfpOHYDJH GH SRLVVRQV HW C
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3.1 Une surveillance assurée au quotidien par lé8lans Nationaux
de Contrble des RésidugNational Residue Monitoring Plans,
NRMPSs)

3.1.1 Obligations

Les paysnembrede 'UE doiveQW PHWWUH HQ rfadonalktiieGuivéillSnoe QeV
contréle des résiduschimiqueschez les animaux producteurs d'alimerga fonction de
ODPSOHXU GH OHXUV Sdi eesiX dewdtdrt@e/meEsHsddriel iRétlicamidnys
vétérinairesautorisésR X ELHQ OYXVDJH DEXVLI HW LOOpJDO GH VXE

interditesetderechercher les raisonte la présence de cessidus.
3.1.2 Importations hors UE

Les regles de I'UE affecteatissi separtenaires commerciaux du monde enties pays non
membres de I'UE souhaitant exporter desspays d€UE doivent garantir le méme niveau de
sécurité des denrées alimentaires et des aliments pour animaux gegigélansl'UE. Aussi
ces paysxportant vers 'UE doivergarantir la miseeQ ° X YQUfHplan de surveillance des

résidusde niveau équivalent.
3.1.3 Résultats des plans en 2015, 2016, 2017

Dans le cas des produits de I'aquaculture, un plan de surveillance das,résmprenant des

analyses deésidus de médicaments vétérinaires, @stipides, de métaux lourds et de
contaminant&nvironnementayxdoit étre en place pour vérifier la conformatéx exigences

de I'UE. Le planet les résultatsGX VXLYL GH O 9D @enH éttspurpsGaHI® W H
CommissionEuropéene chaque année poapprobation et la liste des pays avec les plans
approuvés est répertoriée et révisée régulierenteht OTRQ H[WUDLW OHYV GRQQPpPH)
rapports publiés faisant état des résultats des gaosmission Européenn@0162018)

demandés selon la i2ctive N° 96/23/CE pour le groupe B3eAudtres substances et
contaminants environnementaux, colorants », les résultats des échantillons non conformes pour

les résidus de colorants sont les suivants
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¥, En 2015, 43982 échantillons ont été analysés msusuibstances du groupe B3 parmi
lesquels839 échantillonsétaient nonconformes (1.91 %). De méme que pour le
groupe B2, la frequence des analyses pour certaingysouges B3 est tres variable en
IRQFWLRQ GH OD FDWpJRULH Gfidded can@dipakty\chinigussU R G X L
(B3c) sont analysés dans toutes les catégories d'animaux et de produits, les colorants
(B3e) ne sont analysés que dans les produits d'aquaculture, représentant un total de 1688
analysesVSpFLILTXHV VXU pWDRMRQPHBRPU\SGH ONBOHYD.
Au total,28 échantillons ont été signalés rannformes (1.66 %) parmi les échantillons
analysépourlesSURGXLWYV GIDTXDFXOWXUH pHA¢ipalBn@RUD QW V
MG, CV, et BG ainsi que leurs métabolitet MG, LCV.

¥, En 2016, 36923 échantillons ont été analysés pour les substances du groupe B3 parmi
lesquel$659 échantillons étaient norconformes(1.78%). La prévalence en colorants
(B3e) dans les échantillonedfDTXDFXOWXUH VH &eRXYDLH
intervalle que les 9 années précédentes (1.34 % /IH QRPEUH GpFKDQWLC
conformes sur les 1651 analyses spécifiques pour les colorants étaient de 26 (1.57 %).
Les colorants retrouvés étaidG, et CV ainsi queleurs métabolites LMG et LCV.

¥, En 2017, 40809 échantillons ont été analysés pour les substances du groupe B3 parmi
lesquels601 échantillons étaient norconformes(1.47 %). Lesésidus decolorants
(groupe B3e) ont étéapportésen aquaculture pour 28 échantillons fwmmformes
(1.79%) sur les 1567 analyses pour ce groupe. Les colorants retrouves Mtaiesit

CV ainsi queleurs métabolites LMG et LCV.

3.2 8Q V\VWgPH HXUR &pide R&SFB (RdpidMAk:rt
Systemfor Food and Feed

3.2.1 Inspection des produits de la péche auftontiere sde I'UE (Postes d'Inspection
Frontaliers, PIFs)

Les importations de produits de la péche en provenance de pays non membres de I'UE doivent
entrer dans lTUEviauG HY QRPEUHX[ SRVWHV G L Qyé¢iplavds@ IURQW
l'autorité d'un vétémaire officiel dans I'Eat membre de I'UE en questid®ar conséquent, les

contrdles des produits de la mer importés dan 8 @hiReQt étre effectugzarun PIF avant

que les produits npénéetrat surle territoire européerLa fréquence et le type desntrbles

physiques sont déterminés pour chaque catégorie de @sdula base du risque intrinseque

et des résultats des controles effectués précédemment sur le méme produitederigiém
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S'il s'avere que l'envoi est en roonformité avec la lédiation de I'UE, pour une raison
guelconque, les P#notifient alors la nortonformité alIHQVHPEOH GH OHXJEYV FROOC

par le biaiglu systeme de notification interne, RASFF
3.2.2 Les alertes RASFF

Le systeme d'alerte rapide pour les denrées alimentites aliments pour animaux (RASFF)

a été mis en place afin de fournir aux autorités de contréle des denrées alimentaires et des
aliments pour animayxin outil efficace pour échanger des informations sur les mesures prises
pour faire face aux risquesayes détectés concernant les denrées alimentaires et les aliments
pour animaux. Cet échange d'informations aide les pays de I'UE a agir plus rapidement et de
maniere coordonnée face a une menace pour la pabti&gue résultant de I'alimentation
humaine a animaleLes membres du RASFF ont chacun un point de conédittnaldésigné

qui est chargée transféreles notifications du RASF#ersla Commission Européenret les

autres Etats MembreA YDQW OD QR W L tauf inWrbde£3ussefddeCapjold Ahtie le
ODERUDWRLUH OYDXWRULWpPp FRPSpWHQWH HW OH SRLQW
GYfDOHUWHYV HVW UpSH U @dhispiocEuRNECKBASIRRpuvta)L @ « ChTRLQ
peut trouver un ensemble de détails pour chaqueetosisies niveaux de risques associés a
chaqgue alerte (risque élevé, faible, non décidé).

Figure 21 1RPEUH GIDOHUWHY UHFHQVpPHV HQ (XURSH SRXU OHV FRORU|I
extraites du portail EU RASFF entre 20D et 2019
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3RXU OHV FRORUDQWY OH QRPEUH GYDOHUWHV UHFHQVp

représenté sur JRigure 21jet ces alertes sont détaillées dan$dbleau 9|(espéce, origine,

guantité exprimée en concentration). Le nombre de notifications a oscillé entre 1 et 5, voire
H[FHSWLRQQHOOHPHQW HQ (OOHV FRQFHUQHQW GYDE
enfin une seule alerte a concerné le VPBO en 2Bidiron la moitié des notifications ont ciblé

GHV HVSgFHV SURY H-@dd @NWmeI§ podsbhatyddu/Wdinam. Les autres
HVSgFHY DTXDFROHYVY SURYHQDLHQW DXVVL GT(XURSH GH O

Tableau 9 : Notifications recensées en Europe pour les colorants dans les produ&TDTXDFXOWXUH H[WUI
du portail EU RASFF entre 2010 et 2019

