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RESUME

Le foie du poulet de chair constitue la source en protéine la plus sollicitée dans notre pays 2
cause de son prix abordable et de sa richesse alimentaire. Nous nous somme intéressés & ’analyse
de cette denrée alimentaire vis-a-vis de la présence des résidus d’antibiotiques en raison de leur

effet indésirable sur la santé du consommateur.

Cette étude est basée sur deux volets, une enquéte réalisée auprés des vétérinaires praticiens autours
de l'utilisation des antibiotiques en élevages avicoles et la recherche des résidus d’antibiotiques
dans le foie du poulet de chair au niveau de la wilaya de Médéa.

e 1’analyse du questionnaire remplie par 40 vétérinaires praticiens répartis sur les communes
de la wilaya de Médéa a montré que les antibiotiques les plus utilisés sur le terrain avicole
sont les Bétalactamines (72,5%) et les Aminosides (47,5%), 52,5% des vétérinaires ne
respectent pas les doses d’antibiotiques et que 56% des éleveurs ne respectant pas le délai
d’attente.

e Les résultats d’analyse microbiologique par la méthode des quatre boites de 48 échantillons
de foie du poulet de chair ont montré une contamination de 58.33% des échantillons,

58,33% pour les Bétalactamines, 50% pour les Aminosides et 31.25% pour les Sulfamides.

Mots clés : Foie, Résidus d’antibiotiques, Méthode des quatre boites, Médéa.



SUMMARY

The liver constitutes the source of protein the most applied in our country because of its
price affordable and nourishing richness. We interested in the analysis of these goods opposite the
antibiotic residues presence. Because these latters have an indesirable effect on the consumer’s
health.

This study is based on two parts, a search realised by practitioner veterinarians about the antibiotic
use in chicken’s breeding, the research of antibiotic residues in the chicken’ s liver at wilaya of
Médéa.

e The analysis on the questionnaire filled by 40 veterinarians split into the communites of
Médéa, showed that an antibiotic most used is « the Betalactamines » (72,5%) and « the
Aminosides » (47,5%), 52,5% of practitioner veterinarians don’t respect the antibiotic doses
and 56% of farmers don’t respect the waiting time.

e The microbiologic analysis results by methods of the four boxes of 48 samples of chicken
livers showed a contamination of 58,33% of samples, 58,33% for the Betalactamines, 50%

for the Aminosides and 31,25% for the Sulfamides.

Key words : Liver, Antibiotic residues, Four boxes method, Médéa.
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INTRODUCTION

En Algérie le développement de I’aviculture constitue le meilleur recours pour répondre & un
besoin galopant des consommateurs en protéines animales. Elle est indéniablement la branche de
productions animales qui a enregistré le plus remarquable essor au cours de ces derniéres années.
En fait, les abats du poulet de chaire notamment le foie ont aussi un pourcentage de consommation
€levé a cause de leur prix abordables et leur richesse en fer et en vitamines. Il est conseillé pour le

traitement de [’anémie.

L’intensification des élevages aviaires a recours inévitablement a I’utilisation massive des
antibiotiques aussi bien dans un but thérapeutique que prophylactique, et ceci ne va pas sans
conséquences, en effet ’efficacité des antibiotiques est entrain de décroitre suite & I’apparition des
bactéries résistantes, aussi les produits issus de ces élevages ne sont pas exempt de résidus des
traitements utilisés [16] qui peuvent étre une source de nuisance pour la santé du consommateur

provoquant des antibio-résistances, des allergies ou des effets de toxicité.

C’est pourquoi, il est essentiel que des mesures approprides de protection de la santé publique soient
ctablies, afin de minimiser les risques de cette crise, et garantir un niveau élevé de protection des
consommateurs par ’adoption de nouvelles stratégies thérapeutiques et des programmes de
surveillance des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires notamment le foie de poulet

de chaire.

Notre travail est basé sur la recherche des résidus d’antibiotiques dans le foie du poulet de chair.

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

* Une enquéte sur terrain effectuée a I’intention des vétérinaires praticiens afin d’avoir une idée sur
les différentes familles et molécules d’antibiotiques utilisées dans I’élevage aviaire & Médéa, et le
respect de délai d’attente par les éleveurs.

* Une recherche des familles d’antibiotiques: les béta-lactamines, les sulfamides, les macrolides, les

aminosides et les tétracyclines par une méthode microbiologique de référence, méthode des quatre

boites.
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CHAPITRE 1 : LE FOIE

1.1.Définition

Le foie est un abat dit "rouge". Il fait aussi partie des abats dits "nobles" mais il y a de
grandes différences de qualité et de taille selon I'animal dont il provient. Il est issu des animaux de
boucherie : veau, génisse, porc, agneau mais aussi des volailles : le plus banal est celui du poulet
[46]. C'est la glande la plus massive de tous les viscéres (33 gr environ chez la poule) [4].0n les
trouve facilement en vrac chez les bouchers ou dans la grande distribution, conditionnés en

barquette, sous vide. Le foie est toujours un aliment fragile qui doit étre consommé rapidement [46].
1.2. Anatomie du foie

Le foie repose sur le sternum, il est séparé des parois thorco-abdominales par les sacs
aériens. Il est soutenu par quatre ligaments (falciforme, coronaire, gastrohépatique et
hépatoduodénal). Sa face ventro-médiale porte les impressions splénique, stomacale et intestinale.
Le foie est constitué de deux lobes réunis par un isthme transversal qui renferme partiellement la
veine cave caudale. Le lobe gauche plus petit que le lobe droit, il est généralement marque d'un
sillon longitudinal qui délimite le lobe accessoire du lobe gauche. Dans leur portion créniale, les
deux lobes entourent complétement les ventricules du coeur. Les deux lobes déversent la bile, par
deux conduits séparés. Le canal du lobe gauche (canal hépatique gauche) s'abouche directement
dans l'intestin. Le canal du lobe droit (canal hépatique droit) se renfle d'abord en vésicule biliaire
(sauf chez le Pigeon, certains Perroquets et I Autriche) avant de se jeter dans le duodénum. Il porte

le nom de canal cholédoque [4].
1.3. Physiologie du foie

En effet, le foie présente des fonctions digestives qui sont la formation et excrétion des sels
biliaires, excrétion des pigments biliaires et des fonctions métaboliques essentielles qui sont la
maintenance de la glycémie & partir du glycogeéne, néoglucogenese, métabolisation du butyrate,
formation de protéines plasmatiques et des fonctions sanguines dont la formation de prothrombine
et des fonctions d’épurations et de détoxifications qui sont la synthése de I'urée, détoxification et
excrétion de substances toxiques, ect . L’ensemble de ces fonctions fait du foie un organe

absolument indispensable a la vie [5].




