CQMITE SCIENTIFIQUE DE L'AGENCE FEDERALE POUR LA
SECURITE DE LA CHAINE ALIMENTAIRE

AVIS 22-2007

Objet : Présence de vert malachite et de vert leucomalachite dans le poisson
d'élevage (dossier Sci Com 2007/31).

Le Comité scientifigue de I'Agence fédérale pour la Sécurité de la Chaine
alimentaire,

Vu la loi du 4 février 2000 relative a la création de I'Agence fédérale pour la Sécurité
de la Chaine alimentaire, notamment I'article 8 ;

Vu l'arrété royal du 19 mai 2000 relatif & la composition et au fonctionnement du
Comité scientifique institué auprés de I'Agence fédérale pour la Sécurité de la
Chaine alimentaire ;

Considérant le réglement d’ordre intérieur visé a I'article 3 de I'arrété royal du 19 mai
2000 relatif a la composition et au fonctionnement du Comité scientifique institué
aupres de I'Agence fédérale pour la Sécurité de la Chaine Alimentaire, validé par le
Ministre le 27 mars 2006;

Vu la demande d'avis de I'Agence fédérale pour la Sécurité de la Chaine alimentaire
concernant la présence de vert malachite et de vert leucomalachite dans le poisson
d'élevage;

Considérant les discussions menées lors de la réunion du groupe de travail de 24
ao(t 2006 et de la séance pléniére du 14 septembre 2007;

émet l'avis suivant :

TERMES DE REFERENCE

Dans la Décision 2002/657/CE' de la Commission figurent des limites de
performances minimales requises (‘minimum required performance limit’, MRPL)
pour des méthodes d'analyse visant a détecter des substances pour lesquelles une
tolérance zéro est d'application. Pour la somme du vert malachite (VM, CAS No.
569-64-2) et du vert leucomalachite (VLM, CAS No. 129-73-7) dans des produits
d'aquaculture, la MRPL est fixée & 2 ug/kg. Sur base de la Décision 2005/34/CE? de
la Commission, ces MRPL sont utilisées comme limite d'action afin d'empécher que

! Décision 2002/657/CE de la Commission du 12 aodt 2002 portant modalités d'application de la
directive 96/23/CE du Conseil en ce qui concerne les performances des méthodes d'analyse et
l'interprétation des résultats. Journal Officiel n° L 221 du 17 aolt 2002

2 Décision 2005/34/CE de la Commission du 11 janvier 2005 établissant des normes harmonisées pour
les tests de détection de certains résidus dans les produits d’origine animale importés des pays tiers.
Journal Officiel n° L 16 du 20 janvier 2005

1/10



des produits a teneur plus élevée ne soient mis dans le commerce. De plus, méme si
la concentration en résidus est inférieure a 2 pg/kg, l'utilisation de VM est considérée
comme illégale et une enquéte doit étre réalisée et des mesures adéquates prises a
I'encontre de l'opérateur en question.

Récemment, on a détecté la présence de VM et de VLM dans des truites d'élevage
(truites fario et arc-en-ciel) en des concentrations supérieures a la MRPL. Le VM est
un produit anti-protozoaires et antimycotique qui était haguére largement utilisé en
aquaculture, mais dont l'utilisation est a présent interdite. Devant I'impossibilité de
démontrer immédiatement un usage illégal dans les établissements en question, on
a émis I'hypothese d'une pollution environnementale (Note du CER, Marloie,
20.06.2007).

Dans les établissements d'aquaculture concernés, le poisson est élevé dans des
viviers en terre situés pres d'une riviere. En amont des établissements, on n'a pas
détecté de VM ni de VLM dans la riviere. Il n'y a pas d'indications d'une
contamination industrielle.

Les résidus de VM détectés sont quasi exclusivement présents sous forme de VLM.
Les concentrations en VM détectées sont essentiellement inférieures a 0,1 ppb, avec
un maximum de 0,2 ppb. Les concentrations en VLM, en revanche, sont plus
élevées, a savoir de I'ordre de quelques dizaines de ppb. Chez un des aquaculteurs
concernés, on a également prélevé des échantillons du fond de différents étangs.
Les analyses du sol (terre du fond + cailloux, la berge, terre + cailloux du fond en
aval) ont donné des concentrations comprises entre 1 et 13 ppb pour le VM et entre
0 et 18 ppb pour le VLM.

