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ABSTRACT: The anesthetic effect of clove essential oil and 2-Phenoxyethanol on tilapia Oreochromis niloticus is evaluated. For
this study, 200 specimens measuring 103 to 169 mm SL and weighing 29 to 135 g were collected from ponds at the CNRA
continental fishing and aquaculture research station in Bouaké and stored at 27°C in two thermostatically controlled tanks
supplied by a closed water circuit. These specimens were fed with the ternary compound food 3A, at a rate of 110 g/d. After
one week of acclimation, the fish were kept fasting for 30 h before the experiment. For the anesthesia tests, a device of three
tanks was used per anesthetic, one for the control solution (Water + 90% Ethanol), one for the anesthesia and one for waking
up the fish. The doses tested are 0.02, 0.04 and 0.06 ml/L of water for clove oil and 2.5, 5 and 10 ml/L of water for 2-
Phenoxyethanol. Clove oil is previously dissolved in a solution of water and ethanol at a rate of 0.02 ml for 4 ml of ethanol/L of
water. A control test without anesthetic was also carried out with the Water-Ethanol solution, in order to highlight the effect
of Ethanol. The results obtained show that clove oil has a higher anesthetic power on O. niloticus compared to 2-
Phenoxyethanol. The optimal effective dose is 0.04 ml/L of water compared to 0.5 ml/L of water for 2-Phenoxyethanol. The
respective time of total loss of reflexes fluctuates between 31 s and 1 min 56 s for the first anesthetic, compared to 1 min 36 s
to 4 min 08 s for the second at the minimum doses indicated. Ethanol has no anesthetic power on O. niloticus. The availability
of clove oil on the local market in naturotherapist pharmacies and its affordable cost, i.e. 15,000 CFA francs for a 100 ml dose,
make it a good candidate for the anesthesia of O. niloticus in aquaculture farms.
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RESUME: L’effet anesthésiant de I’huile essentielle de clou de girofle et du 2-Phenoxyethanol sur le tilapia Oreochromis niloticus
est évalué. Pour cette étude, 200 spécimens mesurant 103 a 169 mm LS et pesant 29 a 135 g ont été prélevés en étangs a la
station de recherche en péche et aquaculture continentales du CNRA a Bouaké et stockés a 27 °C dans deux bacs thermostatés
alimentés par un circuit d’eau fermé. Ces spécimens ont été nourris avec I'aliment composé ternaire 3A, a raison de 110 g/j.
Aprés une semaine d’acclimatation, les poissons ont été maintenus a jeun 30 h avant I’'expérimentation. Pour les tests
d’anesthésie, un dispositif de trois bacs a été utilisé par anesthésique, soit un pour la solution témoin (Eau + Ethanol a 90%),
un pour I'anesthésie et un pour le réveil des poissons. Les doses testées sont de 0,02, 0,04 et 0,06 ml/L d’eau pour I’huile de
clou de girofle et de 2,5, 5 et 10 ml/L d’eau pour le 2-Phenoxyethanol. L’huile de clou de girofle est préalablement dissoute
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dans une solution d’eau et d’éthanol a raison de 0,02 ml pour 4 ml d’éthanol/L d’eau. Un test témoin sans anesthésique a été
également réalisé avec la solution Eau-Ethanol, afin de ressortir I'effet de I'Ethanol. Les résultats obtenus montrent, que I'huile
de clou de girofle a un pouvoir anesthésiant plus élevé sur O. niloticus comparativement au 2-Phenoxyethanol. La dose
optimale efficace est de 0,04 ml/L d’eau contre 0,5 ml/L d’eau pour le 2-Phenoxyethanol. Le temps respectif de perte totale
des réflexes des fluctue entre 31 s et 1 min 56 s pour le premier anesthésique, contre 1 min 36 s a 4 min 08 s pour le second
aux doses minimales indiquées. L’Ethanol n’a pas de pouvoir anesthésiant sur O. niloticus. La disponibilité de I’huile de clou de
girofle sur le marché local dans les officines de naturothérapeutes et son colt de revient accessible, soit 15 000 F CFA la dose
de 100 ml, en font un bon candidat pour I’anesthésie de O. niloticus dans les élevages aquacoles.

MOTS-CLEFS: Oreochromis niloticus, Anesthésiques, Huile essentielle de clou de girofle, 2-Phenoxyethanol, aquaculture, Cote
d’lvoire.

1 INTRODUCTION

La densité de population, la lumiére, la vitesse du courant, les concentrations d’oxygéne et de COz dans I'eau, la qualité de
la nourriture mise a disposition, la manipulation des animaux et I’expérience des employés dans les fermes piscicoles, la santé,
le transport, I'hygiéne et les méthodes d’abattage constituent autant de parametres biotiques et abiotiques qui exercent une
influence sur le bien étre des poissons [1] ([2], [3]). Aussi, de forts taux de mortalité sont-ils observés chez ces organismes
aquatiques, lorsque les conditions de manutention sont inadéquates. Ainsi, le bien-étre des poissons constitue un enjeu pour
les exploitations piscicoles. D’ou I'utilisation d’anesthésiques, dans la plupart des cas, pour immobiliser les poissons en période
de manutention [4], [5], notamment, lors du marquage des poissons ou pour une sédation a long terme des spécimens faisant
I'objet d’opérations chirurgicales. [6] indiquent, par ailleurs, que des doses mortelles d’anesthésiques peuvent étre utilisées
dans certains cas pour euthanasier I'animal.