1.4. Valeur nutritive du fc soulet

100 grammes de c. aliment représentent une valeur énergétique de 160 calories ou

kilocalories (ou 671 kilojoules). En moyenne, les produits de la catégorie abats apportent une valeur

énergétique €quivalente & 139 kilocalories [15].

1.4.1. Teneur en protéines, glucides, lipides et eau

Le foie est riche en protéines et en eau, le tableau I montre la teneur du foie en protéines,

glucides, lipides et eau en détaille.

Tableau I: La teneur en protéines, glucides, lipides et Peau [15].

Nutriments teneur pour 100 g
Protéines 245¢
Glucides 0,8¢g

- dont sucres 00g

- dont amidon 0,0g

- dont fibres alimentaires Og
Lipides 63S¢g

- dont cholestérol 563,0 mg
- dont acides gras saturés 21g

- dont acides gras mono insaturés l4g

- dont acides gras polyinsaturés 20g
Eau 67¢g

1.4.2. Teneur en vitamines

Le foie est riche en vitamines C et B3, le tableau II détaille la teneur du foie en vitamines.




Tableau II : La teneur en vitamines [15].

Vitamines Teneur pour 100 g
Vitamine A (rétinol) 3980,0 ug
Béta-caroténe (provitamine A) 30,0 ug
Vitamine C 27,9 mg
Vitamine D (cholécalciférol) 0,0 ug
Vitamine E (tocophérol)

Vitamine K1 0,0 ug
Vitamine K2 |

Vitamine B1 (thiamine) 0,3 mg
Vitamine B2 (riboflavine) 2,0 mg
Vitamine B3 (niacine) 11,0 mg
Vitamine BS (acide panthonéique) 6,7 mg
Vitamine B6 0,8 mg
Vitamine B9 (acide folique) ' 578,0 ug
Vitamine B12 (cobolamine) 16,8 ug

1.4.3. Apports en minéraux

Le foie est riche en phosphore et en potassium, le tablean IIT montre 1’apport en minéraux du foie.

Tableau III: L’apport en minéraux [15].

Minéraux teneur pour 100 g
Calcium 11,0 mg
Phosphore 405,0 mg
Magnésium 25,0 mg
Potassium 263,0 mg

Sodium (sel) 76,0 mg

Fer 10,6 mg

Cuivre 0,5 mg

Zinc 4,0 mg

Manganése 0,4 mg
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CHAPITRE 2 : LES ANTIBIOTIQUES

2.1. Définition

Un antibiotique est une substance élaborée par des microorganismes vivants (champignons
ou bactéries) ou une substance analogue, élaborée de fagon synthétique ou semi- synthétique,
capable d’inhiber méme & dose trés faible, le développement de microorganismes pathogénes
(substance bactériostatique) et parfois de les détruire (substance bactéricide) [3, 34, 58].
Les antibiotiques sont dotés d’une toxicité sélective envers les micro-organismes visés, et au

contraire d’une toxicité suffisamment faible vis-a-vis de I’hote (humain et animal) [57].

2.2, Historique

La découverte des antibiotiques revient & sir FLEMING Alexander en 1929. Au cours
d’examens de routine de cultures de staphylocoques en boites de Pétri au saint mary’s
hospital de Londres, il découvre le développement accidentel de certaines moisissures
de pénicillium notatum autour des quelles les colonies bactériennes ne cultivaient pas. Il
€mit 'hypothése que ce champignon devait secréter une substance nuisible a la
croissance des staphylocoques et il a démontré que le bouillon filtré de ce champignon
permet de reproduire ce phénomeéne. Il a donné & ce produit qui a pu empécher la
croissance de ces bactéries le nom pénicilline qui est introduit en thérapeutique pendant
la deuxiéme guerre mondiale (1941).
Parallelement sont préparés en 1935, les sulfamides, le premier groupe d’antibactériens
artificiels. Par la suite de nombreux autres antibiotiques ont été isolés & partir de
champignons inférieurs, mais aussi et surtout des bactéries telluriques (genre

Actinomyces, Bacillus ..) les plus productrices d’antibiotiques. Les tétracyclines

sont découvertes dans les années 1950 [24, 47].

2.3. Classification

Il existe actuellement plus de 10 familles d’antibiotiques. Ces familles se distinguent par
les propri€tés physico-chimiques communes des molécules qu’elles contiennent. Chaque

molécule dispose d’un mode d’action et d’un spectre bien & elle (voir tableau IV). Leur

classification actuelle suit plusieurs critéres.

2.3.1. Origine

Les antibiotiques naturels peuvent prévenir de plusieurs sources, comme : les bactéries

(exemple les actinomycetes), les champignons, les lichens, les végétaux supérieurs et les



animaux. Ils peuvent étre aussi semi-synthétiques ou synthétiques [55].
2.3.2. Spectre d’action
Les antibiotiques peuvent posséder [55]:
V' un spectre trés large,
v" un spectre moyen a prédominance sur les bactéries gram-positif,
v un spectre étroit, sur les bactéries gram-négatif.
2.3.3. Mécanisme d’action
Nous avons [55]:
v' Les antibiotiques bactériostatiques : ce sont les antibiotiques qui bloquent
la croissance bactérienne.

v" Les antibiotiques bactéricides : ce sont les antibiotiques qui tuent les bactéries.