Année Colorant Espéceorigine Quantité en
b
2010 MG Truite Allemagne i 3.3
LMG Tilapia Chine 20
LMG Crevette Thailande 3.3
MG Poisson Panga Vietnam /
VPBO Poisson Panga Vietnam 8.9
2011 MG+LMG Poisson Chat Vietnam 1.6
LMG Gambas Inde 22.4
LMG Truite Pologne 1.08
LMG Truite Autriche 1.24
LMG Poisson Chat Vietnam 6.2
LMG Caviar Chine 4.39
LMG X1V 7TUXLleWddk 'D Q 2.5
2012 LMG Truite Allemagne 62.4
LMG Truite Turquie 3.48
LCV Poisson Chat Indonésie /
CVv Truite Slovaquie 3.75
2013 MG+LMG Carpe Pologne 9.21-243.78
MG Poisson Chat Vietnam 9.21
LMG Truite Pologne 6.66
2014 MG+LMG Redtail Tinfoil Barb Vietham /
MG Poisson Goby Vietham 6.26
MG Redtail Tinfoil Barb Vietnam 4.6
MG+LMG Poisson Chat Vietnam 0.9
LMG Perche Vietnam 18.9
2015 LMG Poisson congelé Vietham 39
2016 LMG Truite Danemark 4.96
LMG Truite Danemark 5.9
MG+LMG Crevette Begladesh 1.60.91
2017 LMG Carpe Lituanie 2.4
LMG Poisson Chat Vietnam > MRPL
LMG Poisson Chat Vietnam /
MG Poisson Chat Vietnam 29
LCV Truite Allemagne 6.2
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2018 LMG Poisson Chat Vietnam 40.44
MG+LMG Barramundi Vietham 2-54
LMG Truite Allemage 10
LMG Truite République Tchéque 7.73
LMG Carpe Biélorussie 0.42
CcVv Poisson Panga Vietnam >CCD
Ccv Poisson Panga (peau) Vietnam 0.8
2019 LMG Truite Italie 134
LMG Poisson Chat Vietnam 40.44

323 /HV GRQQpHV GIYpWXGHV VFLHQWLILTXHVY FRQIRUWHQW

/HV UpVXOWDWY DQQXHOV GHV 1&08d/mes) et d&3 RASHKRIES\BE. O OR C
EtDWV OHPEUHYVY GH OY8( GpPRQWUHQW TXH PDOJUp OHXU L
restent utilisés frauduleusement. Cette occurrence pourrait étre liée parfois a une cause

HQYLURQQHPHQWDOH UHMHWYV GTLQG X VRpWLKIR/GS$IIVUGH HPLEC

en Europe ne couvrent pas tous les colorants dans leur périmetre, et que la recherche analytique

presque centrée seulement sur MG pourrait biaisée les résultats. Mais CV, également recherché
SDU FHUWDLQHV GHV PpW KR BH wloafd (D @taxsHmemBrésFld U Q D

recherchent), serait beaucoup moins occurrent dans les produits aquacoles. Plusieurs études

scientifiques (liste non exhaustive) sont recenséeessous epuis 2010,

corroborentes résultats
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Figure22: EWXGHV VFLHQWLILTXHY GH UHFKHUFKH GH FRORUDQWY GDQV O}l

Lee et al.(Lee et al.,, 2010pnt présenté une analyse de 253 produits de poisson
transformés provenardes marchés locaux d@borée (année d'échantillonnage non
indiquée). Les échantillons ont été analysés par HBMQLOQ: 1,0 pgkg) et les
résultats posifs ont été confirmés par L&IS/MS. Des résidus de MGVG ont été
détectés dans un échantillon devete a une concentration de 2,6 kmy/

Des échantillons de carpes (n = é2jle truites aren-ciel (n =30), prélevés entre 2009

et 2011 dans des exploitations piscicoleCematie, ont été analysés pour déterminer
les résidus de MG, a l'aide d'un tE&tiISA spécifiquea MG (CCE 0,68 ugkg). MG a

été détectélans 13 échantillons, mais a des concepmatinférieures a la MRPL de
2ugkg %LODQGaLu.HW DO

Oliveri Conti et al.(Oliveri Conti et al., 2015pnt analysé des échantillons de bar
(n=15) et de dorade (n = 15) prélevés dans une usine d'aquaculttakeeen 2013.

Une méthode ELISAwec une LOD de 0,2 pg/kg a été utilisédG a été détecté a des
concHQWUDWLRQV DOODQW MXVTX jugkg dany NBoHW &9 M X

56.6% des échantillons.
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Des échantillons d'anguilles européennes sauvages ont été collée&den et 2009

en Belgique (n = 91 sites; 1 anguille / site)SRXU XQH pWXGH GIRFF
environnementaleLes échantillons ont été analysés pAiPLC-MS/MS (LOD:

0,05 pgkg). MG/ILMG ont été détectés dan®5.3/74,8 % des échantillons,
respectivement. Des comteations allant jusqu'@,969.61 ugkg ont été rapportées

pour MGet LMG, respectivemen(Belpaire et al., 2015)

Des échantillons (r 144) de truites arenciel, collectés en 2011 dans des piscicultures
iraniennes, ont été analysés pdéterminer la présence de M®IG par HPLGUV

(CCD 0,16 ug/kg pour MG). Des résidus de MG (somme de MG&MG) ont été
détectés dans 4% des échantillons & des concentratiamomprises entre 0,3 et

146,1 ugkg (Fallah and Barani, 2014pe nouveau, une étude plus récentddeni

et al (Barani and Tak, 2017) a examiné d présence de résidus #&G dans

177 échantillons de poisson d'élevag8g ¢arpest 92 truites arenciel) achetés dans

le nordouest de Ifan de 2014 a 2013.a méthode d'immune@ssai enzymatiquEC E

<1 pgkg), a identifié la pésence deMG dans 108 échantillons de poisson, ce qui
correspond a 61,86 du total des échantillons examineompris entre 0,35 et

7,12 pgkg. Les résultatont indiqgué que l'utilisation dMG dans les piscicultures
iraniennes est fréquente.

Des échaiitons (n = 37) de diverpoissors enMalaisie acheté sur 11 marchés
différents ont été analysés podéterminer la présence de MBIG par LGMS/MS.

Les résultats ont montré que la somme des résidus de MG et de LMG dans la présente
étude allait de 0,534,1 ug/kg et présents dans 16 échantillons sur 37 (42é%¥sidu

le plus élevé étant détecté ddmpoissorchat domestique ray&wan et al., 2018)

Giaccone et alGiaccone et al., 2018®nt étudié la présence de MIGMG, BG, CV et

LCV par LC-HRMS dansla chairdu poisson. Une limite de décisio& & . FRPSULVH
entre 0,55 et 0,62 kg a été estimée.ad_méthode a été utilisée avec succes pour
détecter les résidus de colorant dans 73 échantillons de poisson, comme prévu dans le
plan national de contrdle des résidus. Soixamrgize échantillons, y copmis de la truite

HW GX EDU RQW pWp DFKHWpV DXSUqganl@ld. Brigt-l pUHQ W \
deux de ces échantillons ont été trouvés contaminés par des colorants en quantité
VXSpULHXUH j &&. /D SUpVHQFH GH 0* Ho/Wosgif$ a8%8 GDQV \

mise en évidence, avec des concentrations plus faibles de leurmiéatmlites.
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3.2.4 Conclusions et perspectives de recherche

Figure23 'LDJUDPPH VLPSOLILp GITpYDOXDWLRQ GHV UdtowmmslV SRXU XQH V

I TREMHFWLI XOWLPH GTXQH pYDOXDWLRQ GH ULVTXHV HV\
permet de faire évoluer la reglementation en émettant des régles de gestion def-igpaass
.CetteévaOXDWLRQ VH SUpSDUH HQ DVVRFLDQW OD FDUDFWf¢
OfH[SRVLWLRQ /H SDUDGLJPH GYDQDO\WH GHV ULVTXHV
Alimentarius comme un procédé comportant trois composant&fpYDOXDWLRQ GX U
gestion du risque et la communication du risquB.QV OfDQDO\VH GHV ULVTXHYV

fonctionnelle entre les évaluateurs et les gestionnagesshues est décrite comme essentielle

pourassurer l'objectivité scientifique du processus d'évaluagsemidques.

Nous nous sommes axés dans cette these sur des travaux méthodologiques, visant a rechercher
des résidus marqueurs endogenes et exogenes de poissons contaminés par les colorants. Comme
QRXV ODYRQV YX GDQV FHW WdadracteeafignhodédHdahgeFs€suRdeU D SKL T
OfXWLOLVDWLRQ GHVY FRORUDQWY HQ DTXDFXOWXUH HVW |
GIDFWLRQ HW OHV VHXLOV GH WR[LFLWp RQW IDLW OYREMFE
mais des rapprochements ergteictures sont souvent réalisés pour les autres colorants. Ainsi

certaines études éparses, sur les substances de la famille des Victoria par exemple, démontrent
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TXH GI{DXWUHYV FRORUDQWY VWUXFWXUDOHPHQW SSURFKHYV
'DQV OH UDSSRUW CEHSA §t(a6 307 Hes éxperts ont rappelé que

Des données concernant la présence de métabolites supplémentaires dans les poissons
et les crustacés devraient étre géegre

Des informations supplémentaires sur leetér de MG et de LMG au cours de la
transformation des aliments devraient &ipgenues

Les mnnaissances concernant la toxicocinétique et la biodisponibilité de MG / LMG
chez 'hommear des modelds vitro devraient étre renforcées

Les informations @encernant la génotoxicité potentielle des métaboliteiéthylés
devraient étre développé.