Dans la pratique, plusieurs produits sont utilisés pour assurer le bien-étre des animaux dont les poissons. De par leur nature,
on distingue les anesthésiques chimiques et les anesthésiques non chimiques. Sont classés dans la premiere catégorie, la
Tricaine méthane sulfonate (MS-222), la benzocaine, la lidocaine connue sous le nom de MC3Xylocaine, le métomidate, le
propoxate, le chlorhydrate de kétamine, le sulfate de quinaldine connu sous I'appellation commerciale MC11Quinate, le
propanidide, le 2-Phenoxyethanol connu sous les noms de phényle cellosolve, le phénoxéthol, I'éther monophénylique de
I’éthyléne glycol, I'éther phénylique du béta hydroxyéthyle, le chlorobutanol, le chlorobutanol connu sous les noms de
Chloretone, MC15Coliquifilm, Methaforme ou Sedaforme et I'huile de clou de girofle [4]. Dans ce groupe, on dénombre
également le méthylpentynol, I'halothane [2-bromo-2-chloro-1,1,1-trifluoroéthane], l'uréthane connu sous les noms
d’uréthane ou d’éthyle uréthane, le chlorobutanol et I’hydrate de chloral qui sont, par ailleurs, des anesthésiques chimiques
non recommandés pour les poissons. Cela, a cause de leur toxicité a différentes périodes de vie [7], [8], [9], [4]. L’anesthésie
non chimique concerne I'électroanesthésie qui est utilisée pour la capture des juvéniles et I'immobilisation des adultes de
poissons, I'hypothermie par abaissement de la température ambiante des poissons a I’aide de glace ou d’eau froide, et
I’anesthésie au dioxyde de carbone (CO2) qui est un gaz inflammable qui a une solubilité de 1,7 L/L d’eau [4].

Malgré cette panoplie d’anesthésiques, on note leur faible utilisation dans les exploitations aquacoles en Céte d’lvoire pour
la manipulation des poissons, du fait de leur faible accessibilité, puisque importés. Il en résulte, que I'identification au niveau
local d’'un anesthésique chimique de substitution peu onéreux, non toxique pour les poissons et pour la santé humaine
constitue un enjeu. Dans ce contexte, I'huile de clou de girofle disponible localement a un co(t accessible, entre 13000 et
15000 F CFA par flacon de 15 ml et dont des cas d’utilisation pour I'anesthésie des poissons, notamment les Salmonidae [10],
[11], [12], [13], [14], [15], [16], [17], [18] est signalé, semble un bon candidat. Toutefois, aucune référence bibliographique n’a
été enregistrée sur les effets de cet anesthésique sur la principale espece d’élevage en Céte d’lvoire et en Afrique sub-
saharienne, le tilapia Oreochromis niloticus Linnaeus, 1759. Aussi, s’agit-il dans le cadre de cette étude, d’évaluer son pouvoir
anesthésiant sur ce poisson et de comparer ces effets a ceux du 2-Phenoxyethanol, anesthésique utilisé par la recherche
piscicole nationale et importé a co(ts plus onéreux.
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2  MATERIELS ET METHODES
2.1 SITE D’ETUDE

Cette étude comparative des effets anesthésiants de I'huile essentielle de clou de girofle et du 2-Phénoxyéthanol été
réalisée a la Station de Recherche en Péche et Aquaculture Continentales du Centre National de Recherche Agronomique
(CNRA). Cette unité de recherche anciennement appelée station piscicole de Kongodekro ou station piscicole de I’'IDESSA est
localisée a Bouaké, en région Centre de la Céte d’Ivoire.

2.2 POISSONS
Le poids des spécimens de O. niloticus utilisés pour les différents tests ont varié, respectivement, entre 29 et 135 g. La

longueur totale (LT) et la longueur standard (LS) ont varié, respectivement, entre 99 et 208 mm et entre 103 et 165 mm (tableau
1).

Tableau 1. Caractéristiques morphométriques des spécimens de Oreochromis niloticus utilisés pour les tests réalisés
Expérimentations N° test Nombre P (g) LT (mm) LS (mm)
Poissons . . .

Testés (Utés) Min Max Min Max Min Max

1 10 51 135 155 208 118 167

2 10 a4 110 154 197 120 154

3 10 53 107 154 196 120 161

1 12 43 135 99 199 111 164

Il 2 10 29 129 125 201 103 165

3 10 59 134 148 202 117 169

I: Expérimentation avec I’huile essentielle de clou de girofle; Il: Expérimentation avec le 2-Phénoxyethanol
2.3 CARACTERISTIQUES DES ANESTHESIQUES ETUDIES

Pour ce qui concerne les caractéristiques des anesthésiques étudiés, I'huile de clou de girofle, d’utilisation récente comme
anesthésique pour les poissons, est un liquide jaune pale extrait des feuilles, des bourgeons et de la tige du giroflier (Eugenia
sp.). L’huile de clou de girofle (Numéro CAS: 8000-34-8) appelée encore huile de girofle contient 80% d’eugénol [10] et est non
toxique.

Concernant le 2-phénoxyéthanol (2-PE) [1-hydroxy-2-phénoxyéthane], c’est un liquide huileux, aromatique et incolore, qui
a un go(t de brdlé. Cet anesthésique connu sous les noms de phényl cellosolve, phénoxéthol, éther monophénylique de
I’éthyléne glycol, et éther phénylique du béta hydroxyéthyl a une solubilité dans I’eau de de 27 g/L a 20 °C [20]. Cette substance
est souvent utilisée comme anesthésique topique [20]. Le 2-phénoxyéthanol est une toxine faible, qui peut causer une certaine
irritation au niveau de la peau. D’ou le besoin d’éviter tout contact avec les yeux [21]. Cette toxine pourrait aussi causer des
dommages hépatiques et rénaux chez I’'homme [22].