2.3.4. Modes d'action

Les antibiotiques peuvent agir comme suit (voir Figure 1) [29]:

v Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne,
v Antibiotiques entrainant la destruction de la membrane cytoplasmique,

v’ Antibiotiques inhibant la synthése des protéines,

v Antibiotiques inhibant le fonctionnement de 1'acide désoxyribonucléique.
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Figure 1: Modes d’action des antibiotiques [14].

2.3.5. Propriétés physico-chimiques
Nous avons [55]:
v Les antibiotiques & caractere acide ;
v Les antibiotiques & caractere basique ;

v Les antibiotiques & caractére amphotére.

2.3.6. Structure chimique
Les antibiotiques sont classés en plusieurs familles. Chaque famille regroupe les molécules

ayant une structure de base commune (Voir tableau IV).




Le Tableau IV résume les familles des antibiotiques, leurs modes d’action, leurs origines

et leurs spectres d’action [45].

Tableau IV: Les principales familles d’antibiotique [45]

Famille Structure de base Mode et
Mécanisme Principaux Spectre
d’action groupe ou
antibiotiques
(Origine)
Inhibition de la Streptomycine
Aminosides synthése des (Streptomyces Etroit
protéines/ griseus)
Fortement et Néomycine
rapidement (Streptomyces
bactéricides. Jfradiae)
Kanamycine
(Streptomyces
kanamyceticus)
Gentamycine
(genre
Micromonospora)
Amykacine (semi-
synthése)
Pénicillin Inhibition de la | Groupe de
ex synthése de la | pénicilline G Etroit
Béta- paroi/ (Pénicillium
lactamines = ﬁ s Bactéricides. notatum)
\g/ );ST\X Groupe de
© o’}"OH pénicilline M
(Meticilline)
(Semi-synthese)
Céphalosporines : Groupe de

2
= 7_/::3 H
£ =
o e R‘l
o H

pénicilline A
(Ampicilline)
(Semi-synthése)
Céphalosporine C




(Cephalosporium

acremonium)
Céphalosporine de
1°® génération
(céfalotine),
2™ génération
(céfamandole),
3% g¢nération
(céfotaxime), 4™
génération ....
(Par semi-
synthése)
Polypeptides | Nature polypeptidique Action sur la Polymyxine Etroit
membrane (Bacillus
externe des polymyxa),
Gram’ Bacitracine
/Bactéricides. (Bacillus
licheniformis),
Colistine,
Tyrocidine.
Nitrofuranes | A base de Noyau furane Inhibition de la Furaltadone, Large
synthése de Furazolidone
I’ADN.
Phénicolés Inhibition de la Chloramphénicol Large
R1 CH-CH 'CHZO-RZ synthése des (Streptomyces
(l)H &H-CO-CHCIZ protéines. venezuelae)




Quinolones et Inhibition de la Etroit.
Sfluoroquinolo synthése de Acide nalidixique,
-nes ’ADN/ Acide oxolinique,
bactérides Ciprofloxacine,
rapides sur les Acide
Gram-. piromidique,
ofloxacine,
enrofloxacine.
0 Blocage de la Sulfadiazine, Etroit
NHz Q_N < i synthése Sulfadoxine,
Sulfamides g R2 de I’acide Sulfaméthoxydiazi
dihydrofo- ne,
lique. Sulfaméthoxazole
(Synthése).
Bactériostatiques
Inhibition de la Tétracycline Large
Tétracyclines synthése des (Streptomyces
protéines. texasi),
Chlortétracyclin

e (Streptomyces
aureofaciens),
Oxytétracycline
(Streptomyces

rimosus).

Doxycycline,
Minocycline

(semi-synthése)




Inhibition de la Etroit
synthése des Erythromycine
Macrolides protéines. (Streptomyces
erythreus),
Spiramycine
(Streptomyces
ambofaciens).
Blocage de la Rifamycine = SV | Large
Rifamycines synthése des (Streptomyces
ARN messagers. | mediteranee).
Rifaximine,

Rifampicine.




—

2.4. Usages des antibiotiques en médecine vétérinaire

Le tableau V résume les principaux types d'utilisation d’antimicrobiens chez les

animaux destinés a la consommation humaine.

Tableau V: Types dutilisation d’antimicrobiens chez les animaux destinés a
'alimentation humaine [39].
Type But Voie ou mode Administratio | Animaux
d’utilisation d’administrat- | n individuelle | malades
d’antimicrobiens ion ou par groupe
Thérapeutique Thérapie Injection, Individuelle ou | Animaux
aliments, eau par groupe malades ou
certains
animaux
dans des
groupes
Métaphylactique | Prophylaxie de | Injection (veaux Groupe Certains
la maladie en parc
thérapie d’engraissement)
Prophylaxie Prévention de | Aliments Groupe Rien
la maladie d’évident,
bien que
certaines
infections
Puissent
Etre
subcliniques
Stimulateur de Stimulation de | Aliments Groupe Aucun
Croissance la croissance
Indice de Aliments Groupe Aucun
Consommation
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2.5. Les Antibiotiques utilisés en Elevage Avicole

Le tableau VI indique les principaux antibiotiques utilisés en €levage avicole.

Tableau VI : Principaux antibiotiques utilisés en aviculture [43].

Familles

Exemples

Béta-lactamines

Aminopénicillines: Ampicilline et Amoxycilline

Céphalosporines : Ceftiofur

Aminosides et apparentés

Dihydrostreptomycine (DHS), Gentamycine,

Néomycine.
Quinolones Acide oxolinique, Fluméquine, Enrofloxacine.
Tétracyclines Chlortétracycline, Oxytétracycline,
Doxycycline.
Polypeptides Colistine (polymyxine E)

Macrolides et apparent€s

Erythromycine, Josamycine,

Lincomycine, Spiramycine, Tylosine.

Sulfamides

Sulfadiazine, Sulfadimidine, Sulfadiméthoxine.