Les adduits de I'ADN et du GSH observés chez les rongeurs doivent étre caractérisés.

Ces conclusions démontrent que, méme pour MG qui est le colorant le mietteriséa ce

jour, des données complémentaires seraient nécesgairerenforcerOfpYDOXDWLRQ GH |
Il serait intéressant en particulierdttHQIRUFHU OHYV FRQQDLVVDQFHV VXU O
et leur toxicité dans les produits contamindsigré un contréle important déployé dans le

monde entier au cours des 15 derniéres années, MG est toujours utilisé comme le montrent les

G R QQ pttMreBceMG restedonc O XQ GHV SUHPLHUV SUREOQPHV j Up
contr6le des résidus de colotaen aquaculture dans le monahais il est également nécessaire
GIDQWLFLSHU VXU OHV SUDWLTXHV HQ pOHYDJH HW SDU

permettant leur contréle.

'fXQH SDUW OD FRQWDPLQDWLRQ GTXQ O R\daptdti®ReésV VRQ S
SUDWLTXHV LQWHUGLWHY HQ UpSRQVH j OD UpJOHPHQWDW
TXL QH VRQW SDV DVVH] SULV HQ FRPSWH GDQV OfYpYDO
OYH[SDQVLRQ GH OfDTXDFXO W ddthbinde mandial® BnXpyokéines, SopiS R Q G
WURLY DVSHFWV G{YXQH SUREOpPDWLTXH FRPPXQH j ODTX!
traité les points sur les caractéristiques physhimiques des colorants et de leurs résidus, leur
surveillance réglementaireads les denrées alimentaires et leur occurrence en terme
GIfH[SRVLWLRQ ¢ ¢hapifeddE PXRWXDSHKLTXH VXLYDQW WUDLWHU
de métabolisme pour orienter les méthodes analytiqudstur en vue de répondre a une

caractérisatin plus précise des dangers auxquels les consommateurs sont exposes.
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4 La métabolomique comme outil pour
OfpYROXWLRQ GHV PpWKR
recherche de biomarqueurs de traitement

Ces 2ernieresannéesOH EHVRLQ GYDQD
rapides, sensibles, et prges des molécules

telles que les médicaments et leurs
métabolites dans les matrices biologiques
complexes ont conduit a une amélioration
continue des technologies de séparation et de
détection physicehimique de type CL/SM.

La science du métabolisme eta
VSHFWURPpWULH GH PDVVH RQW pWp FRPELQpPp GH IDoRQ D

gracea la mise au point d'instruments analytiques modernes extrémement serssibles,

disponibilité de bases de données sur les métabolitasxgirogres de lgbio)-informatique
(Want et al., 2007)

En analyse physiecohimique pour la surveillance des contaminants et médicaments
vétérinaires, HV VXEVWDQFHY HW PpWDEROLWHV G sui@g3dandrW FRU
les matrices biologiques|'aide danéthodologiesimples etiblées. Cependant, dans certains

cas, ces approches ciblées ne permettaient pas la détection de certains cammposépar
HIHPSOH GH QRXYHOOHV VXEVWDQFHYVY DQDEROLVDQWHYV LC(
pratiques erélevage(GallartAyala et al., 2015)Les scientifiques ont ainsi progressivement

pu ouvrir les yeux afin de scruter les étres vivants, les problématiques, les processus, les
PpFDQLVPHVY GIDFWLRQ &HWWH QRXYHOOH ORJLTXH LQ
développement denouvelles approche®©MICS, qui incluent lamétabolomique Cette
RXYHUWXUH VXU Of{HQVHPEOH GHV PpWDEROLWHY IDEULT Xy
j OYDSSDULWLRQ HW DX GpYHORGSHER dup Bdht uHdmbWH FK QR O |

positivement au domaine de la sécudiés aliments
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4.1 Le métabolome, définitionet principe

Dans son rapport « Using 21st Century Science to Improve- RBIODWHG (YDOXDW L
OYDFDGpPLH @ téliniVaFrigtdisplbriyle comme étank / § pd scientifique des
SHWLWHYVY PROpFXOHY PpWDEROLWHYV GH SURGXLWV FKLP
vivant (de maniére endogene) ou extérieur a ce systeme biologique (de maniére exogene)

(National Academies of Sciences and Medicine, 20Hile est représengdans la derniére

étape de la cascadeomics» (Figure 24) faisant suite aux modificationsxpressionnelles

génomiques et transcriptomigu@xpression des genes et leur régulation), puis protgami

(analyse des protéinggnérées suite a la régulation génjque

Figure 24 : Représentation schématique des différentes sciencesmics». Source: (Steuer et al., 2019)

Le termemétabolome est apparu pour la preére bis dans une étude de séquencage du
génome de la levure en 19@3liver et al., 1998) Plus précisémentemétabolomeeprésente

@ffsemble desubstances métaboliqués faible poids moléculaire (<1 kDedpntenes dans

un systeme biologique sdjue de<ellules, des fluides biologiques (urine, plasma et sdeg)

tissus ou encore les organismes vivaftes métabolitesinteragissat au seindu systéme

biologique étudié dans des conditions génétiques, nutritionnellesemtironnementales

données. llspEYHQW rWUH FODVVpVY VHORQ OHXU RULMNa@H HQGR
et al., 2007)A cet égard, la métabolomique est une source exceptionnelle de découverte de
biomarqueurs, qui présente des avantages par rapport aux autres approcheqRyaq el

Robards, 2006)
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a /9 H Qn&Rbolome

3DUPL OHV PpWDEROLWHV HQdeR&apQIeéme o) disibguey He® WD Q W
métabolites primaires, directement impliqués dans les processus indispensables au
développement normal et a la reproduction ddsles| et les métabolites secondaires qui sont
spécifiques aux plante€es métabolites appartiennent a différentes familles chimiques telles

gue les acides aminés, les acides carboxyliques, les alcools, les antioxydants, les nucléotides,

les polyols ou etore des vitamines.
a Le xénemeétabolome

Le concept dexénométabolomea été définit au début des années 200Mhmeétant«la
description multivariée du profil du métabolite xénobiotique (composé étranger) d'un individu

ou d'un échantillon provenant d'umdividu qui a été exposé pdifférentesvoies possibles
(délibérément ou accidentellement) a des médicaments, des polluants environnementaux ou des
composants alimentaires qui ne peuvent pas étre completement catabolisés par des systemes
enzymatiques mébaliques endogénes(Holmes et al, 2007)

@ La métabolomique en sécurdés aliments

/ID PPWDERORPLTXH VIDSSOLTXH | G HuUeché&peréphr@lidée enDULpV
chimie clinique(Mayr, 2008) la pharmacologie, la toxicologie, afin de relier @xposition

chimique (mesure des substances chimiques parentes ou de leurs produits directs de
biotransformation/dégradatipa uneffet biologique (mesure de biomarqueurs indirects dont

OH QLYHDX G 1HI[-3WddsakpriRn® cehgaautivexnent a teeexposition).