Les questions suivantes sont posées au Comité scientifique :

1. La présence de résidus de VM et de VLM dans le poisson d'élevage peut-elle
étre provoquée par une contamination environnementale ?

2. Dans l'affirmative, est-il possible de formuler des recommandations concernant :

a) des criteres qui permettraient aux agents de I'AFSCA de différencier la
présence de résidus dans le poisson due a un traitement des animaux, par
rapport a une contamination environnementale;

b) les conditions pouvant entrainer une contamination environnementale du site
(par ex. le temps écoulé entre I'utilisation du produit et la contamination du
site, le type de production, le type de site : terre/béton, quantité et type de
sédiments, etc.);

c) les mesures que peuvent prendre les établissements d'aquaculture pour
éliminer / réduire cette contamination environnementale afin que l'on ne
retrouve plus de résidus dans le poisson ou que la concentration des résidus
soit inférieure a la MRPL.

3. Existe-t-il & ce jour des éléments permettant de déceler I'existence d'une toxicité
plus faible des résidus de VM et de VLM en cas de contamination
environnementale ? Dans I'affirmative, faudrait-il fixer une MRPL / limite d'action
différente dans le cas d'une contamination environnementale, et laquelle ?

La motivation de la demande d’avis est la suivante :

Dans le cas ou on constate une contamination lieée a [I'environnement, les
établissements d'aquaculture en question pourraient, sur base de critéres fixés par le
Comité scientifique, étre disculpés et on pourrait proposer des mesures adéquates
correspondantes. Il est a remarquer que le poisson n'est pas mis sur le marché et
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gu'il est détruit, qu'il s'agisse d'un usage frauduleux de VM ou d'une contamination
environnementale.

IDENTIFICATION DES DANGERS

Structure du vert malachite

W

T

P

Vert malachite vert leucomalachite
(comme hydrochlorure ou oxalate)

Applications du vert malachite

Le VM est un colorant synthétique commercial qui est/était utilisé pour diverses
applications, par ex. pour colorer des étoffes (soie, laine, jute, cuir, coton) et du
papier, comme additif et colorant alimentaire, comme indicateur de pH, dans
l'industrie acrylique (BfR, 2007 ; Srivastava et al., 2004).

Le colorant triphénylméthane VM a été utilisé dans les aquacultures du monde entier
pour le traitement des infections fongiques et parasitaires du poisson. Il était
notamment utilisé comme désinfectant général de l'alevinerie en vue de traiter les
ceufs de poissons contre les affections fongiques et de lutter contre les
ectoparasites. Le VM s'avérait également efficace dans le traitement de la ‘néphrite
proliférative’, une affection protozoaire systémique de la truite. Le VM était utilisé
parce qu'il est peu co(teux, efficace et plus facilement disponible.

Le dosage du VM varie de 100 ppm (appliqué en tamponnant durant quelques
secondes), a 0,1 ppm (utilisé dans des traitements de plus longue durée dans les
viviers d'élevage) (BfR, 2007). L'utilisation du VM est interdit en Europe depuis 1999.

Analyse

Le VM est trés instable et difficile a quantifier. Plusieurs méthodes de détermination

des résidus de VM ont été décrites dans la littérature, comme notamment :

- ‘liquid chromatography tandem mass spectrometry’ (limite de détection = 0.2 ppb)
(LC-MS-MS) (Bergwerff & Scherpenisse, 2003)

- ‘High performance liquid chromatograpy’ (HPLC) avec détection photométrique VIS
(limite de détection = 1 ppb) (USFDA 2004; Afssa, 2002)

- spectrométrie (limite de détection = 1,2 ppb) (Pourreza & Elhami, 2007)

On peut retrouver plus de détails concernant ces méthodes en consultant les

références citées.

CARACTERISATION DES DANGERS
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Toxicité

Les connaissances scientifiques concernant la toxicité du VM et du VLM chez les
animaux de laboratoire et chez I'homme, ainsi que chez les poissons, sont encore
incomplétes (BfR, 2007; Afssa, 2002). Selon une opinion de 'EFSA, le VM et le VLM
doivent étre considérés comme des colorants génotoxiques et/ou carcinogenes
(EFSA, 2005a).