Diaminopyrim-idines

Triméthoprime

2.6. Associations d’antibiotiques

Selon Cohen et Jacquot; Puyt, Anonyme 2 a et Guérin-Faublée [6, 21, 31, 47], les

antibiotiques doivent autant que possible étre utilisés seuls, c’est la régle générale de la

mono-antibiothérapie. Toutefois on est souvent conduit en thérapeutique anti-

infectieuse a associer plusieurs antibiotiques soit :

- pour retarder I'apparition d’'une antibiorésistance microbienne, mais uniquement

chromosomique.

- pour assurer une couverture antibiotique en urgence (c’est-a-dire pour €largir le
spectre d’activité) devant une infection & germes inconnus lors d’infection poly-
bactériennes ou lorsque l'on ignore la nature du germe en cause, c’est la principale

raison en médecine vétérinaire.

- afin de recherche une synergie.

- et afin de Ilimiter

les effets indésirables,

antibiotiques en réduisant les doses de chacun.

notamment la toxicité de certains
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2.7. Réglementation
2.7.1. Réglementation Européenne

Dans les années 40-50, I’industrie agro-alimentaire s’est mise a utiliser réguliérement des
antibiotiques dans 1’alimentation animale comme facteur de croissance pour accroitre sa
productivité. En élevage de rente I’usage des antibiotiques était autorisé sous deux types de statuts.
- en tant qu’additifs dans un aliment supplémenté pour un effet facteur de croissance, ou en vue
d’une prophylaxie anti-coccidienne chez certains groupes d’animaux (catégorie coccidiostatiques).
- en tant que médicaments vétérinaire dans un aliment, pour un traitement préventif ou curatif.
Dans certains pays, notamment aux Etats-Unis, le terme additif antibiotique vise toutes les
utilisations, que ce soit 4 titre curatif, préventif, ou en tant que facteur de croissance [22].
D’autre part, le réglement (CEE) n°® 237 /90 du Conseil fixe une procédure communautaire pour
dérerminer les limites maximales de résidus (LMR) dans les denrées alimentaires d’origine animale
[42], afin d’assurer I’innocuité des antibiotiques pour le consommateur et 1’animal.
Il existe quatre possibilités de classement de LMR [27].
- Les substances ayant une LMR fixée définitivement.
- Les substances non soumises & une LMR, réputées non ou peu toxiques.
- LMR fixées provisoirement (substances présentent des lacunes ne permettant pas de fixer des
LMR définitives et le fabricant dispos d’un délai (inferieur & 5 ans) pour combler ces lacunes [13].
2.7.2. Réglementation Algérienne

La demande en produits vétérinaires n’a pas cessé de croitre depuis 1997 en relation avec
’essor notable de la production et la surmédicalisation des élevages avicoles en Algérie.
Légalement, seuls les vétérinaires et les techniciens vétérinaires 1’accés aux médicaments
vétérinaires sont autorisés & délivrer les médicaments. Cependant, il semble qu’en Algérie I’acces
aux médicaments vétérinaires est facile et leurs disponibilités dans les marchés noirs, seraient a
I’origine de leurs usages anarchiques et de I’automédication.

2.8. Pharmacocinétique des Antibiotiques

Pour éradiquer une infection, I'antibiotique doit parvenir a son site d’action, ¢’est-a-
dire atteindre les germes situés dans une structure donnée dun organe, dans une
cellule ou dans des liquides extra / péri-cellulaires, & des concentrations adéquates, et
cela, pendant le temps nécessaire. Ce passage du lieu d’administration jusqu’au site (s)

d’action se fait en quatre phases différentes [9] :
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2.8.1. L’absorption

L’'absorption d'une molécule, c¢’est-a-dire son passage du site d’administration & la
circulation sanguine est fonction & la fois des propriét€és de la molécule et des
modalités d’administration notamment de la voie (orale, parentérale) et de la
formulation du médicament [30]. Elle doit permettre le passage du médicament du site
d’administration vers la circulation générale, pour que l'antibiotique puisse ensuite
parvenir au site de l'infection. Certaines classes d’antibiotiques ont une bonne absorption
digestive (macrolides, tétracyclines, sulfamides). Pour d’autres classes, 'absorption est nul
(aminoside, polypeptide), et la voie injectable est nécessaire pour obtenir un effet
systémique. Enfin, dans certaines classes d’antibiotiques (béta-lactamines), certaines

molécules sont bien absorbées, ce qui permet I'administration orale alors que d’autres

devront €tre injectées [8].

2.8.2, La Distribution

L'antibiotique parvient au site de [linfection plus ou moins bien : certains
organes sont mieux irrigués que d'autres ; le sitt méme de linfection peut étre mal
irrigué (amas fibrino-leucocytaire de végétations valvulaires cardiaques abcés entouré
d'une coque). Les germes peuvent étre situés dans le sang ou dans les espaces
extracellulaires, ou a I'intérieur de cellules qui les ont phagocytés. Lorsque le passage
de l'antibiotique du sang vers un site d’infection se fait par diffusion passive.

L’administration d'une molécule a une dose et & un rythme donné peut donc étre
efficace sur une infection causée par un germe donné si elle est située dans un
organe, et pas efficace si elle est située dans un autre. Le tube digestif, les méninges,
la prostate, l'os ou les cavités urinaires par exemple posent des problémes
d’acces tres différents [8].