/IYNDSSOLFDWLRQ GH OD PpWDEmRe Rdtimdnkales GBt Qappel@eHV V)
«métabolomique alimentaire», représentée schématiquemsnat la|Figure 25| Elle peut
VIDSSOLTXHU j WR X§sterreg aftmeR&ndsy R X VU GHHW, De0a ferme a
OfKRPPH \ FRPSULY OD SURGXFWLRQ GH UHVVRXUFHYV DOL]|

produits alimentaires et la consommation alimentaire@4rK R Kimket al., 2016)
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Figure 25: Les trois principales applications de la métabolomique alimentaire, de la ferme a I'homme: la

production de ressources alimentaires, la transformation industrielle des aliments et la consommation

alimentaire par 'homme. Source: (Kim et al., 2016)

Le métabolome alimentaire est défini comme la partie du métabolome humain directement issue

de la digestion et de la biotransformation des aliments et de leurs consti@esaiments
SHXYHQW DLQVL rWUH PRGLILpV SDU canfebi@ létts/ MsidesQ GH FF
comme ceux issus de médicaments administrés en production animaesont donc évalués

HW FRQWU{OpV DILQ GH VY{DVVXUHU TXfLOV QH SUpVHQWEL

(sécuritésanitaire des aliments

a La métabolomiqueHQ VpFXULWp FKLPLTXH GHV DOLPHQWYV G¢I

Les applications de la métabolomiqueséaurité chimique des alimerss diversifient de plus

HQ SOXV DILQ GYREVHUYHU OHV SHUWXUEDWLRQV SK\VL
applications liéges 0D GpWHFWLRQ GIXWLOLVDWLRQV LOOLFLWHYV
FRQFHQWUDWLRQV RX HQ PpODQJHbétaenislds, GpidddYDJIH
thyréostatiquespu a la présence de contaants (dioxine,+$3 3 & Yoke|Tableau 10
UHFHQVH OHV DSSOLFDWLRQV HQ VpFXULWp FKLPLTXH GH
D S S O L F D WtbhvcQlogieXfigzFeRpoisson.
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Tableau 10: Etudes métabolomiques réalisées en LEIRMS dans le domaine de sécurité chimique des
DOLPHQWYV GTRULJLQH DQLPDOH

Molécule Espéce Matrice Instrumentation Référence
Elevage
Cocktail stéroides bovin urine LC-OrbitrapMS, XCMS (Dervilly-Pinel et

UPLC-ToFMS, al., 2011)

MetAlign
amoxicillin, poulet muscle LC-Q-TOFMS (Hermo et al., 2013’
cephapirin,
ceftiofur
cimaterol, bovin urine LC-OrbitrapMS (Dervilly-Pinel et
Zilpaterol, al., 2015)
ractopamine,
clenbuterol,
mabuterol
RevalorXS “ bovin sérum LC-OrbitrapMS (Kouassi Nbughet
trenbolone et al., 2015)
acetate estradiol
Clenbuterol, porc urine LC-Q-TOFMS (Wu et al., 2015)
salbutamol,
ractopamine
Enrofloxacine bovin lait LC-OrbitrapMS (Junza et al., 2016)
Ractopanime porc sérum LC-OrbitrapMS (Peng et al., 2017)
Boldénone + bowvin urine LC-OrbitrapMS (Kaabia et al., 2018
cocktail stéroides
Cefquinome Poule oeuf LC-OrbitrapMS (Gaugain et al.
Ceftiofur pondeuse foie 2019)

fiente

Poisson (éceoxicologie/sécuritédes alimentys

Bisphénol A Méné atéte d¢e Mucus de LC-MS/MS (Ekman etl., 2015)
boule la peau
Contaminants Gardon Plasma, NUHPLGNESFTOFMS  (David et al., 2017)
chimiques, de gonades,
rejets d'effluents rein,
aprés traitement branchies,
des eaux usées foie
UV filter Daurade Cerveau, UHPLC-OrbitrapMS (Ziarrusta et al.,
oxybenzone juvénile foie, 2018)
plasma
Riviere associée Meunier muscle LC-MS/MS (Roszkowska et al.
au developpemen! pgir 2019)
des sables
bitumineux

doo0 a



Partie I. synthese bibliographique

Chezle poisson, la métabolomique est trés utile pour étudier la qualité de la chair en fonction

GX W\SH G mhbdmiRistr@a®rbaguaculty@uan et al., 2018; Parsons et al., 2018; Zhao

et al., 2018) ou encore pour étudier les effets de la consommation de poissons sur notre
métabolismgRodrigues et al., 2018; Setkéajem et al., 2019; Shi et al., 201Dapelb et al

ont par exemplévalué les risques dERQVRPPDWLRQ GH WKRQ URXJH GH O
de la sécuritéles alimentsPLVH HQ GRXWH j FDXVH GHV QLYHdnX[ GTDF
pesticides aganochlorés au niveau hépatique. lls ont appligugapproche métabolomique

basée sur la technique de-RMN (Cappello et al., 2018)/HV p W X G4b¥icob§ie F R
XWLOLVDQW OD PpWDERORPLTXH @wuw@tréaﬁyéem FKH]
par proflaJH SHUPHWWHQW GIpWXGLHU OfLPSDFW GHV SROOXI
fait étre corrélées avec les questions de séalegéalimentsGDQV OH VHQV Re OTKRPF

dernier maillon de la chaine alimentaire.

a /JHV GLIIpUHQWYV &¥é&SiHélalBI§micii8 UR FK

Dans @ domaine spécifique da sécurité chimique des aliments étudié par des approches
PpPWDERORPLTXHYV XQH GHV GLIILFXOWpV UHSRVH VXU OD J
doiventrefléter soit la présence éventuelle dedésichimiquegxogenesdans notre étude ils

VRQW LVVXV G&XRQAQWHUDR W/HPHOHWG Hsoit IR @deehEe@&\métabilitesU G L W H
transformés pales processus d'absorption, de distribution, de régulation et de métabolisme
cellulaire. $SLQVRLFOYILVLWLRQ GHV VLIQDX[ JpQpUpV SHUPHW G1p
GH IRQFWLRQQHPHQW ELRORJLTXH REVHUYpHV j OTpWDW Q
variation du taux de certains métabolites, qui seront-egpsmés ou suexprimés Cet

ensemble de variations significativdsvient UHSUpVHQWDWLIVE X QV WOUYyLUWHH P\
suffisamment prédictif. Le ou les métabolitetenuspeuvent alors accéder au statut de

« biomarqueur » capable de dépister un traitemeamsbiomarqueurs GfH[SRVLWLRQ FD>
etdeffet RQW IDLW OJREMHW GTXQH @voild Bdati aRiQnt&hapdnalVH SD L
Programme on Chemical, 1993) , OV WUDGXLVHQW OHV pWDSHV VXFFHVV
j XQH GRVH LQWHUQH a ur 1X¥s® HiolGgr)\verhent@Mcace (hidmarqueur
GYfH[SRVLWLRQ FDXVH HW GIXQ HIITHW ELRORJLTXH SUp
IRQFWLRQ ELRP D WHhXeésXthvipauf avahthyeéd/de la métabolomique est donc

G 1D S S U p K iHep@baiibn©Obiologiques liees a une exposition chimique, alors que les
modificationsdu génome et du protéoreent souvent trés faibles et indétectables.

dol a



Partie I. synthese bibliographique

$XMRXUGTKXL OH FKRL[ GHV WHFKQLTXHY DQDO\WLTXHV C
stratégis, reposant sule stade auquel l'identificatiates métabolites est effectu@aunn and
Ellis, 2005) a savoir (i) le profilage»et « (i) OTDSSURFKH QRQ FLEOpH RX JOF

(i) En profilage O YD S S U R F Kod peliVatve Edale@enthon cibléesUGHQW LW p
GHV PpWDEROLWHV QYHVW SDV FR @&abblites/ fLGpH
spécifiqgues(exogenes)u des perturbations le long d'une voie métabolique
(endogenes). (Q PRGH FLEOp OYLGHQWLILFDWLRQ IRUP}
GIXWLOLVHURQ@ X WDIQGOYBFFpGHU j XQH TXDQWLIL

[ /D GpWHUPLQDWLRQ G 1HP&ptdcthe i ciFl¢ayyaR ORP L T X
OfLQVWDQWHEHQQTHOQWEHPEOH GHV PpWDEROLWHYV SU
VDQV QpFHVVLWpP GIYLGHQWLILfDWésR@anRI¥nsGH TXD

présentant différentes conditions biologiques<:( échantillons traités et

échantillons témoins) elle estalors généralemerduivie de l'application de
méthodes statistiques polV H Q Wdttifierdgs métabolites présentant des
différences significatives de niveaux de concentration entre les échantillons
étudiés. Cette approche a été appliquée a une large vadéténatrices
biologiqus FRPPH OTXULQH O HeSnmilieuwkeelulaie® VDOLYH

Nous verrons, dans le chapitre suivante qies méthodologies pluridisciplinaires et bien
SUpFLVHVY VRQW PLVHV HQ °XYUH ORUV GH FHVY DSSURFKHYV
GIDQDO\WH FKLPLTXH HW FKLPLRPpWULTXH SRXU OD UH
exogenes. Dans le cadre deeétude sur les colorants, les deux approches ont été appliquées,

une approche globale et une approche de profilage en partie ciblée.