2.4 PROTOCOLE

Pour ce qui reléve du dispositif expérimental, trois bacs transparents aux parois lisses sans danger d’abrasion pour les
poissons ont servi, respectivement, pour la solution témoin (Eau + Ethanol a 90%), de la solution d’anesthésique et pour I'eau
de réveil des poissons. La température, I'oxygéne et le pH de I'’eau ont été mesurés a I'aide d’'un oxythermometre muni d’une
sonde additionnelle pour le dosage de I'ion hydrogéne. Par ailleurs, trois chronometres ont servi, respectivement, pour la
mesure du temps dans les solutions témoin, d’anesthésie ou de réveil des poissons expérimentaux. Ceux-ci ont été pesés a
I'aide d’une balance électronique de portée 600 g et de précision 0,6 g. Leurs caractéristiques morphométriques ont été
mesurées a I'aide d’un ichtyomeétre pour les grands spécimens et d’un pied a coulisse pour les individus de petite taille. En
outre, trois seaux de 10 | chacun ont servi pour le dosage des volumes d’eau a utiliser dans les bacs expérimentaux. Par ailleurs,
une seringue de 10 ml et 1 pipette graduée de 50 ml équipée d’une poire ont servi, respectivement, pour le prélevement des
doses d’huile essentielle de clou de girofle et du 2-Phénoxyéthanol. Des béchers de 50 ml ont été, ensuite, utilisés pour la
préparation des solutions d’anesthésiques. Enfin, les résultats des expérimentations ont fait I’objet d’ordination en vue
d’analyse.
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Les poissons expérimentaux ont été nourris a raison de 110 g/j. L’alimentation des poissons a été interrompue 30 h avant
anesthésie. Pour les tests d’anesthésie, des échantillons respectifs de 10 a 12 poissons ont été collectés en bacs circulaires et
maintenus en stabulation dans une lessiveuse équipée d’un bulleur. Au niveau méthodologique, I'étude a consisté a tester,
respectivement, |'effet anesthésiant de I’huile essentielle de Clou de girofle, du 2-Phenoxyethanol et de I’éthanol (Témoin) sur
O. niloticus. Le mode opératoire de [23] consignant la procédure normalisée de fonctionnement PNF) pour I'anesthésie des
poissons a été observé pour I'expérimentation.

EXPERIMENTATION 1: EVALUATION DE L’EFFET ANESTHESIANT DE L’HUILE ESSENTIELLE DE CLOU DE GIROFLE

Trois doses d’huile essentielle de clou de girofle (Eugénol, Eugényle Acétate) ont été testées, soit 0.02 ml/L d’eau, 0.04 ml/L
d’eau, 0.06 ml/L d’eau. Afin de faciliter la dilution de I'anesthésique dans I'eau, la dose indiquée a été préalablement diluée a
raison de 4 ml d’éthanol pour 1 litre d’eau. Deux répliquats ont été réalisées par dose testée. Pour I'expérimentation, trois bacs
transparents (Bac 1: Bac de stockage; Bac 2: Bac d’anesthésie et Bac 3: Bac de réveil) ont été utilisés. Ceux-ci sont disposés a
distance raisonnable pour éviter toute contamination des eaux provenant de I'un ou l'autre des milieux expérimentaux.
Ensuite, 10 L d’eau de source a été déversée, respectivement, dans chacun des bacs transparents.

Pour chaque dose testée, deux lots de 5 a 7 spécimens de O. niloticus (Lots 1 et 2) préalablement stocké dans le bac de
stockage ont été utilisés, respectivement, pour le test 1 et son répliquat. Chaque poisson a été soumis individuellement au test
d’anesthésie. Celui-ci est introduit dans le bac 2 contenant la solution d’huile essentielle de clou de girofle. Les temps mis pour
atteindre les différents stades d’anesthésie allant de 1 a 6 sont mesurés.

A l'issue du test d’anesthésie et d’éveil, chaque spécimen de O. niloticus est a nouveau anesthésié dans une solution de 0,5
ml de 2-Phenoxyethanol par litre d’eau, puis disséqués en vue de I’évaluation du stade de maturité sexuelle. Toutes les données
collectées sont consignées dans des fiches de terrain élaborées a cet effet et ordinées.

EXPERIMENTATION 2: EVALUATION DE L’EFFET ANESTHESIANT DU 2-PHENOXYETHANOL SUR O. NILOTICUS

Trois doses 2-Phenoxyethanol, soit respectivement 2,5 ml/L d’eau, 5 ml/L d’eau et 10 ml/L d’eau. Celles-ci ont été testées
conformément a la méthodologie adoptée pour I'expérimentation 1.

EXPERIMENTATION 3: EVALUATION DE L’EFFET ANESTHESIANT DE L’ETHANOL SUR O. NILOTICUS (TEMOIN)

Cette expérimentation réalisée conformément méthodologie adoptée pour |’expérimentation 1, a servi de témoin. Cela,
dans la mesure ou le dilueur utilisé, respectivement, pour la dilution de I'huile essentielle de clou de girofle et du 2-
Phenoxyethanol, est I’éthanol pour lequel, chaque dose d’anesthésique testée a été diluée dans une solution de 4 ml d’éthanol
par litre d’eau. Pour le test Témoin, le bac d’anesthésie contenait uniquement une solution d’éthanol a raison de 4 ml /L d’eau.
Au total, 10 L de solutions ont été préparées.

2.5 DosES DES ANESTHESIQUES TESTES PAR UNITE DE PoIDS

Les doses respectives d’huile essentielle de clou de girofle testées de 0,02, 0,04 et 0,06 ml/L d’eau ramenées a 'unité de
poids vif de O. niloticus (29-135 g) utilisé pour les expérimentations sont, respectivement, de 0,007 - 0,0014, 0,0014 — 0,003 et
0,004 — 0,021 ml/g. Les valeurs correspondantes pour les doses testées de 2-Phenoxyethanol de 0,25, 0,50 et 1 ml/L d’eau sont
de 0,02 -0,09, 0,04 - 0,17 et 0,07 — 0,34 ml/g.

2.6 CRITERES D’ANESTHESIE ET DE REVEIL

Les stades de sédation ou d’anesthésie des poissons sont évalués selon I’échelle PNF-01-P [24] et [25] (tableau 2). Les temps
mis pour |'atteinte des stades de sédation énumérés sont enregistrés. Une fois le stade 6 d’anesthésie atteint avec une perte
totale de réactivité du poisson et des mouvements lents et irréguliers des opercules. Ensuite, le poisson anesthésié est
transféré dans le milieu d’éveil. Puis, les temps mis pour atteindre les stades d’éveil suivants sont mesurés: début de
mouvement actif des opercules, début de mouvement actif des pectorales, début de nage, début d’équilibre et début de nage
active.