La plupart des études concernent I'exposition orale. Dans certaines études avec des
animaux de laboratoire, le VM a été associé a une toxicité hépatique, a lI'anémie, a
des anomalies de la glande thyroide et a des effets néfastes sur le développement
du foetus. Il y a des indices que le VM et le VLM sont carcinogénes et mutagenes in
vivo (BfR, 2007; Health Canada, 2005; Srivastava et al., 2004; Afssa, 2002).

Selon Health Canada, le VM a un potentiel mutagéne in vitro faible chez les
bactéries. L'induction de dommages a I'ADN sous la forme d'adducts est indirecte et
reversible. Par conséquent, il n'y a pas de preuve suffisante de la génotoxicité in vivo
du VM. Par contre, le VLM peut étre considéré comme étant mutagéne et clastogéne
in vivo (Health Canada, 2005; UK COM & COC, 2004).

Aux USA, des études ont été réalisées concernant la toxicologie et la carcinogénicité
du chlorure de VM et du VLM chez les rats et les souris dans le cadre du "National
Toxicology Program” (Culp, 2004; NTP, 2004). Il y avait des indices de
carcinogénicité du chlorure de VM et du VLM chez les rats, et du VLM chez les
souris (UK COM & COC, 2004).

En ce qui concerne la toxicité aigué, des valeurs LCso de 30,5 pg/l a 383 pg/l ont été
rapportées pour le poisson (respectivement pour la bréme, le ‘bluegill’ et le saumon
Coho), et des valeurs LDso comprises entre 50 et 275 mg/kg de poids corporel (oral)
pour les rats Wistar (BfR, 2007)*. Health Canada mentionne sur base de I'‘étude NTP
2004 (NTP, 2004) une 10 % 'benchmark dose' (BMD) de 36 mg/kg de poids corporel
/ jour et une ‘lower benchmark dose’ (BMDL) de 20 mg/kg de poids corporel / jour.”

L'Agence alimentaire francaise Afssa a proposé en 2002 une DJA (‘dose journaliére
acceptable’) provisoire de 0,15 pg/kg de poids corporel / jour (Afssa, 2002).
Toutefois, dans un rapport récapitulatif en préparation d'une évaluation du risque
concernant le VM, qui sera effectuée par le JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives), le BfR allemand estime que par manque de données,
il est impossible de fixer une DJA (BfR, 2007). Food Standards Australia New
Zealand a tiré une méme conclusion (FSANZ, 2005). Comme le VM connait
plusieurs applications (applications vétérinaires, colorant pour articles de
consommation, colorant alimentaire illégal), une approche holistique est nécessaire
pour le développement d'une évaluation du risque.

Le BfR et FSANZ ont calculé sur base de quantités de VM et de VLM détectées dans
du poisson une MOE (‘margin of exposure') supérieure a 10.000 (BfR, 2006)°.
D'aprés I'EFSA, une MOE supérieure a 10.000 correspond a un risque carcinogéene
faible a négligeable; le composant concerné peut étre traité avec une faible priorité.

% LDso et LCso: respectivement la dose et la concentration donnant 50 % de létalité

* La ‘benchmark dose’ ou BMD est un point de référence standardisé qu'on obtient par modélisation
mathématique de données expérimentales venant d'essais sur animaux. La BMD estime la dose
donnant une réaction faible mais mesurable (généralement 5 ou 10 % d'incidence au dessus du
contréle). La 'lower benchmark dose' ou BMDL est la limite inférieure de l'intervalle de fiabilité de 95 %
de la BMD.

® La ‘margin of exposure’ ou MOE est le ratio entre un point donné sur la courbe dose-réaction et
I'exposition.

4/10



Toutefois, les composés qui sont aussi bien génotoxiques que carcinogénes ne
peuvent pas étre sciemment ajoutés a des denrées alimentaires ni étre utilisés a un
stade antérieur de la chaine alimentaire si leurs résidus sont génotoxiques et
carcinogénes. L'approche MOE ne peut étre appliquée que dans les cas ou des
composants tant génotoxiques que carcinogénes ont été trouvés dans des denrées
alimentaires, quelle que soit leur origine, et ou il y a un besoin de situer les risques
éventuels pour ceux qui ont été exposés a ces composants (EFSA, 2005b).