2.8.3. Les Transformations

Comme tout les médicaments, les antibiotiques peuvent subir des
transformations, en métabolites, actifs ou non sur les bactéries, toxiques ou non (c’est &
dire induisant des effets indésirables). Les substances actives peuvent &tre
métabolisées par différents organes. Si toutes les cellules de I'organisme
possedent une capacité métabolique de base, certains organes ont une capacité
métabolique importante (foie, rein, poumon). La transformation d’une molécule par le
métabolisme dépend de la structure de la molécule et des voies métaboliques
exprimées chez l'animal. Certaines molécules sont rapidement dégradées en

métabolites inactifs au plan de l'activité antimicrobienne tandis que d’autres sont peu
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métabolisées ou que le métabolisme conduit & des métabolites actifs au plan
microbiologique [30].
2.8.4. Excrétion

Les concentrations dans un certain nombre de sécrétions ou excrétas de
lorganisme (bile, urine, lait, salive, mucus pulmonaire, sécrétion intestinale, sueur,
etc.) varient au cours du temps en fonction des modalités d’excrétion passive ou
active de la molécule et de ses métabolites. L'étude de la cinétique plasmatique d'une
molécule aprés administration intraveineuse et la mesure des quantit€s émises sous
forme de substance parentale et de métabolites, estimée sur la base des
concentrations moyennes mesurées sur des quantités d’excrétas collectés au cours
du temps, permet de mesurer la clairance totale et la part relative de la clairance
métabolique et de la contribution des principaux organes d’élimination. La capacité
d’élimination d'un principe actif, est exprimée par la clairance totale (ou clairance
plasmatique) qui est la somme des différentes clairances (clairance métabolique du
foie, clairance d’excrétion biliaire, clairance d’excrétion rénale...). Ces clairances

peuvent présenter de grandes variabilités inter spécifique [30].
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CHAPITRE 3 : EFFET DES RESIDUS D’ANTIBIOTIQUES

3.1 Définition des résidus

Selon le réglement 2377 /90/CEE, on entend par résidus de médicaments vétérinaire toutes
les substances pharmacologiquement actives, qu’il s’agisse de principe actifs, d’excipients ou de
métabolite présents dans les liquides et tissus des animaux aprés d’administration de médicaments
et susceptibles d’étre retrouvés dans les denrées alimentaires produites par ces animaux [54].
3.2. Impact des résidus d’antibiotiques sur la santé du consommateur
D'aprés Laurentie et Sanders [40], les réflexions sur les résidus et les soucis de protéger la sant€ des

consommateurs ont abouti au développement de deux concepts complémentaires :

e Le temps d’Attente, ou TA.
o Les limites maximales de résidus, ou LMR.
3.2.1. Le délai d’attente

Le délai d'attente ou période de retrait représente le temps nécessaire & l'excrétion complete
d'un médicament aprés sa derniére prise, Selon 1’étude de Delatour, on entend par temps d’attente,
le délai minimal & observer entre I’administration du médicament & I’animal, dans les conditions
normal d’emploi et I’utilisation des denrées alimentaires provenant de cet animal [44].

Cette notion de temps d’attente apparemment simple dans son principe, présente de nombreuses
difficultés d’application. Cependant le temps d’attente retenu dépend du seuil de sensibilit¢ de la
méthode de détection employée. Une méthode peu sensible entraine un temps d’attente court et
inversement.

Le temps d’attente est établi par les laboratoires pharmaceutiques de maniére & garantir qu’a la
premiére livraison de viande, la concentration en résidus est inférieure & la LMR de la molécule
administrée [25].

3.2.2. La limité maximale de résidus(LMR)

La Limite Maximale de Résidus (LMR) est la concentration maximale en résidus dans un
produit (Abat, viande, ceuf, lait...) que les scientifiques et les autorités considérent sans risque
sanitaire pour le consommateur et sans effet sur les processus de fabrication. Cette LMR ne doit pas
étre dépassée pour des aliments issus des productions animales.

La notion de LMR constitue une synthése entre les attentes des consommateurs et les contraintes
des producteurs permettant, sans interdire 1’utilisation des médicaments, leur utilisation en toute
sécurité. Cette LMR est calculée en prenant en compte d’une part le risque toxicologique et, d’autre

part, ’effet potentiel des résidus sur la flore digestive de I’homme [10].



3.2.2.1. La LMR toxicologique

Est définie pour assurer la sécurité du consommateur. Cette notion intégre tous les éléments
liés a la toxicité de la molécule & court ou & long terme, quelle que soit la nature des effets observés
sur I’individu ou sur sa descendance [25].
3.2.2.2. La LMR bactériologique

Est une limite qui vise, quant & elle, & garantir ’absence d’effet des résidus d’antibiotiques

sur la flore digestive humaine. Elle est prise en compte indépendamment du fait que cette

modification ait ou non un effet sur ’homme.
La LMR finale (officielle) prend la valeur la plus basse entre la LMR toxicologique et
bactériologique [25].
3.3. Facteurs de persistance des résidus
Selon Chéataigner et Stevens [20], la persistance de résidus varie selon plusieurs facteurs :
e [’antibiotique lui-méme
e laforme pharmaceutique
e les modalités d’injection
e le site d’injection
e ladose injectée
e la sévérité de I’irritation locale
e facteurs liés 4 ’animal
-3.4. Conséquences négatives de I’utilisation des antibiotiques chez les animaux
Les conséquences négatives de Iutilisation des antibiotiques chez les animaux sont :
e présence de résidus dans les produits alimentaires d’origine animale (si les délais d’attente

avant |’abattage ne sont pas respectés) [35]

* contamination de I’environnement (excrétion des antibiotiques par les feces, urines...) [35]
Selon Scippo [51], ces conséquences sont surtout dues aux mauvaises pratiques:

® produits du marché noir.

® administration sans prescription vétérinaire.

e non respect des doses et des délais d’attente.

3.5. Les probléme de santé publique liés a la présence des résidus d’antibiotique

Les problémes et les risques pour le consommateur et la Santé Publique liés & la présence de

résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires sont [49] :
e Risque de toxicité directe (nitrofuranes),
* Risque allergique (pénicillines, streptomycine),

e Risque cancérigéne (nitrofuranes),



Les effets des résidus d’antibiotiques sur 1’organisme humain dépendent de deux facteurs [56] :

e de la transformation in vivo de la molécule d’origine, conduisant & la formation d’un
métabolite ayant perdu ses propriétés antibactériennes mais possédant un pouvoir allergéne
résiduel. La toxicité de ce résidu peut étre augmentée ou diminuée par rapport & celle de la
molécule d’origine.

e de la « toxico disponibilité » qui correspond & la forme sous laquelle le résidu se trouve
dans I’organisme. Il peut &tre libre ou lié & des molécules. Il est alors plus ou moins
accessible a la réponse immune de 1’organisme, plus ou moins prédisposé a s’accumuler au
niveau de certains organes ou bien & étre éliminé.