Les stades d’éveil du poisson sont décrits.
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Tableau 2. Stades d’anesthésie suivant I’échelle PNF-01-P (Source: [24], [25])
Echelle Stade Description
1 Normal Réagit aux stimuli, rythme operculaire et tonus musculaire normaux
. Légére perte de réactivité aux stimuli externe a I'exception d’une forte
2 Legers sedation . (. . Lo . . .
pression; réagit uniquement aux forts stimuli tactiles et vibratiles.
. Perte totale de réactivité aux stimuli externes a I'exception d’une forte
3 Forte sedation . (s Lo N
pression; Légere diminution du taux operculaire; équilibre normal
. P Perte partielle du tonus musculaire ; nage erratique; augmentation du taux
4 Perte partielle d’équilibre P . . . & . q . 8 . .
operculaire; réagit uniqguement aux forts stimuli tactiles et vibratiles;
I Perte totale du tonus musculaire et de I’équilibre ; taux operculaire faible
5 Perte totale d’équilibre S \ .
mais régulier; perte des réflexes spinaux
Perte totale de réactivité; mouvements operculaires lents et irréguliers;
6 Perte des reflexes . . .
rythme cardiaque trés lent; pertes de tous les réflexes
. Arrét du mouvement operculaire; rapidement suivi d’un arrét cardiaque
7 Asphyxie (Medullary collapse) (en général) P P q

2.7 PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES DU MILIEU D’ ANESTHESIE

Aprés I'alimentation en eau des bacs expérimentaux, on a procédé a la mesure de la teneur en oxygene, du pH et de la
température. La température ambiante est également enregistrée a I’aide d’un thermometre a mercure. Ces paramétres sont
mesurés a nouveau apres |’ajout dans le bac 2 de la solution d’anesthésique + Ethanol.

2.8 ANALYSE DES DONNEES

Les valeurs moyennes, min, max et écart types des parametres évalués dans I’étude ont été calculés. Des régressions
linéaires simples ont été utilisées pour étudier la relation entre les concentrations des anesthésiques testés et le temps
d’induction des stades de I’anesthésie. La méthodologie d’analyse des données appliquée par [23] a été utilisée. Une analyses
de variance ANOVA a un facteur réalisée a I'aide du logiciel IBM SPSS Statistics 22.0 a permis de comparer les parameétres
physico-chimiques dans les bacs expérimentaux, les temps d’induction de I'anesthésie par les deux produits testés, ainsi que
les temps de recouvrement de la position d’équilibre apres anesthésie. Ensuite, une comparaison des pentes des droites de
régression des anesthésiques testés a été effectuée a I'aide du logiciel R, afin de mettre en évidence d’éventuelles différences
concernant leurs effets en fonction de leurs concentrations.

3 RESULTATS
3.1 QUALITE PHYSICO-CHIMIQUE DE L’EAU DANS LES BACS EXPERIMENTAUX

Dans les bacs expérimentaux du dispositif mis en place pour le test 1 sur I'huile de clou de girofle, les caractéristiques
physico-chimiques de I'eau et des solutions anesthésiantes (tableau 3) sont les suivantes: Bac 1 de stockage - entre 11,7+ 0,3
et 20,5 + 1,5 mg/| pour 'oxygéne, entre 5,3 + 0,2 et 4,6 + 0.9 pour le pH et entre 26,2 + 0,8 et 28,1 + 0,1 °C; Bac 2 d’anesthésie
avec I'huile essentielle de clou de girofle - entre 13,2 + 7,6 et 18,4 + 5,6 mg/| pour I'oxygéne, entre 5,2 + 0,1 et 5,4 + 0,2 pour le
pH et entre 27,4 + 0,4 et 28,3 + 0,1 °C; Bac 3 d’éveil - entre 11,7 £ 0,0 et 18,4 + 5,5 mg/| pour I'oxygéne, entre 5,6 + 0,0 et 5,2 +
0,1 pour le pH et entre 27,9 + 0,1 et 29,3 + 0,1 °C. Les paramétres physico-chimiques de '’eau dans les bacs expérimentaux
utilisés pour le test 2 sur le 2-Phenoxyethanol ont varié en moyenne, respectivement, comme suit (tableau 3): Bac 1 de
stockage: entre 5,2 + 0,8 et 5,6 + 0,3 mg/I pour 'oxygéne, entre 5,4 + 0,0 et 5,7 £ 0.1 pour le pH et entre 27,6 + 0,6 et 29,1 +
0,1 °C; Bac 2 d’anesthésie avec le 2-Phénoxyethanol - entre 5,3 + 0,0 et 5,8 + 0,0 mg/| pour I'oxygéne, entre 5,3 +0,2 et 5,4
0,3 pour le pH et entre 27,0 £ 0,1 et 29,3 + 0,3 °C; Bac 3 d’éveil - entre 4.7 + 0,6 et 5,7 + 0,7 mg/| pour 'oxygéne, entre 5,3
0,2 et 5,6 + 0,0 pour le pH et entre 27,9 + 0,1 et 29,3 + 0,1 °C. Dans les bacs témoins contenant la solution d’éthanol, la qualité
de I'eau a varié comme suit: entre 11,7 £ 0,0 et 18,4 + 5,5 mg/| pour 'oxygene, entre 5,6 + 0,0 et 5,2 £ 0,1 pour le pH et entre
27,9 + 0,1 et 29,3 + 0,1 °C. Globalement, la température de I'eau, la teneur en oxygéne dissous et le pH ne différent pas
significativement d’un bac expérimental a I'autre (p > 0,05).
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Tableau 3. Paramétres physico-chimiques de I’eau dans les bacs expérimentaux
Expérimentation Tests Bacs expérimentaux Oxygéne (mg/L) Temr;fcr;lture pH
Moy. Ecart type Moy. Ecart type Moy. Ecart type

Bac 1 : Eau de stockage 11.7 0.3 27.1 0.4 5.3 0.2

1 Bac 2 : Eau + Ethanol (Témoin) 11.9 0.0 27.3 0.1 5.4 0.4

Bac 3 : Eau + Ethanol + Huile de clou de girofle 13.2 7.6 27.4 0.4 5.4 0.2

Bac 4 Eau d’éveil 11.7 0.0 27.0 0.5 5.6 0.0

Bac 1 Eau de stockage 20.5 5.7 26.2 0.8 4.6 0.9

| ) Bac 2 : Eau + Ethanol (Témoin) 18.0 4.9 28.2 0.1 5.3 0.0
Bac 3 : Eau + Ethanol + Huile de clou de girofle 17.0 2.1 28.3 0.1 5.3 0.0