42 /D PpWDERORPLTXH QRQ FLEOpH -SRXU
meétabolome

Une approche métabolomiquenciblée ouglobale comprenglusieurs étapesvec pouibut
GIpWXGLHU OD G'BV LD RIX®HWipsEe® ¥ J U RiXiBddxna fraités,

dans notre cas des poissons. Plus la variabilité liee au processus de traisnpeimgsons sera
maitriséeet plusles varations biologiques seront visibles et permettront de distindeer

potentiels marqueurs pertinenff DFTXLVLWLRQ GHV HPISRMSoQrikdld FKLPLT
ensembled&s RQQpHYV TXL VHURQW UHWUDLWpPHY HW H[SORLWpHYV
GDQV OH EXW GYREVHUYHU FHV GLIIpPUHQFHYV
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Les étapes principales de cette approche, schématiséessous{Figure 26) sont: la

préparation des échantiig la proGXFWLRQ HW OfDFTXLVLWLRIEGHYV VLI
traitementdes données générées incluaditX U DQ Q RW D W LR Q itkeWifica¥idh Qe X HO O H
métabolites 0 biomarqueurs,et enfin si nécessaireOfLQWHUSUpWDWLRQ ELF

biomanueurs identifiés.

Figure 26: Le workflow de la métabolomique alimentaire. Il comprend la collecte d'échantillons
alimentaires et humains, I'extraction d'échantillons de métabolomes, I'analyse
instrumentale a I'aide d'outils analytiques et I'analyse statistique de données métaboliques
et leur interprétation biologique. Source: (Kim et al., 2016).

4.2.1 Workflow pré -analytique

a Collecte des échantillons

Avant de se lancer dans une analyse métabolomigoboix du plan
expérimentatle la phase animagsst primordial, afin de répondre a la
guestion biologique souhaitgqui est dans notre cas de repérer des
différences biologiques entre des poissons traités aux colorants et des
poissons non traité€e desigrest nécessaire pour garantir gue méme
les plus petites variations biologiguement jpemntes du métabolome
puissent étre mesées avec précision et que ces variatisaent significativement plus
importantes que les modifications perturbationgntroduites lors de la réalisation de I'étude

(Gika et al., 2016)La qualité des données g&aes a partir d'une expérience de profilage est

donc un résultat directe laqualité du plan expérimental(Engskog et al., 2016)
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PourexemplFRQFHUQDQW OHV SRLVVRQV G fohidiguedebibassids/y SD UD
doivent étre parfaitement m&atLVpV HW VXLYLV WHOV TXH OD WHPSpUL
GIR[\JgQH OYDEVHQFH GH apsi\yue S\ cHrscteBtitjue® physiGusl deX

SRLVVRQV WHOV TXH OfHVSqgFH HW O @®aniohletaH, 202)H VH[H Ol

Ensuite, la réflexion se porte darnature des échantillons biologiquesgui seront appropriés

j OTpVEXKGPHrPH TXH OIDWWHQWLRQ SRUWpPH DX[ SUBOgqYHPHC
tissus, les biofluides (sang, urine, féces, liquide sénsake, bile, liquide céphalmachidien)

et la culture cellulairesont souvent cités et notammdntine et le plasma comnftuides
biologiqguescouramment utilisés, car ils sont relativement faciles a obtenir et sont collectés de
maniere relativement nomvasive. Les feces, sont également souvent prélevés chez les
animaux, comme chez les bovins par exemple, a condition de trouver des conditions
GITH[WUDFWL®RE&bronGdd alW pd.XLes échantillons moins courants a étudier
comprennent le liquideéphalerachidien, la salive et le sperme, ainsi que divers échantillons

de tissus. Les échantillons tilesus, a la différence délsidesbiologiques peuvent étre utilisés

pour quantifier les empreintes métaboliques spécifiques a un organe, ce quiddudedr les

origines des métabolites. lIs refléteauvent mieuxes changements métaboliques au sein de

'hote. &HVY pFKDQWLOORQV SUpVHQWHQW SDU FRQWUH OfLQF
nécessitant alors une optimisation économe du non®DQLPD X[ SRXU OfH[SpUL
(Stella et al., 2017)

Chez les poissons, les branch(éen et al., 2018¢t le mucugReverter et al., 2018ont des
PDWULFHYVY DW\SLTXHV DSSRUWDUWchartiWnriag@sdgde WALRQV G
préparatioret la gestion des échantillosemme le stockage (souvent réalis8@°C), sont

esseriels pour une analyse optimale.

a Extraction

/ITpWDSH G ddrjdéte b prépgar& @s échantillons de la fagon la plus simple possible en

vue de limiter toute sourcele variabilié externe et surtout récupérer un maximum
Grfformation. Cette étape dépend de plusieurs aspects tel®queQDW XUH GH OfYpFKD
@fproche envisagé /HV GLIIpUHQWYV WLVVXV UHWHQXV SRXU Ofp\
de facon &viter les intercontaminations. Par exemple, dans le cas du poisson, le prélévement

de sang peut conduire a une contamination de la peau.

Ensuite, dférentes méthodes d'extraction sont utilisées pour optimiser la récupération des

composésle caractéristjues physicechimiques variées @gui different aussi bien au niveda
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leur taille,dela nature de leurs groupements fonctionraddeur volatilité,deleur polaritéou

encore deOHXUV FRQFHQWUDWLRQV SK\WWLRORJLTXIétdodes FH MR
DQDOWLTXH XQLYHUVHOOH FDSDEOH GH Edslstetégidsd Hev VH U |
prétraitemenplus ou moins ciblégseuvent inclure ultrafiltration, précipitation des protéines,

extraction par partage liquidguide, extractiorpar SPEdérivation chimiqueet évaporation

suivie de la reconstitution en solution dans un soleaninélange de solvanépproprié pour
OYDQDIRXY¥H OHV pWXGHV PpWDERORPLTXHV QRQ FLEOPpPH\
généralement un prétraitemeninimal afin de prévenir la perte potentielle de métabolites. Les

étapes de prraitement des échantillons peuvent étre assez simples, sgmararempldes

composes de faible poids moléculaire des protéines et/ou des lipides en utilisactirigads
GTpOLPLQDWLR Q DestHmélahyes@él $b@dntsd de/polarité différentes, méthanol et
acétonitrile pour les métabolites polaires, ou dichlorométhane et chloroforme pour les
métabolites apolaires sont souvent utilisés. Par exemple, Fu et al @# util mélange
acétonitrile:isopropanol:ea(B:3:2, v/v/v) pour extraire des composés endogenes chez des
HPEU\RQV GH JHEUDILVK j OD VXLWH GTXQ WUDLWHPHQW
métabolites significativement altérés (uréeide citrique D-(+)-galactose, Eglucose,acide

stéarique, kproline, phénylalanine, acide-glutamiqg (Fu et al., 2019) 3R XU OfH[WUDFWL|
métabolites dans les biofluides, on utilise donc souvent des méthodes de prétraitement non
sélectives, telles que la techngg dilute and shoot » et la précipitation de protéines par solvant,

dans la mesure ou elles permettent une couverture étendue des métabolites et des analyses a
haut débit\Vuckovic, 2012; Raterink et al., 2014)

a Génération de données par-HRMS

Le choix de la méode la plus appropriée polar production des données métabolomique
vadépende GHV PROpFXOHV pWXGLpHV GHV YRLHV PpWDEROLTX

doit reposer sur un compromis entregdaustesse, la sélectivité et lansibilité instrumentale

Figure 27), en particulier pour la recherche de composés exogenes qui parfois se trouvent

masqués par le signal prépondérant de composés endogenes
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Figure 27: 3aDUDPQWUHV XWLOLVpV SRXU GpFULUH OHV SHUIRUPDQFHV GYX
Source:(Moco et al., 2007)

Les techniquesde séparation chromatographiqueuplées ala spectrométrie de masse
notamment laLC-MS, la GC-MS, se sont révélées tresiles pour génér des données de
métabolomique. Maisek métaboliteddoivent alors généralemengétre séparés du liquide

biologique avant leur détection par le spectrometeegui rend ces méthodes plus lentes et plus
complexes qupar exempléda spectracopieparRMN. Cependantellesoffrent une sensibilité

beaucoup plus élevée et permettent donc de mesurer quantitativement un plus large spectre de
métabolite{Miggiels et al., 2019)

Tableau 11: Récapitulatif des performances(résolution, exactitude en masse) des différents analyseuds
spectrométrie de masse

Analyseur Résolution Exactitude en masse
FWHM (m/z 400) (ppm)
'H OTRUGUH GH

Quadripdle 3000 200

Piége a ions (2D/3D) 5000 200

Temps de vol 800060000 2-1¢?