Sur base d'une évaluation du risque, Health Canada est parvenu a la conclusion que
le risque potentiel de la consommation de poisson présentant des teneurs en résidus
de VM et de VLM inférieures & 1 ppb® est négligeable pour 'homme, méme dans
I'nypothése d'une consommation quotidienne pendant une vie entiére de poisson
présentant une telle teneur en résidus (Health Canada, 2006).

Facteurs influencant la toxicité

Dans Srivastava et al. (2004), il est fait référence a des études suggérant que la
toxicité pour plusieurs espéeces de poisson est influencée par divers facteurs tels la
température, le pH, la dureté et I'oxygéne dissous dans l'eau. La toxicité du VM
augmenterait a température plus élevée (NTP, 2004). La toxicité du VM serait
également influencée par la présence d'ions Ca** et de composants humiques. Le
colorant qui est chargé positivement entrerait en concurrence avec les ions Ca** pour
les sites de liaison chargés négativement sur les composants humiques. La survie
des poissons qui ont été exposés au VM est la plus élevée dans I'eau ayant un faible
ratio de Ca®'/substances humiques (Meinelt et al., 2001, cités par Srivastava et al.,
2004).

Absorption, distribution, métabolisme et élimination chez les poissons

Le VM est rapidement absorbé via la peau et les branchies des poissons. Cette
absorption est plus rapide lorsque le pH et la température de I'eau sont plus élevés.
Le VM est ensuite entrainé dans le flux sanguin et se diffuse entre différents tissus et
organes. Dans les cellules, et notamment au niveau du foie, le VM est rapidement
métabolisé. Les métabolites, dont la principale est le VLM, sont ainsi stockées dans
la graisse, les muscles, les reins et le foie. Tandis que le VM serait rapidement
éliminé par l'organisme, I'élimination du VLM serait lente, en particulier dans la
graisse (Afssa, 2002). En général, on sait peu de choses sur le métabolisme du VM
dans le poisson ou dans d'autres espéces (Health Canada, 2005; NTP, 2004).

Dans les poissons qui ont été traités avec du VM, 80 % et plus du VM est absorbé et
transformé en VLM. La demi-vie du VLM dans les muscles des truites serait de 40
jours. C'est vraisemblablement pourquoi la plus grande partie des résidus illégaux se
retrouvent dans le poisson sous la forme de VLM (Health Canada, 2005; NTP, 2004;
USFDA, 2004).

Lorsque des saumons ou des truites adultes sont mises une seule fois ou plusieurs
fois dans des bains de VM, on trouve des résidus de VM et de VLM dans leurs
muscles. Les concentrations de VM et de VLM dans les muscles seraient inférieures
a 10 pg/kg soit 12 mois apres le dernier bain a 12 jusque 14°C, soit 38 jours apreés le
dernier bain a 16°C. Ces différences peuvent partiellement s'expliquer par des
différences de conditions expérimentales et de méthodologie analytique (Afssa,
2002).

® valeur qui est appliguée comme directive intérimaire; voir plus loin
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La pharmacocinétique du VM et du VLM dépendrait notamment de la température.
L'élimination du VM et du VLM serait plus rapide lorsque la température de I'eau est
plus élevée (Afssa, 2002). La vitesse d'élimination du VLM serait en outre liée a la
teneur en graisse du poisson (Plakas et al., 1996).

Les études pharmacocinétiques démontrent cependant nettement la persistance
potentielle des résidus de VM et de VLM dans les muscles et la peau du poisson
(Afssa, 2002).

REPONSE AUX QUESTIONS POSEES

1. La présence de résidus de VM et de VLM dans le poisson d'élevage peut-elle
étre provoquée par une contamination environnementale ?

Il faut faire une distinction entre une contamination diffuse généralisée de
I'environnement (par ex. des PCB et des dioxines qui sont omniprésentes dans
I'environnement comme contamination de fond) et une pollution locale ou ‘hot spot’
(due, par ex., a la présence de PCB et dioxines dans un établissement donné a des
niveau de contamination élevés).

En ce qui concerne les aquacultures concernées, une contamination globale semble
exclue et il s'agirait d'une contamination locale de I'étang, tres vraisemblablement
consécutive a un usage antérieur intensif de VM comme fongicide. Toutefois, un lien
direct entre le V(L)M dans les sédiments et le V(L)M dans le poisson est difficile a
démontrer. Jusqu'a présent, il n'y a pas de données disponibles concernant la
corrélation entre la teneur en V(L)M dans les sédiments des étangs et la teneur en
V(L)M dans les produits d'aquaculture.