Bac 4 Eau d’éveil 16.5 5.7 28.2 0.1 5.4 0.1

Bac 1 Eau de stockage 20.5 14 28.1 0.1 5.2 0.1

3 Bac 2 : Eau + Ethanol (Témoin) 19.1 6.5 28.0 0.1 5.3 0.1

Bac 3 : Eau + Ethanol + Huile de clou de girofle 18.4 5.6 28.1 0.1 5.2 0.1

Bac 4 Eau d’éveil 18.4 5.5 28.0 0.1 5.2 0.1

Bac 1 : Eau de stockage 5.6 0.3 28.2 1.3 5.7 0.1

1 Bac 2 : Eau + Ethanol (Témoin) 5.7 0.1 28.0 1.2 4.8 0.8

Bac 3 : Eau + Ethanol + 2-Phenoxyethanol 5.8 0.0 27.0 0.0 5.4 0.3

Bac 4 : Eau d'éveil 4.7 0.6 28.0 1.8 5.4 0.3

Bac 1: Eau de stockage 5.5 0.0 29.1 0.1 5.5 0.1

" 5 Bac 2 : Eau + Ethanol (Témoin) 5.5 1.0 29.2 0.3 5.4 0.1
Bac 3 : Eau + Ethanol + 2-Phenoxyethanol 5.7 0.7 29.3 0.3 5.4 0.2

Bac 4 : Eau d'éveil 5.6 0.4 29.3 0.1 5.6 0.0

Bac 1 : Eau de stockage 5.2 0.8 27.6 0.6 5.4 0.0

3 Bac 2 : Eau + Ethanol (Témoin) 5.1 0.5 27.9 0.2 5.4 0.1

Bac 3 : Eau + Ethanol + 2-Phenoxyethanol 53 0.0 27.7 0.1 5.3 0.2

Bac 4 : Eau d’éveil 5.2 0.5 27.9 0.1 5.3 0.2

I: Expérimentation avec I’huile essentielle de clou de girofle; Il: Expérimentation avec le 2-Phénoxyethanol
3.2 COMPARAISON DE L’EFFET ANESTHESIANT DE L’HUILE DE CLOU DE GIROFLE ET DE LA 2-PHENOXYETHANOL SUR O. NILOTICUS

L’huile essentielle de Clou de girofle a un pouvoir anesthésiant supérieur a celui de la 2-Phenoxyéthanol. La figure 1 montre,
que les doses requises pour I'anesthésie de Oreochromis niloticus sont inférieures avec le premier anesthésique testé. Que ce
soit les données brutes ou la transformation logarithmique, les diagrammes de dispersion montrent, qu’il n’y a pas de relation
linéaire entre le temps d’action (Y) et la dose (X) d’anesthésie pour chaque type d’anesthésie, tel qu’évalué par I'inspection
visuelle du nuage de points. Il y a homogénéité des pentes de régression puisque le terme d’interaction n’est pas
statistiquement significatif, F (1,8) = 0,04; p = 0,85. Le test de Levéne n’est pas significatif (p = 0.224 > 0,05); ce qui suppose
I’'hnomogénéité des variances résiduelles pour les deux types d’anesthésie. Apres ajustement pour tenir compte du temps
d’action de l'anesthésie, il n’y a pas de différence statistiquement significative de dose entre les deux types d’anesthésie
étudiés, F (1,8) = 1,522; p = 0,252. L'interaction Log Dose - Temps Anesthésie n’étant pas significative (p = 0,846 > 0,05), les
pentes des droites de régression sont supposées paralléles, donc statistiquement identiques.
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Fig. 1.  Comparaison de I’effet anesthésiant de I’huile essentielle de clou de girofle et de la 2-Phenoxyéthanol sur O. niloticus

3.3 EFFET ANESTHESIANT DE L’HUILE DE CLOU DE GIROFLE SUR O. NILOTICUS

L’huile de clou de girofle induit chez Oreochromis niloticus un temps d’anesthésie tres rapide sans perte totale de I'influx
nerveux. En effet, quelle que soit la dose administrée, le poisson anesthésié reste en équilibre sans se coucher sur le flanc.
L’état normal des poissons est observé entre 7 s et 16 s a la dose 0,02 ml + 4 ml d’éthanol / L d’eau, contre 6 a 10 s a 0,04 ml +
4 ml d’éthanol / Ld’eau, et contre 7 et 13 s 2 0,06 ml + 4 ml d’éthanol / L d’eau (Figure 1). Les durées de temps observées pour
le maintien des spécimens de O. niloticus dans un état normal ne different pas significativement (p > 0,05).

La perte totale de I’équilibre est observée entre 43 s et 2 min 20 s a la dose 0,02 ml + 4 ml d’éthanol/L d’eau, contre 29 s a
1 min 56 s a 0,04 ml+ 4 ml d’éthanol/L d’eau, et contre 30 s et 1 min 13 s a 0,06 ml + 4 ml d’éthanol/L d’eau (Figure 2; tableau
4). Ainsi, le temps d’anesthésie décroit graduellement avec I'augmentation de la dose d’huile essentielle de clou de girofle. La
perte des réflexes est observée, respectivement, entre 57 s et 3 min 25 s a 0,02 ml + 4 ml d’éthanol/L d’eau), contre 31sa 1
min 56s a 0,04 ml d’éthanol/L d’eau), et contre 40 s a 1 min 22 s a 0,06 ml + 4 ml d’éthanol/L d’eau). Les pertes d’équilibre et
de réflexes sont pratiquement instantanées a la dose 0,04 ml + 4ml d’éthanol/L d’eau, contrairement aux deux autres doses
testées. Au regard de I’état du poisson (état normal ou état de choc) pendant le processus d’anesthésie et le temps mis, la
dose optimale pour I’endormissement des spécimens de O. niloticus est de 0,04 ml d’éthanol/L d’eau (Figure 2). Toutefois, les
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temps mis pour |'atteinte de la perte de I’équilibre de I'espéce considérée avec I’huile essentielle de clou de girofle ne varient
pas significativement d’une dose a I'autre (p > 0,05).