Orbitrap 100 000 <3

Résonance cyclotronique (F° 10000000 <1

ICR)

2 En utilisant un calibrant interné Selon la puissance du champ magnétique

Concernant la partie séparation chromatographique, la génération de chaines de type UHPLC
ces 15 derniéres anrga participé au développement des recherches en métabolomique, par
XQH VpSDUDWLRQ GHV PpWDEROLWHY DPpOLRUpH XQH GLP
XQ VLIQDO VXU EUXLW HW XQH FDSDFLWp UpVROXWLYH GH
(Want et al., 2007)La tendance actuelle a la miniaturisation des techniques de séparation tend
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a aller vers des débits encore plus réduits, compatibles avec des sources spectrométriques de
type microspray et nanospray ou méme de remplacer la sépatationatographique par des
WHFKQLTXHV GILOQWURGXFWLRQ GLUHFWH GDQV OD VRXUFF
GHV VRXUFHV pOHFWURSVUD\ (6, (Q WHUPHYV GYDQDO\VH?>
grandes variations de performances damstrumentation entre les analyseurs a temps de vol

(TOF) et les spectrometres de masse a transformée de Fourier (FTMS) basés sur des analyseurs
de masse a trappe orbitgldardman and Makarov, 2003; Hu et al., 2005)a résonance
cyclotraniqueionique(ICR) (Tableau1l). RathalaeParisHW DO GpWDLOOHQW OH SD(
HRMS (pouvoir de résolution en masse supérieur AP utilisés en métabolomiquen
SDUWLFXOLHU SRXU OHXU DstfietQrleliédimEdbQiteRadfmhaetdari@ W LI L F D\

et al., 2016) La technologie Orbitrap, utilisée dans le cadre de cette these, présente de

multiples avantageSenyuva et al., 2015; Ghaste et al., 2016)

Une résolution de masse élevée avec la possitidiiéscriminer les métabolites

DYHF XQH HUUHXU GH PDVVH GH OfRUGUH GH ] :
HIWUDLW PpWDEROLTXH FRPSOH[H HW GH PLQLPL
attributions de formules moléculaires.

Une 1fexibilité dans le choix de la sme dionsou de la technique de
fragmentation.

Une capacité a effectuplusieurs étapagefragmentatior(MSn), utile pour une

caractérisatiomccruedes métabolites de composés inconnus

Les données brutes, par exemple acquises avec tHRMS-Orbitrag vont consister pour

chaque échantillon en une série de pics caractérisés chacun qarple m/z2TR avec une

intensité donnée(représentation 3D) /fpWDSH GYH[WUDFWLRQ GHV VLJQDX
OD VXLWH GH OTDQDO\VH Geélde gereeeuneibase(de @dmnéeb bisitddJaP H W
pSXUHU HQ IRQFWLR QartefctEdl Héh WddBdant®R das le€ Jonné&sI HV W
SRXUTXRL OD FRQVWLWXWLRXGEHH O NRQUGABWHGE DQ M HFWTIXRH
seront injectés, ewtitue eégalement un parametre a maitriser. Ces échantillons devront étre
injectés de facon aléatoi(edépezRuiz et al., 2019)en intercalant des contréle qualités (QC)
nécessaires pour -g@igner les pics chromatographiques dérivant légerement en t@enps

rétention (TR), mais aussi en rapport massecharge /2.

do7 a



Partie I. synthese bibliographique

4.2.2 Analyse et traitement de données

La quantité et la complexité des données prodpaesneseuleexpérience denétabolomique,
QRWDPPHQW SDU OfDFTXLVLWLR Qde-seciréOMMaceshient d&e® OD\D J|
outils automatisépour le prétraitement, l'analysgatistiqueet l'extraction d'informations
biologiques utiles & THVW G DL O O sirXisdi de 2i\DlateS géxéréégde le plan
GIH[SpUIRPEUH GITPROBLXYWLRQV H[SpULPHQWDIO&ME SUpO:
optimisé. Lors de cettétude, une platd RUPH GpGLpH UHJURXSDQW XQ H
statistiques et chimiométriques pour chaque étapeaitement des donnéesété utilisée. |l
VIDJLW Gidrn@ Balsx® & Wdilow4metabolomics ¥Giacomoni et al., 20153t du

package XCMS du logiciel RStudides données brutesnt alorsiécomposéest traitées (les
dimensions «nzh, «intensité» et «temps de rétention», le cas échéant, sont combinées pour
produire FH TXH OfRQ [Oéathitd® OuHca@ttéristiquesCes logiciels disposent
GI{DOJRULWKPHYV PDWKpPDWLTXHV géttdirrantgd@negsai DV V X UH
une détection automaiue et un alignement des signalke fois ces donms éclaircies,d
prétraitement est ensuite suivi du traitement statistique des dorr@éecherche de signaux
discriminants est réalisée en comparant les empreintes des échargjangés en clusters

pour mettre en évidence leurs similarités owdedifférences.Un modele statistique est
construiten appliquant un traitemede donnéeson supervisé (ACP) et/ou supervisé (PLS).

La méthodologie est longue a détailler de facon exhaustive, et comme les modeéles statistiques
QTIRQW SDV pW pnieietent (Excppte & trild¥seatures» ou caractéristiques, et
OfDQQRWDWLRQ GHV VLIJQDX[ HOOH VHieBsouf(aSidItPHQW V
al., 2011; Antonelli et al., 2019; Chaleckis et al., 2qFegure 28).
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Figure 28: 5SHSUpVHQWDWLRQ GX WUDLWHPHQW GH GRQQpPH\WoGrEX:QH DQDO\)Y
modifié de (Gallard-Ayala et al., 2015.
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Une fois le ou les signaux de potentiels marqueurs idertdidsne significativement modifiés
ELRORJLTXHPHQW XQ ORQJ FKHPLQ UHVWH j SDUFRXULU M
«annotation? /H ZRUNIORZ VXLYL SRXU OYDQQRWDWLRQ GH FRP
la consultation de bases de donnpegposant alors souvent plusieurs formules chimiques
corrélées a la masse exacte du composé détecté et dont le niveau de correspondance est fonction
GH O HUUHXU GH PDVVH IL[pH SDU OYDQDO\WWH QRUPDOH
formule a été @&ectionnée, si le spectre expérimental MS/MS est aussi fourni, il peut étre
FRPSDUp DYHF OHV VSHFWUHV WKpRULTXHV IRXUQLV GDQV
GTXQH LGHQWLWp VDQV pTXLYRTXH QH SRXUUD éntdsIDLUH 1
caractéristiques (masse exacte, schéma de fragmentation, profil isotopique) et de parametres
expérimentaux supplémentaires (par exemple, le temps de rétention et les spectres UV/VIS ou
RMN). Enfin, il faudra confirmer les hypothéses avancées para@ispn avec les composeés
standards de ces molécules analysés dans les mémes conditions. De plus, toute information
biochimique, bibliographique, ainsi que toute autre information pertinente, doivent étre prises

en compte dans l'annotation du comp@déco et al., 2007.)