3.5.1. Risques toxiques

Les risques toxiques dans ce cas résultant de ’absorption répétée de résidus d’antibiotiques
retrouvés dans les aliments et leurs accumulation dans 1’organisme humain, c¢’est pourquoi, la dose
ingérée et la nature de I’antibiotique administré jouent un role trés important.
Des expérimentations sur des animaux ont montré que 1’administration pendant un temps plus au
moins prolongé d’un antibiotique peut étre & ’origine de trouble généraux divers tels que des
réactions neurotoxiques ou des Iésions organiques localisées en particulier aux niveaux des reins ou
du foie [2, 20].
3.5.2. Risques allergique

Les résidus des médicaments vétérinaires sont incriminés en allergie humaine et peuvent
etre mis en cause dans certains accidents d’hypersensibilité chez les personnes allergiques en
entrainant soit un effet sensibilisant soit un effet déclenchant (effet des pénicillines) [23].
Sur propositions de COOMBS et GELL, le comité mixte FAO/OMS (1990) reconnait qu’en général
la sensibilisation initiale d'un sujet réceptif a lieu aprés administration d'une dose assez importante
de substance ayant un pouvoir allergique et qu'un contact ultérieur, souvent avec une dose beaucoup
plus faible, peut provoquer une réponse allergique [26].
3.5.3. Risques microbiens

Parmi tous les risques encourus par le consommateur suite & 1’ingestion d’aliments
contaminés par les résidus d’antibiotiques, le risque microbien semble étre, de trés loin, le plus
important et le plus dangereux par la méme occasion, en fait, ce dernier se matérialise par deux
probleémes d’ordre sanitaire & savoir la modification de la flore intestinale de 1’homme et

I’émergence de résistances bactériennes [20].
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CHAPITRE 4 : METHODES DE DETECTION DES RESIDUS D’ANTIBIOTIQUES

4.1. Introduction

Selon Scippo [51], le contrdle des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires est

un processus complexe et coliteux. Mais il est indispensable pour garantir:

e La protection de la santé publique.
e Le respect des régles qui régissent le commerce.

e La production de matiéres premiéres de qualité pour 1’industrie agroalimentaire.
4.2. Méthodes de détection (dépistage)

Les méthodes biologiques/biochimiques de dépistage des résidus des antibiotiques sont
généralement rapides et peu cotiteuses. Elles permettent de traiter un grand nombre d’échantillons.
Elles doivent avoir des limites de détection suffisamment basses (inférieures aux LMR ou aux
niveaux minimum de performance requise). Comme toute méthode de dépistage, elles ne doivent
engendrer qu’un faible nombre de faux négatifs (échantillons faussement conformes) et un nombre
limité de résultats faussement positifs pour rester attrayantes d’un point de vue économique, les
résultats positifs enregistrés en pratiquant ces méthodes de dépistage devant étre nécessairement
confirmés par des méthodes chromatographiques plus fiables comme celles qui associent

chromatographie (en phase gazeuse ou liquide) couplées a la spectrométrie de masse (SM) [52].
4.2.1. Méthodes microbiologiques
4.2.1.1. Méthodes des quatre boites

Repose sur I’utilisation des boites de Pétri sur lesquelles sont déposés des disques de la
viande & tester (figure 2). Ces boites contiennent différents milieux de culture, sont ensemencées
avec différentes bactéries sensibles a des familles d’antibiotiques différents (tableau VII). La
présence d’antibiotique dans la viande se traduit, aprés 24 heures de culture, par une zone
d’inhibition autour du disque de viande. Si le diamétre d’inhibition est supérieur & 2mm, le morceau

de viande est considéré comme positif [42].



Figure 2: Méthode des quatre boites [5].

Tableau VII : Présentation de la méthode des quatre boites utilisée pour le controle officiel [11]

Boite 1 2 3 4

Souche Bacillus Bacillus subtilis Bacillus subtilis | Micrococcus
subtilis Luteus

Ph 6 7.4 8 8

Observation Ajout Trimethoprime

Molécule cible Bétalactames + | Sulfamides Aminosides Bétalactames +
Tétracyclines Macrolides

4.2.1.2. PREMITEST

Est un test a large spectre, il détecte un grand nombre d’antibiotiques couramment utilisés

pour la viande. Au bout de 4 heures et donne un résultat fiable.
Le PremiTest est d’une utilisation simple [12, 36]:

Verser un peu de jus de viande dans le tube a essai.
e Préchauffer 'incubateur pendant 20 minutes.

e Incuber I’échantillon a 64 °C pendant trois heures environ et vérifier la couleur.

Si I’échantillon vire nettement du violet au jaune, cela signifie que la quantité de composés
antimicrobiens se situe en dessous des limites de détection du Premi®Test. Une couleur violette

indique un taux d’antibiotiques supérieur ou égal a la limite de détection du test [12, 36].




4.2.2. Méthodes immunologiques
4.2.2.1. Les méthodes radio immunologiques (RIA)

Dans les années 80, on a vu se développer des méthodes radio immunologiques (RIA) pour
le dépistage de résidus d’antibiotiques dans des échantillons. Ici c’est la reconnaissance d’une
molécule par un anticorps qui est détectée. Une compétition est organisée pour une liaison & des
anticorps entre 1’antigéne non marqué, & savoir la molécule a rechercher dans 1’échantillon, et un
antigéne de nature similaire mais marqué par un isotope radioactif (tritium, carbone 14) (figure 3)
[52]