Pour ce qui concerne la récupération aprés anesthésie, les spécimens de O. niloticus anesthésié a I’huile essentielle de clou
de girofle aux doses minimale de 0,02 ml/L d’eau et optimale de 0,04 ml/L d’eau débutent, une fois plongés dans |'eau sans
anesthésique, leur éveil a partir de 2 a 20 s. La nage complete est observée au bout de 15 s a 6 min 18 s (Figure 2; tableau 4).
Aucune différence significative (p > 0,05) n’est observée pour ces temps d’éveil enregistrés.

g 0:04:18
g — —
& 0:03:36
0:02:53
0:02:10
0:01:26
0:00:43 I:I]
0:00:00 -_—— — —
1- Normal  5-Perte totale &- Perte des Debut nage Equilibre Mage
Equilibre reflexes mouvement mouvement complete

Operoules Pectorales
Stades

W 0.02 ml +4 mi Ethanel / LEau  ©0.04 ml +4 mi Ethanol / LEau  00.06 ml +4 mil Ethanol / L Eau
Fig. 2. Temps d’anesthésie et d’éveil des spécimens de O. niloticus a différentes doses d’huile essentielle de clou de girofle
3.4 EFFET ANESTHESIANT DU 2-PHENOXYETHANOL SUR O. NILOTICUS

Aladose de 0,25 ml + 4 ml/L d’eau de 2-Phenoxyethanol, les poissons dans le bac d’anesthésie restent en état normal entre
8 s et 1 min 05 s, contre 6 min a 14 min pour la dose 0,5 ml et contre 2 s a 16 s pour la dose 1 ml + 4 ml/L d’eau (figure 3;
tableau 5). La perte totale d’équilibre est observée entre 3 min 21 s et 28 min 03 s a 0,25 ml/L d’eau de 2-Phenoxyethanol,
contre 1 min 16 s et 3 min 14 s a 0,5 ml/L d’eau de 2-Phenoxyethanol, et contre 58 s et 1 min 20 s. La perte totale de I’équilibre
est observée entre 4 min 36 s et 1 h 39 min 11 s. En moyenne, la perte des réflexes chez les spécimens de O. niloticus est
enregistré dans un délai plus long a 0.25 ml/L d’eau de 2-Phenoxyethanol, soit de 4 min 36 a 1 h 39 min 11 s contre 1 min 36 a
4 min 08 s a 0.5 ml/L d’eau de 2-Phenoxyethanol, et contre 1 min 07 sa 1 h 15 min a 1 ml/L d’eau de 2-Phenoxyethanol (figure
3). Les temps mis pour la perte totale d’équilibre de O. niloticus ne different pas significativement (p > 0,05).

Les spécimens de O. niloticus anesthésiés au 2-Phenoxyethanol a la dose optimale de 0,5 ml/L d’eau fluctue au commencent
a s’éveiller entre 6 a 17 s avec les premiers mouvements de I'opercule branchiale. Les individus traités retrouvent la nage
compléte entre 1 min 18 s et 6 min 32 s (figure 3; tableau 5). Ce temps d’éveil observé a 0,5 ml/L d’eau ne différe pas
significativement (p > 0,05) de ceux observés a 0,25 ml/L d’eau (05 a 59 s) et a 1 ml/L d’eau (01: 07 s a 01: 15: 00 s).

w  0:36:00
a
§
= 0:28:48
0:21:36 -
0:14:24
0:07:12 I
0:00:00 L - u
1-Normal  5-Perte &- Perte des ler ler Début nage Equilibre Mage
totale reflexes  mouvement mouvement compléte
Equilibre Opercules Pectorales
Stades

W PEZS PESO PE10D

Fig. 3. Temps d’anesthésie et d’éveil des spécimens de O. niloticus a différentes doses de 2-Phenoxyethanol
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Tableau 4. Temps moyens d’anesthésie et de réveil d’O. niloticus par stade a I'aide stade a I'aide de trois concentrations d’huile
essentielle de Clou de girofle

Dose testée > 6 ler ler
. , . | 1- -Perte  Perte Début - Nage
Tests Replicat  Anesthésique (ml + 4 ml Ethanol Paramétres mouvement mouvement Equilibre
Normal totale des complete
/LEau) . Opercules Pectorales
Equilibre reflexes
Témoin 1&2 Aucun 4 mlEthanol /LEau Moy 0 0 0 0 0 0 0 0
Ecarttype O 0 0 0 0 0 0 0
1 1&2 Huile de clou de girofle 0.02 Moy  0:00:10 0:01:17 0:01:35 0:00:05 0:01:14 0:01:17 0:01:30 0:02:10

Ecart type 0:00:03 0:00:34 0:00:49 0:00:05 0:00:44 0:00:50 0:00:33 0:01:42

Min  0:00:07 0:00:43 0:00:57 0:00:02 0:00:03 0:00:04 0:00:04 0:00:15

Max  0:00:16 0:02:20 0:03:25 0:00:20 0:02:09 0:02:43 0:03:89 0:06:18

2 1&2 Huile de clou de girofle 0.04 Moy  0:00:08 0:01:00 0:01:04 0:00:06 0:02:06 0:02:20 0:02:55 0:03:07
Ecart type 0:00:01 0:00:33 0:00:31  0:00:02 0:00:54 0:00:56 0:00:51 0:01:10

Min  0:00:06 0:00:29 0:00:31  0:00:03 0:00:47 0:01:27 0:01:27 0:02:04

Max  0:00:10 0:01:56 0:01:56 0:00:08 0:03:44 0:03:58 0:02:17 0:06:15

3 1&2 Huile de clou de girofle 0.06 Moy  0:00:10 0:00:45 0:00:58 0:00:07 0:02:43 0:02:58 0:04:05 0:04:05
Ecart type 0:00:02 0:00:13 0:00:14  0:00:02 0:00:37 0:00:32 0:00:43 0:01:16