43 3URILODJH GH PpWDEROLWHYV inyiRIEGQHV |
INn Vivo

/ITDSSURFKUWHRILODIH GHV PpWDEROLWHY H[RJqQQHWorHVW GLI

ciblée présentée précédemmeanhs le sens aun a priori existequanta la connaissance des

UpDFWLRQV GX PpWDEROLVPH OrPH VL OYDFTXLVLWLRQ GH

HRMS), lar WUDLWHPHQW SHXW V{IDSSOLTXHU VDQV OHV RXW

méthodologie seriiblée.Les échantillons générés sitant le métabolisme proviennent de

méthodologiesn vitro ou in vivo. L'intérét pour les méthodés vitro s'est considérablement

accru ces dernieres années pour des raisons économiques, pratiques et Etltiisaton de

lignées cellulaires comme afhatives aux test® vivo est de toute facon indispensable en

S D UW L F X éalddtlotsdesgisqu@dinitairesles produits chimiqueseuls ou en mélange,

étant donné le nombre considérable de substances chimiques a tester. La démarche

méthodologige in vitro pour un profilage de métabolites exogénes est présentiEssnus

Figure 29’.
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Figure 29 : Schéma conceptuede la conception G 1 X Q P RnGvigro khez le poisson pour évakr la
biotransformation de xénobiotiques, et les biomarqueurs couramment examin&ource: Inspiré de
(Franco and Lavado, 2019).

4.3.1 Les systémedn vitro pour les études dumétabolismechez le poisson

a Microsomes et fractions S9

Les systemesn vitro, tels quela fraction S9 ou les microsomes de faiesont intéressants a

SOXV GIXQ WLWUH FDU L O mpéimentitsQrivelatwdomienteu/caat@ux? X Y U H
Ce sont donc des modeles de choix pour les études de screening a haliad@éhdtion
surrageantes9 estobtenue a partir d'un homogénat damme (généralement le foie) centrifugé

a 9000 g pendant 20 minutes dans un milieu appropeite fraction contienle cytosol et les
microsomes. Legnicrosomes FRQWHQDQW OHV LVRIRUeéngywhes 8 HW
réticulum endoplasmiqu@guvent étre isoléde la fraction S@ar une seconde centrifugation.

'HV IUDFWLRQV 6 GH WUXLWH R Qdlirgnte hépafigude Ipxoguits/ DILQ ¢
pharmaceutiques, comme le diclofénac et le sulfaméttwe®, par une approche de déplétion

GH VXEVWUDW /HV UpVXOWDWY QYRQW PRQWUp DXFXQ |
bioaccumulatiorfConnors et al., 2013)Zlabek et al ont utilisé les fractions microsomales dans
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plusieurs études pour étudier létabolisme de certains xénobiotiques et les CYP450 impliqués
(Vestergren et al., 2012; Zlabek et al., 2016; Burkina et al., 2018a; Burkina et al.,.2018b)

Pour des raisoréconomique et pratique, l'utilisation de fractiomsrosomales été largement
proposée pour des évaluations rapides du potentiel de bioaccumulatiemprarisation, un
processus qui est devenu de plus en plus important depuis l'introduction de la réglementation
européenne REACH en 2006e principe repose sur le faju'il existe uneelation inverse

entre le degré de métabolisme et le potentiel de bioaccumulsigammoinses systemeis

vitro QH UHIOgQWHQW TX1XQ HsPDiesEusHné@RbbIiQUBMI @ BHIBtEO Vel G
dans desiépatocyteen culture primaireCes limitaions, notamment I'absence de cofacteurs
desenzymes de phase I, I'activité de courte durée dans les incubations et I'hnypothese inhérente
d'absorption cellulaire de produits chimiquessgendrentune prévision inexacte des taux
métaboliques et des profitsétaboliquegUchea et al., 2013Par conséquentes systéemes ne

| R X U Q L ViMdirépvésaniafiopartiellede la situationn vivo (Tableau 12).

a Heépatocytes primaires

Les hépatocytes sont responsables ded@nité des fonébns hépatiques comme notamment
la biotransformation des xénobiotiqudéls sont donc souvent employés afin de déterminer la
pharmacocinéque et le potentiel toxique de xénobiotiqiresitro. Les hépatocytes en culture
primaire représernta priori, le modéle cellulaire hépatique le plus proche de la situation
vivo FKH] O f Kdedritsduvent comme leGold standarch. En revanche ils présentent
beaucoup de variabilité irat et interespécesFraichement isolé$es hépatocytaseconservent
leurs caractéristiquest lesfonctions spécifiques du fomuetransitoirementetdes altérations
fonctionnelles ephénotypiques sont rapidement observées. De plus, leur disgéngileur
survie sont limitéegGuillouzo, 1998)Actuellemant, la cryocoservation est la seule méthode
disponible a long terme pour le stockage d'hépatocytes primagesépatocytes de poissons
SHXYHQW pJDOHPHQW rWUH XWLOLVpVY HQ IRQFWLRQ GH O
biotransformation pemienteqFay et al., 2017)

@ Lignées cellulaires

Le premier intérét pour les lignées cellulaires de poisson était principalement motivé par la
péche etlOHXU LQWpUrW pFRQRPLTXH SR X UaiOdap3iNeX Gnidéed BOY Y L U X
ces lignées cellaires ont également commencé a étre utilisBeR UV GTpWXGHYV WRJ[LFI

Aujourd'hui, plus de 280 lignées cellulaires ont été établies, dont 43 sont commercialisées
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(Lakra et al., 2011)Les lignées cellulaires de poissons sont considérées comme étant d
meilleurs représentants que les lignées cellulaires de mammiféeres les plus couramment
utilisées, car elles expriment des enzymes et des protéines spécifiques et peuvent étre exposées
aune plage de températures plus large pour l'incubat®me nécesent pas d'incubateurs
spécifiques complétés de dioxyde de carbone et peuvent étre consmmdést de longues
périodes a 4C, évitant les étapes de congélatat de décongélation inutiles. Elles sont donc

plus faciles a entretenir et a manipuler ehtcairement aux cultures primaires, produisent des
résultats hautement reproductib(®golf and Quimby, 1976)Elles ontétédéveloppées pour
évalueren particulierla toxicité des mélanges de produits chimiques tels que les,Hag?

produits pharmaceutiggsou encore les nanoparticul@ermejeNogales et al., 2017)

D'autres tentatives pour rendre les systémegro plus réalistesplus prédictifs et plus proche

G Hin @io ont reposépar exemplesur le développement de modelesdimensionnels (3D)

telles que les sphéroides d'hépatocytes pour prendre en compte les interactions cellulaires
existentin vivo 'HV VSKpURWGHYV LVVXHV GTXQH OLJ@etpeF HOO X O
RTL-W1 ont été produites et caractérisées fonctionnellement pguremiére foien 2019

(Lammel et al., 2019Ces études suggerent que les sphéroides des hépatocytes de truite arc
enciel conservent un statut biochimique, morphologique et fonctionnel élevé et qu'ils
pourraient s'avérer étre des modeéles plus réalpias les tests de toxicittomparés aux
monocouches 2D traditionnell@isammel et al., 2019D'autres méthodes prometteusiédes

méthodes de coulture bénéficient des avantagggportés par lesaractéristiques de pliesirs

moddes cellulairegKrovel ¢ al., 2011)
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Tableau 12 : Principaux modéles issa de cellules hépatiques de poisson

Modéle cellulaire Principales caractéristiques Intérét-Entretien Référence

microsomes Enzymes microsomales (CYP< Economique (Han et al., 2009)
Systemes non complets pas Conservatior80°C
GYRUJDQHOOHYV SD\
facteurs de conjugaison