En Finlande notamment, on est confronté a une problématique similaire. On y a
trouvé également du VM et du VLM dans les sédiments d'étangs d'aquaculture en
des concentrations variant entre 1 et 200 ppb (communication interne avec l'agence
alimentaire finlandaise Evira). Dans la littérature également il est suggéré qu'il n'est
pas a exclure que la présence de résidus de VM et de VLM dans le poisson
d'élevage soit due a une contamination environnementale (BfR, 2007; Health
Canada, 2006; Srivastava et al., 2004), soit par déversement soit par persistance
dans les sédiments des étangs plusieurs années apres la cessation d'utilisation de
VM dans les établissements d'aquaculture. On ne sait pas clairement dans quelle
mesure le VM serait un contaminant inévitable, et un complément d'enquéte sur les
sources possibles de contamination est nécessaire (Health Canada, 2006).

La FEAP (Federation of European Aquaculture Producers) souhaite attirer I'attention
de la Commission européenne sur la problématique relative aux résultats d'analyse
positifs pour le VM dans le poisson dus a une pollution environnementale (FEAP,
2006).

2. Est-il possible de formuler des recommandations concernant :

a) des critéres qui permettraient aux agents de I'AFSCA de différencier la
présence de résidus dans le poisson due a un traitement des animaux, par
rapport a une contamination environnementale;

Dans la littérature scientifique, il n'y a pas de données disponibles permettant une
telle différenciation. Il peut, certes, y avoir des indications dans le sens d'une
contamination environnementale comme cause possible de la présence de résidus
de VM dans le poisson (voir 2b).
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b) les conditions pouvant entrainer une contamination environnementale du
site (par ex. le temps écoulé entre I'utilisation du produit et la contamination du
site, le type de production, le type de site : terre/béton, quantité et type de
sédiments, etc.);

Si le poisson contaminé par des résidus de VM a été élevé dans un étang en béton,
on peut exclure une pollution environnementale, car les viviers d'élevage en béton
sont régulierement nettoyés et désinfectés.

En Belgique, la truite arc-en-ciel est essentiellement élevée dans des viviers en
béton, alors que la fario est élevée principalement dans des viviers de terre. On peut
donc prélever des échantillons de truites fario visant spécifiquement la détection
d'une pollution environnementale.

Au cas ou des résidus de VM sont détectés dans le poisson, il serait intéressant
d'effectuer une enquéte sur le terrain. Les viviers de terre (et parfois aussi de béton)
sont généralement alimentés par de l'eau de riviere. En pareils cas, on pourrait
vérifier une éventuelle pollution au V(L)M en amont et en aval. Une établissement
d'aquaculture peut, en effet, étre contaminé par un autre établissement d'aquaculture
qui est établi en amont et qui applique frauduleusement du VM (Idem pour une
pollution industrielle).

On pourrait aussi notamment vérifier si des cas antérieurs de poisson contaminé par
du V(L)M sont déja connus dans [l'établissement, ou si on peut observer une
diminution de la teneur en V(L)M du poisson / des sédiments de |'étang, quelles
activités sont / ont été exercées en amont de I'établissement, etc.

c) les mesures que peuvent prendre les établissements d'aquaculture pour
éliminer / réduire cette pollution environnementale afin que I'on ne retrouve
plus de résidus dans le poisson ou que la concentration des résidus soit
inférieure a la MRPL.’

- Il ressort de la littérature que la bioaccumulation et toxicité du VM et du VLM pour
les poissons serait fonction de la température, du pH, de la dureté et de la quantité
d'oxygéne dissous dans l'eau, et du ratio de Ca®*/composants humiques. Il devrait
été envisagé dans quelle mesure on peut conseiller aux éleveurs de vider I'étang et
ajouter la chaux. Un passage temporaire a des conditions aérobies pourrait
promouvoir la dégradation microbienne de VM. D'autre part, il est nécessaire d’
examiner a fond quelle sera l'influence d’'une augmentation du pH (et des teneurs
Ca2+) de l'eau sur la stabilité de VM dans l'eau et I'absorption de VM par les
poissons.