Min  0:00:07 0:00:30 0:00:40 0:00:04 0:01:39 0:01:56 0:01:56 0:02:48

Max  0:00:13 0:01:13 0:01:22  0:00:10 0:03:21 0:03:43 0:06:07 0:07:14

Tableau 5. Temps moyens d’anesthésie et de réveil d’O. niloticus par stade a I'aide de trois concentrations de 2-Phenoxyethanol
Doses testées > & ler ler P
Test Replicat Anesthésique  (ml+4 mlEthanol Paramétres 1 Perte  Perte mouvement mouvement Début Equilibre Nagc‘e
Normal totale des nage compléete
/LEau) . Opercules Pectorales
Equilibre reflexes

Témoin 18&2 Aucun 4 ml Ethanol / L Eau Moy 0 0 0 0 0 0 0 0

Ecart Type 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1&2 2-Phenoxyethanol 0.25 Moy 0:00:26 0:13:56 0:29:46 0:00:24 0:00:24 0:02:06 0:02:06 0:02:59
Ecarttype 0:00:21 0:08:20 0:28:30 0:00:21 0:00:21 0:02:04 0:00:00 0:02:19
Min 0:00:08 0:03:21 0:04:36  0:00:05 0:00:05 0:00:41 0:00:41 0:01:04
Max 0:01:05 0:28:03 0:39:11 0:00:59 0:00:59 0:08:16 0:08:16 0:09:10
2 1&2  2-Phenoxyethanol 0.5 Moy 0:00:09 0:02:13 0:02:50 0:00:10 0:00:48 0:01:19 0:01:19 0:02:49
Ecarttype 0:00:02 0:00:48 0:00:50 0:00:04 0:00:19 0:00:23 0:00:00 0:01:26
Min 0:00:06 0:01:16 0:01:36 0:00:06 0:00:12 0:00:32 0:00:32 0:01:18
Max 0:00:14 0:03:44 0:04:08 0:00:17 0:01:10 0:01:48 0:01:48 0:06:32
3 1&2 2-Phenoxyethanol 1 Moy 0:00:09 0:01:09 0:08:54 0:00:07 0:00:58 0:02:21 0:03:17 0:04:03
Ecarttype 0:00:04 0:00:16 0:23:14 0:00:01 0:00:31 0:00:56 0:00:44 0:03:42
Min 0:00:02 0:00:58 0:01:07 0:00:05 0:00:16 0:01:02 0:02:04 0:02:04
Max 0:00:16 0:01:20 1:15:00 0:00:09 0:01:48 0:03:56 0:04:17 0:13:35

4 DISCUSSION

La raison primordiale pour I'utilisation d’une anesthésie est, selon [26], éthique. Cet auteur indique, que pour |'utilisation
des animaux dans des expériences, |'opérateur doit reconnaitre un animal qui souffre et, par conséquent, minimiser cette
douleur par des mesures préventives et de les contréler en utilisant des produits analgésiants ou anesthésiants. Dans ce
contexte, nos données d’étude permettent de mettre en évidence I’'efficacité de I’huile essentielle de clou de girofle pour
I’'anesthésie d’Oreochromis niloticus, espece principale d’élevage en Céte d’lvoire.

Il ressort de notre étude, qu’a I'instar de ce qui est observé chez les Smolts de saumon atlantique [27], I’huile de clou de
girofle s’avére pour les spécimens de O. niloticus, un anesthésique plus performant que le 2-phenoxyethanol.
Comparativement, il a un effet anesthésiant a des doses nettement plus faibles, soit 0,02 a 0,04 ml /L d’eau (0,2 a 0,4 ml pour
10 L d’eau), contre 0,5 ml /L, d’eau (5 ml pour 10 L d’eau) pour le 2-phenoxyethanol. Comparativement, méme si les
concentrations des deux anesthésiques testés ne différent pas significativement, la dose minimale d’huile de clou de girofle
avec un effet anesthésiant sur O. niloticus (0,02 ml /L d’eau) est comparativement diminuée de 25 fois. Nos observations
corroborent celles de [23] qui indiquent également, a I'issue de tests réalisés sur les smolts de saumon atlantique, que I'huile
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de clou de girofle est plus performant que le 2-phénoxyéthanol, car agissant a de plus faibles concentrations. Les doses
minimales efficaces et optimales d’huile essentielle de clou de girofle obtenues pour I'anesthésie de O. niloticus enregistrées
dans notre étude sont, par ailleurs, nettement inférieures a celles utilisées par [23] (0,3 ml et 0,4 ml pour 10 L d’eau) pour
anesthésier une autre espece du méme genre, Oreochromis aureus (Steindachner, 1864). Concernant le 2-Phénoxy-éthanol, la
dose optimale efficace sur O. niloticus mise en évidence dans notre étude correspondant a 0,5 ml/L d’eau est juste supérieure
d’un dixieme de millilitre a celle utilisée pour I'anesthésie de O. aureus, en vue d’implantation d’émetteurs radio dans la cavité
ventrale [28], [29], [30].

Pour ce qui concerne le processus d’anesthésie proprement dit, les deux anesthésiques testés se caractérisent par la
rapidité d’anesthésie des spécimens de O. niloticus. Toutefois, le temps optimal pour la perte des réflexes de O. niloticus est
relativement plus élevé avec le 2-Phenoxyethanol (entre 1 min 36 et 4 min 08 s), qu’avec I’huile essentielle de clou de girofle
pour laquelle, I'endormissement des poissons est observé en un temps bref, e.g. entre 31 s et 1 min 56 s. Méme si le temps
d’induction de I'anesthésie par les deux anesthésiques testés est proche, le second anesthésique est plus efficace. De plus, [23]
indiquent, que I'huile de clou de girofle présente un facteur de sécurité correspondant a la marge existante entre les
concentrations efficaces et les concentrations toxiques, plus élevé. Ce qui permet des temps d’exposition plus importants du
poisson anesthésié avec cet anesthésique. Par contre, la marge de sécurité concernant le 2-Phenoxyethanol est étroite. En
effet, la dose anesthésiante pour les Salmonidés est de 0,2 — 0,3 ml/L d’d’eau, alors que la dose létale est de 0,5 ml/L [31].