S9 Cytosol (enzymes de conjugaison) Economique (Ucheaet al., 2013)
enzymes microsomales (CYPs), ¢ Conservatior80°C.  (Connors et al.,
de cofacteurs de conjugaison 2013)
(OECD, 2018)
Lignées cellulaires Adhérentes, épithéliales Maintenues dans le (Lakra et al., 2011)
defoie (RTI:W1) Faibles taux enzymatiquesr temps, réstantes (Thibaut et al.,
rapport aux hépatocyt¢€YPs et  aux 'T°C. Plus 2009)
cofacteurs de conjugaisgn) simples que pour
Reproductibilité. mammiféres (faible
taux métabolique).
Hepatocytes Membrane cellulaire intacte, Stockage135°C (Fay et al., 2017)
primaires de caractéristiques préservées, Maintenues peu de (OECD, 2018)

poisson variabilité GpSHQG GH O temps (pertes de
Nombreusegnzymes (CYPs et capacité) mais facile

cofacteurs de conjugaison) GIXWLOLVD\
incubateur CO2 et
T°C).
Sphéroides Cellules les plus représentatives d Viables plus de 30 (Uchea et al., 2015
foie natf (forme, polarité). jours. (Lammel et al.,
Expression des enzymes du 2019)

métabolisme et des transporteurs
membranaires

4.3.2 Les enzymes CYP450 de biotransformation chez le poisson

'DQV OH PLOLHX Diliotdey drgaxisme®©viMdrtS &uX xénobiotiques déclenche des
LOQWHUDFWLRQV HQWUH OHV V\VWgQPHV FKLPLTXHV HW ELR!
FKH] OTDQLPDO GH SHUWXUEDWLRQV ELRFKLPLTXHV HW
ELRPDUTXH Xtibw s@f HgsSdarddtéristiques qui seront mesurées objectivement et
pYDOXpHV FRPPH LQGLFDWHXU GT1XQ SURFpGp ELRORJLTXH
GIXQH UpSRQVH SKDUPDFRORJLTXH QGYaHderO§stdtaR 2003y LRQ Gt
Les voies générales généralement sidarées sont le stress oxydahtie métabolismelUne

liste exhaustivede biomarqueurs de poiss@n été examinée dans une revue portant sur
OfHVWLPDWLRQ GHV ULVTXHV He ¥rizyhieQde HitttdrdMimax{ FRPSU
(phases | et Il) les parametres de stress oxydatés produits de biotransformation
(métabolites) les proteines A VWUHVYV G {D,Xa&V dés\parBrigtreB\diver HV

(hématologiques, immunologiques, de reproductioendocriniens, génotoxiques,
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neuromusculaireghysiologiques, histologiquesiorphologiquep Des voies plus spécifiques

sont également analysées en fonction du type de produits chimiques pris en compte.

Lors de notre étude du métabolisme endogeseactivités enzymatiques CYP450pliquées

dans la biotransformation des xénobiotiques, ici les colorants, ont été examinées. Ces enzymes
sont impliqguées dans différentes phases du métabolisme comme explicité daregraphe

1.33. Pour rappel, les enzymes de la superfamille CYP mamtipalement respwsables du
métabolisme oxydatif de la phase I. Le CYP1A, esseati@ilés instruithez le poisson, est
principalement responsable du métabolisme des HAP, des dioxines et des PCB et est induit par

le récepteunucléaireAhR. Son activié est un biomargaur majeur erécotoxicologie.Le
QRPEUH GYLVRIRUPHV GX JgQH GX &<3 GLIIqQUH-¢éhQaNVUH OHV
détient au moins 6 isoformé3onsson et al., 2010)/ Y HVWLPDWLRQ GH OTDFWLYLYV
facilement parOD PpWKRGRORJLH GH -@tRoxypeddotufd i@dedtliylas2)Le

CYP3A est 'emyme CYP la plus polyvalente. Ekst responsable du métabolisme de plusieurs

types de produits chimiques, tels que les produits pharmaceuti@iesunssi les hormose
stéroidiennesChez le poisson, les CYP3 impliqunt [eCYP3A, dominantdans le foie, puis

le CYP3B efe CYP3C.Le xénobiotique peut subir aussi une réaction de phase Il consistant en

la conjugaison de®olécules hydrophilesvecle glutathion (GSH),acide sulfonique ou l'acide
glucuroniqueavec pour objectif déaciliter leur excrétion Les enzymes responsables sont les
glutathionS-transférases  (GST), les sulfotransférases (SULT) et les -UDP
glucuronosyltransférases (UGT). Enfin, en pHdsée composé métabolisé est excrété hors de

la cellule Le métabolisme se produit principalement dans le foie mais a également été observé
dans d'autres organes tels que les branchies, l'intestin ou le@/amder Oost et al., 2003)

4.3.3 La truite arc -en-ciel canme modéleG {pW XGH
@ Une espece tres facile a élever

La truite areen-ciel (Oncorhynchus mykis®st I'espece'dau froide la plus étudiée, car les
GLIIpUHQWY VWDGHYVY GH PDWXULWp GH OfY°XIl j OfDGXOWH
(Wolf and Rumsey, 1985)L'habitat naturel de la plupart des truites-aneciel est I'eau douce

aune température d'environ 1€ &n été. L'espece tolére des températures de 0 a 25 ° C mais
l'optimum pour une bonnganté se situe entre 10 et T2tandis qu'une exttente croissance

dans des conditions de bonne qualité eleul'se produit entre 15 et 2D.%es poissons males

arrivent a maturité entre Q& P R &closgrie,fmais pour la plupart, les stocks ont tendance

a marir M X \aTag® de 2 ou 3 ans selan température de l'eau et la disponibilité de la
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nourriture(Gall and Crandell, 1992Facilementélevéeet maintene dans desonditions de

laboratoire, la truite aren-ciel estun modele utile et une espéce standard pour les tests de
toxicité notammentElle est considérée comme l'une des espéces les plus sensiblaseea

GH WR[LFLWp DLIJXs HW GRQF UHFRPPDQGpPH SRXU FHV WH
douce Un avantage majeur de la truite-areciel est la grande diversité de lignées ceiteln

établiesa partitGH FHW RUJDQLVPH FH TXL ODLVVH iOWiR®SERUWXQL

étudesdn vivo.

a Les organes majeurs du meétabolisme

Les branchies sont un organe d'une importance vitale pour les poissons. Responsable des
échangegazeux, de I'osmorégulation, de la diffusion ionique, de la régulation du pH, du bilan
azoté, il est le principal site d'absorption des contaminants d'origine hydrique. Cet organe est
également métaboliguement actif. En raison du réle pivot des brantchiesommage peut

avoir des conséquences graves sur |'état de santé de I'organisme et il présente dodc un gran
intérét enécotoxicologie(Evans et al., 2005)Un deuxieme omne d'importance majeure en
écotoxicologie du poisson est le foie en raison decapacités métaboliques élevées et de son
U{OH FUXFLDO GH GpWR[LFDWLRQ ,0 HVW pJDO#&#dQW WUq
la production des réserves alimentaires des alevins. Un large éventail de biomarqueurs liés a cet

organe a étearatérisé
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/ $tat des lieux des connaissanpessenté dans la Partie 1 de ma thésé en évidencée
probleme de santgour les consommateuynsosé pales résidushimiques issus delorants
utilisés en aquaculture. Il est par conséquent important de continuer a féatiserveillance

et si possible de la faire évoludfn tant qudaboratoire européen (l-RE) en charge des
activités de référence sur le contréle derésglus de colorants, neavons pour tache d®us
assurer que les méthodes analytiquas les contrélesont en adéquation avec les évolutions

reglementairest sociétales.

MG est le colorant de la famille désarylméthanes (TAMs)e plus utiliséet aussie plus

étudié, car sespropriétés pharmacologiques sont multiplemtiparasitaire, antimicrobien,
antifongique. Il permet de traiter un grand nombrepdéhologies touchant les poissons
GfpOHYDJH VRXPLV j GH QRPEUHX[ VWUHVV OLpMes OTHQY
notamment intensives ' 1 D X W U H VsimiRiteR pré3enidtités propriétés antibactériennes
VXVFHSWLEOHV GIfrWUH H[SORLWpHV HQ BHWU®NLFXWHRV LGIDR
de O DTXD EXOrMtaX Viblet (CV)aussi appelé Violetle Gentianeou encore leVert

Brillant (BG) et parfoianémele Bleu de Methylene (MB) sont, en ce semigjaintégrés dans
certainegméthodesG { D Q D O\ Vdéntgok Xffici€d. Ha famille des Victoria représente une
autreclasse pertinente a étudier carsont des colants dérivés des TAMSC{H@BWDLOOH XUV
pourguoi le Victoria pure blue bo (VPBO) nous a paettinent &tudier plus spécifiquement

En dépit deleur efficacité, les colorants sori présent trégéglementéesGDQV OY8QLRQ
Européenne du faW GH OHXU WR[LFLWp SRXU CGITKRWPB RKW T&RH Q
nombreux pays ont adopté une toléradite « zéro résidus ». LLes metabolitessous forme

de leucobasesontégalementeconnus commxiques S I D F F 2hPdait3 les tissumimaux

pendant de longues 