- Si les sédiments peuvent servir de réservoir au VM, il faut les éliminer. Une telle
mesure n'est, certes, pas toujours possible d'un point de vue pratique.

- Une autre possibilité d'éliminer le VM est la dégradation microbienne par
'administration des substances spécifiques et/ou des nutriments. Papunitti et al.
(2006) ont démontré que le VM lié a I'amidon de froment était entierement dégradé
par le champignon Fomes sclerodermeus (Papinutti et al., 2006). La dégradation

"1l est a remarquer que la MRPL ou limite minimale de performance requise (‘minimum required
performance limit’) correspond & la teneur minimale d'un analyte qui doit étre détectée et confirmée
dans un échantillon. Le but de la MRPL est d'harmoniser les performances d'analyse des laboratoires
impliqués dans l'analyse d'échantillons officiels pour la détection de résidus de substances pour
lesquelles aucune teneur tolérable n'a été fixée (voir également les termes de référence).
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était fonction du pH. Toutefois, d'autres recherches sont nécessaires car le
développement microbien pourrait également encourager des affections parasitaires.

3. Existe-t-il a ce jour des éléments permettant de déceler I'existence d'une
toxicité plus faible des résidus de VM et de VLM en cas de contamination
environnementale ? Dans ['affirmative, faudrait-il fixer une MRPL / limite
d'action différente dans le cas d'une contamination environnementale, et
laquelle ?

Malgré le fait qu'il ressort de la littérature que la bioaccumulation et toxicité du VM et
du VLM dépendrait, pour les poissons, de la température, du pH, de la dureté de
l'eau et de I'oxygéne dissous dans I'eau et du ratio de Ca**/composants humiques,
ceci ne change rien a la toxicité du VM et du VLM pour I'homme, laquelle dépend de
la concentration de ces composés dans le poisson.

A titre d'information :

- Health Canada applique une tolérance zéro pour le VM dans le poisson destiné a
l'industrie alimentaire. Sur base d'une évaluation du risque et de la possibilité que le
VM puisse étre un contaminant inévitable, Health Canada conseille toutefois comme
directive intérimaire que le poisson ayant des résidus de VM et de VLM en une
concentration inférieure ou égale a 1 ppb puisse étre admis au commerce, a
condition qu'une enquéte exclue clairement l'usage illégal de VM pendant le cycle de
vie du poisson d'élevage (Health Canada, 2006).

- Le Japon appliquerait une limite d'action de 5 ppb (Health Canada, 2006).

CONCLUSION

La présence de VM et de VLM dans le poisson d'élevage pourrait étre une
conséquence d'une pollution de I'environnement (déversement, ou conséquence de
l'utilisation historique comme médicament). Un lien direct est jusqu'a ce jour
scientifiquement difficle a démontrer. De plus, il n'y a pas suffisamment
d'informations disponibles concernant l'ingestion, la distribution, la bio-accumulation
de résidus de V(L)M dans le poisson, sur une éventuelle variation interspécifique, sur
la dégradation du V(L)M dans I'environnement, ...

Deux types de mesures sont préconiseés :

- Réaliser un suivi et une enquéte approfondie pour confirmer la plausibilité
d'une contamination historique du site (type d’étang, origine de Ieau,
présence d’autres piscicultures en amont, informations sur épisodes de
contamination antérieurs (en quelle année et quelles concentrations
mesurées), mesures de MG et LMG dans sédiments, évolutions des teneurs
détectées, ...)

- Prendre des mesures d'assainissement comme, par exemple, la vidange de
I'étang, le dragage de I'étang avec enlévement des sédiments déposés sur le
fond et sur les berges (si pratiquement possible). En ce qui concerne, les
possibles traitements (chaulage, stimulation de la dégradation microbienne), il
est nécessaire de collecter davantage d’informations sur I'efficacité, sur de
possibles inconvénients et sur la faisabilité.

Finalement, le Comité scientifique souhaite signaler la nécessité de développer et
agréer des médicaments pour animaux efficaces en aquaculture afin de pouvoir offrir
une alternative a la possible application frauduleuse des produits comme le vert de
malachite.
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Au nom du Comité scientifique

Prof. Dr. Ir. André Huyghebaert
Président
Bruxelles, le 24 septembre 2007
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