Ag + Ag* + Ac — AgAc+ Ag*Ac
Ag : antigéne; Ag* : antigéne marqué; Ac : anticorps

Figure 3: Equation de base des dosages immuno-chimiques par compétition [52].
Dans cette technique, on mesure la radioactivité liée aux anticorps aprés avoir €liminé la
radioactivité libre. Grace 4 une courbe de calibration, on peut déterminer la concentration de la
substance dans I’échantillon.
Ces méthodes permettent de détecter des concentrations en résidus de 1’ordre du ppb microgramme
par kg) [52]. Les anticorps sont généralement trés spécifiques.
Dans certains cas, par exemple pour le béta agoniste ou certains antibiotiques comme les
tétracyclines, il existe des anticorps capables de réactions croisées avec plusieurs substances
différentes d’une méme famille. Dans ce cas, un dépistage multianalyte est possible. Ces méthodes
sont moins utilisées actuellement, mais plusieurs kits sont encore disponibles commercialement.
4.2.2.2. Test ELISA

L’ELISA (Enzyme- linked ImmunoSorbent Assay) est analogue au RIA.
Cette fois I’antigéne est marqué par une enzyme dont ’activité liée aux anticorps peut étre mesurée
grice 4 une coloration correspondant & la transformation du substrat de ’enzyme en produit.
La réponse est inversement proportionnelle & la concentration en analyte dans 1’échantillon.
De nombreux kits de dosage Elisa pour les résidus d’antibiotiques ont été développés [12, 33]. Elle

est cependant dépourvue des inconvénients li€s a I’utilisation de la radioactivité.

4.2.3. Méthodes physico-chimiques
4.2.3.1. Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Couplé a un systéme d’injection des échantillons & analyser et & un systeme de détection en
continu au sein d’un chromatographe, un tel systéme de séparation permet des analyses fines d’une
grande qualité dans la mesure ou les différents constituants des mélanges sont séparés avant d’étre

déterminés quantitativement (Figure 4). Les techniques de chromatographie liquide sont en plein



essor pour le contrdle en laboratoire grice & la possibilité d’automatisation (injection, élution,
nettoyage de la colonne, détection) (Figure4). L’utilisation assistée par ordinateur pour le traitement

des données réduit le temps nécessaire pour le traitement d’un échantillon [17]
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Figure 4 : Principe d’un chromatographe en phase liquide [18].

L’utilisation des étalons de concentrations connus permet d’identifier et de quantifier les
composants d’un échantillon [19] :

e L’identification est basée sur la comparaison des temps de rétentions obtenus pour
P’échantillon et pour les étalons. Le temps de rétention (tr) est le temps d’élution au sommet
du pic, mesuré a partir de I’injection.

e Le dosage s’effectue grice a la mesure puis la comparaison de I'aire du pic d'élution de la
substance de référence (étalon) a celle du produit & analyser.

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été choisie comme méthode analytique
pour confirmer la présence d’antibiotiques appartenant & plusieurs familles dans divers échantillons
(viandes blanche et rouge, foie, rein...). Abiola et al [1], ont utilisé cette méthode pour confirmer la
présence de tétracycline, de sulfamides, de nitrofuranes et de chloramphénicols dans le gésier et le
foie de poulet. Laurentie et Sanders [40], ont ciblé les molécules suivantes dans divers matrices:

ampicilline, les tétracyclines (Chlorotétracycline, oxytétracycline, tétracycline), les macrolides
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(Tyrosine, érythromycine, spiramycine), Chloramphenicol et hygromycine. Le traitement des
échantillons passe par une phase d’extraction dont le protocole différe d’une famille & une autre
[41]. L’HPLC peut étre couplée a la spectrométrie de masse (CL/SM-SM) pour détecter et
quantifier les résidus d’antibiotiques dans divers matrices [28, 37, 38].
4.2.3.2. Chromatographie sur couche mince CCM

Dans la CCM classique, la solution d’échantillon & analyser est déposée & 1’aide d’un
capillaire ou d’une seringue a une petite distance (1 cm en général) de I’extrémité de la couche. On
peut donc parler d’une injection latérale a la différence de I’injection centrale réalisée sur colonne.
Le volume déposé est trés faible (1 & 5 pL). La tache (ou spot) ainsi obtenue doit &tre aussi
circulaire et petite que possible. La plaque est ensuite placée dans une cuve & développement
contenant le solvant (ou le mélange de solvants) constituant la phase mobile et saturée par ses
vapeurs. La phase mobile monte par ascension capillaire entrainant ainsi 1’échantillon déposé.
Chaque composant de I’échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front du solvant. Cette
vitesse dépend d’une part, des interactions retenant le composant sur la plaque stationnaire et,
d’autre part, de sa solubilité¢ dans la phase mobile. La détection des substances est une opération
distincte de la chromatographie et elle s’effectue sur une couche séchée et débarrassée du solvant de
développement par pulvérisation d’un réactif révélateur donnant des dérivés colorés avec les
composants du mélange. L’identification s’effectue gridce a la comparaison des distances de
migration obtenues pour les composants du produit & analyser et pour des étalons Co-migrés dans

les mé&mes conditions [53].
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PARTIE EXPERIMENTALE

1. Lieu et période de travail

e L’enquéte relative a I’utilisation des antibiotiques dans les élevages avicoles par les
vétérinaires praticiens a été réalisée au niveau de certaines communes de la wilaya de
Médéa (Médéa, Beni slimane, El-omaria, Tablat, Elgalb-elkbir, Sidi-naamane, Azzizya,
Souaghi, Berrouaghia, Oulad-brahim et Chevalet-eladhaoura) durant la période s’étalent du

mois d’octobre 2014 au mois de janvier 2015.

e La mise au point, d’'une méthode microbiologique permettant la détection des résidus
d’antibiotiques dans le foie du poulet de chaire, prélevés a partir des différents points de
vente de la wilaya de Médéa (Médéa, Beni slimane, El-omaria, Berrouaghia, Ksar
Elboukhari, Tablate), réalisée au niveau du laboratoire des services microbiologiques du

complexe SAIDAL de Médéa durant trois mois (janvier 4 mars 2015).
2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel

2.1.1. L’enquéte

Les informations ont €té recueillies par le biais d’un questionnaire (voir Annexe 1), tirés a

40 exemplaires pour les vétérinaires praticiens.
2.1.2. Recherche des résidus d’antibiotiques
2.1.2.1. Matériel biologique

e 48 échantillons de foie du poulet de chair.