Le facteur de sécurité, pour ce qui concerne O. niloticus, n’a pas été étudié dans le cadre de la présente étude. Toutefois,
les doses minimale et optimale efficace d’huile de clou de grirofle sur O. niloticus résultant de nos travaux sont inférieures ou
égales a celles utilisée par [23] et par [27]. Comme observé chez O. aureus [23], espece du méme genre, et du Salmonidé Salmo
trutta [27], ces doses n’ont entrainé chez O. niloticus, aucun traumatisme, aucune toxicité, ni stress post-anesthésie chez les
individus traités. Comme indiqué plus haut, les spécimens anesthésiés ont conservé leur position d’équilibre sans la perdre,
sauf au toucher. Contrairement, les poissons traités a I'aide du 2-Phenoxyethanol perdent leur position d’équilibre une fois
anesthésiés et se couchent sur le flanc.

La position d’équilibre observés chez les spécimens de O. niloticus anesthésiés a I'aide de I'huile de clou de girofle est sans
doute lié au fait que cet anesthésique dans son mécanisme d’action, comme indiqué par [32], shunte temporairement les
systemes sensoriels, en particulier, ceux liés a la nociception, afin que I'animal ne percoive pas les simulations produisant la
douleur. En effet, diffusée par balnéation dans le systeme sanguin a travers les branchies et distribuée a tous les organes,
I'huile de clou de girofle entraine la diminution du rythme respiratoire avec pour corollaire, la déconnexion du systéme nerveux
central. Les organes étant déconnectés et le systeme nerveux restant fonctionnel permet au poisson anesthésié de garder la
position d’équilibre.

Pour ce qui releve du bien-étre des spécimens de O. niloticus anesthésiés, les deux anesthésiques testés ont une
caractéristique commune. Le temps nécessaire pour les mensurations morphométriques des spécimens anesthésiés, soit 2 a 4
min, est observé sans que les poissons ne se réveillent. Des résultats comparables ont été obtenus pour d’autres especes de
poissons. Par exemple, chez les Smolt de saumons, les poissons sont pesés et mesurés avec un temps de recouvrement
comparable, soit en moins de 4 min en moyenne [13].

Aprés anesthésie, le réveil des poissons dés leur mise en eau dans I'eau sans anesthésiques est quasi instantané,
contrairement aux indications de [31] mentionnant une période d’induction plus longue. Les premiers mouvements
operculaires au bout de 2 a 20 s (soitde 5+ 5sa 6 + 2 s en moyenne) avec I'huile de clou de girofle aux doses minimale et
optimale, contre 6 a 17 s pour le 2-Phenoxyethanol avec une moyenne de 10t 4 s. La nage compléte est observée sans
perturbation notable au bout de 02: 10 £ 01: 42 a 03: 07 £ 01: 10 avec I’huile essentielle de clou de girofle et de 02: 49 + 01: 26
avec le 2-Phenoxyethanol. Comme observé, ces temps de récupération enregistrés pour la nage compléte des poissons soumis
a I'action de ces deux anesthésiques sont presque similaires. Les truites communes, Salmo trutta anesthésié a I’huile de clou
de girofle observent également un temps de récupération semblable pour la nage complete [16].

Pour ce qui reléve du bien-étre des poissons a anesthésier, des pisciculteurs et des consommateurs de ce poisson d’élevage,
I'utilisation de I’huile de clou de girofle est sans danger car non nocif, ni pour I’"homme, ni pour les poissons [27]. Cela,
contrairement au 2-Phenoxyethanol qui est une toxine faible pouvant causer l'irritation de la peau, des yeux [21] et des
dommages hépatiques et rénaux [22], des changements dans les taux plasmiques de cortisol [4], et la perturbation du
métabolisme du glucose et des lactates [31]. L’huile de clou de girofle a I'avantage d’étre peu colteux et agit a de faibles doses
comme observé en Cote d’lvoire. Son colt de revient dans les officines thérapeutiques en Cote d’Ivoire est de I'ordre de 15
000 — 20000 F CFA pour la dose de 100 ml. Enfin, son facteur de sécurité important, voir sa plage entre concentrations efficaces
et concentrations toxiques [23], constitue un atout pour son utilisation dans les exploitations piscicoles pour la manutention
des poissons. [32] indiquent, que I'huile essentielle de clou de girofle et, en particulier son actif I'eugénol, sont appropriés pour

ISSN : 2351-8014 Vol. 71 No. 2, Mar. 2024 232



Da Costa K.S., J.E. Fagnidi, and Y.M. Dietoa

I'usage en aquaculture commerciale que d’autres molécules, eu égard a leurs propriétés antimicrobienne et antifungique. De
plus, comme également observé dans notre étude, les poissons récupérent rapidement leurs fonctions physiologiques au réveil
[31]. D’ou leur utilisation en Nouvelle Zélande sous la forme d’une préparation composée contenant 50% d’isoeugénol et de
polysorbate 80 [32]. Cependant, I'eugénol a des interactions avec I’axe cortitrope, notamment pour ce qui concerne la
production de cortisol, et des effets possibles lors d’usage répétés sur la prise d’aliments et éventuellement la croissance.
Aussi, méme si les marges d’utilisation sont grandes, la limite maximum de résidus (LMR) définie par le reglement européen
(n° 37/2010) pour I'isoeugénol est-elle de 6000 pg/kg de chair — muscle et peau en proportion naturelle. Par conséquent, la
formation de I'utilisateur est recommandée et le taux de dilution recommandée pour sa préparation, soit 1/10 dans I'éthanol
absolu, est recommandé [32]. Quant au 2-Phenoxyethanol, comme I'indique [31], son potentiel de toxicité et ses effets
importants sur le systéme cardiovasculaire font que cet anesthésique n’est pas conseillé pour les les poissons, sauf a trés faible
dose comme antiparasitaire externe.

5 CONCLUSION GENERALE

Au terme de notre étude, il ressort que I'huile de clou de girofle est un anesthésique plus performant que le 2-
Phenoxyethanol. Il a un pouvoir anesthésique plus efficace et agit a tres faible dose. L’huile de clou de girofle qui présente des
avantages comparatifs, notamment, sa non toxicité et sa rapidité d’anesthésie font également de cette substance, un bon
candidat pour I'anesthésie de masse des spécimens de cette espece. Aussi, son utilisation par les pisciculteurs devrait-elle
contribuer lors des opérations de manutention en élevage, a améliorer le bien-étre de ce poisson.
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