®  Souches bactériennes (Bacillus subtilis et Micrococcus luteus).
2.1.2.2. Matériel non biologique

Le matériel utilisé est le suivent :

e Agitateur €lectrique.
e Autoclave.
e Bain marie.

e Bec benzéne.



e Flacons.

e Fioles.

e Tubes.

e Boites pétries.

e Pipette pasteur.

¢ Disque antibiotique.
e Papier filtre.

e Anse palatine.

e Mortier.

* TSA milieu de culture (Tripticaséine soja agar).

2.1.2.3. Milieux et produits
> Milieux
e Soja agar,
e Milieux & pH6, pH7.4, pHS, sont présentés en annexe 2
> Produits chimiques et réactifs

* Solutions Standards des antibiotiques sont présentées en annexe 3.

2.2. Méthodes

2.2.1. L’enquéte

Les exemplaires du questionnaire ont été distribués par nous méme suite & des déplacements

sur place et par I’intermédiaire de quelques étudiants.

L’ensemble des informations recueillies ont été stockées dans un fichier Microsoft excel et le

traitement des données a été restreint & une analyse statistiques descriptive sans réalisation de teste
statistiques.

2.2.2. Recherche des résidus d’antibiotiques

2.2.2.1. Prélévement du foie

Les échantillons du foie étaient prélevés directement aupres des points de vente, mises dans
des sacs en plastiques stériles et identifiés par un numeéro puis sont transportés dans une glaciére a

+4°C. Une fois au laboratoire, les échantillons sont stockés au congélateur jusqu’au moment de leur
analyse.



2.2.2.2. Analyse par la méthode microbiologique

La méthode utilisée est une méthode microbiologique pour la détection des résidus
d’antibiotiques, dite « méthode des quatre boites » (figure 5), c’est une technique de détection
qualitative qui permet la mise en évidence de quatre groupes d’antibiotiques, le premier groupe
comprend deux familles d’antibiotiques (Bétalactamines/Tétracyclines), le deuxiéme et troisiéme

comprennent respectivement les familles des Sulfamides et des Aminosides et le quatriéme en

comprend deux (Macrolides/Bétalactamines).
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Méthode des quatre boites diffusion
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Figure S: Schéma général de la détection des résidus d’antibiotiques par la méthode des

quatre boites.
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Basée sur la diffusion en gélose, cette méthode est réalisée comme suit :

2.2.2.2.1. Préparation des milieux

La préparation des milieux est détaillée en Annexe 2.

2.2.2.2.2. Préparation de I’inoculum

>

Réactivation des souches

Nous avons effectué la réactivation des souches prélevées a partir de la culture stockée sur

gélose inclinée. Ce repiquage nous a permis d’obtenir des souches jeunes.

L X4

Mode opératoire

Introduire une anse de platine stérile dans le tube de conservation des souches bactériennes
jusqu’a la gélose inclinée en évitant de toucher les parois puis prélever une parcelle de la
culture qui se trouve & la surface. Ensemencer dans une boite de pétrie de soja agar.

Incuber a une température de 30 & 37°C pendant 24h & 48h.

Bacillus subtilis

A partir des cultures obtenues aprés incubation, réaliser une suspension dans I’eau
physiologique stérile.

Introduire stérilement la suspension dans une bouteille de Roux contenant un milieu solide
incliné (Soja Agar).

Incuber a 30°C pendant 24h a 48h.

Introduire 75 ml d’eau physiologique stérile dans la bouteille de Roux et récupérer la souche
en raclant avec billes en verres stériles.

Récupérer la suspension riche en Bacillus subtilis dans une fiole de 100ml stérile qui

constitue la solution meére.

Vu que Bacillus subtilis est une bactérie sporulante, la suspension obtenue est viable pendant une

longue durée (1mois). Elle peut étre donc utilisée pour I’ensemencement des milieux de culture. Il

suffit

donc de déterminer sa charge en spores afin de calculer la dilution nécessaire a

I’ensemencement.

v

Micrococcus luteus

e A partir de la souche test Micrococcus luteus, ensemencer en stries deux boites de gélose
pour isolement et confirmation d’identification.

e Incube & 37C° pendant 24h.

e A partir de quelques colonies prélevées sur I’une des boites, ensemencer plusieurs tubes

de bouillon de culture servant pour la congélation des souches et incuber pendant 3 4 6 h
a37Ce.



* Recupérer la suspension riche en Micrococcus luteus dans une fiole 100 ml stérile qui
constitué la solution meére.

Pour ces deux souches, la viabilité cellulaire pose un probleme pratique, ¢’est la raison pour

laquelle nous avons préféré d’utiliser pour 1’ensemencement des suspensions réalisées a partir de

cultures jeunes. Afin de déterminer la charge de I’inoculum utilisé pour I’ensemencement, nous

avons établis une courbe d’étalonnage exprimant la densité optique (& 600nm) en fonction du

nombre en UFC/ml.
2.2.2.2.3, Dénombrement
% Dilutions
Afin de déterminer la concentration de la suspension des bactéries, il faut effectuer un

dénombrement et ce aprés la réalisation de dilutions convenable jusqu’a 107°.

»  Bacillus subtilis

* En opérant de fagon stérile, 10 ml de la solution de spores sont incorporés dans 90 ml d’eau

physiologique dans un flacon stérilisé, nous obtenons ainsi la dilution 107

e A partir de la dilution 10 bien mélangée, 1 ml est ajouté & I’aide d*une pipette stérile 4 9 ml
d’eau physiologique dans un tube 4 essai et nous aurons ainsi la dilution 107

e A partir de la dilution 107 bien mélangée, 1 ml est ajouté a I’aide d’une pipette stérile & 9
ml d’eau physiologique dans un tube & essai et nous aurons ainsi la dilution 107,

* De manic¢re identique, répéter I’opération jusqu’a I’obtention de la dilution 107°,

» Micrococcus luteus

® A partir de culture jeune, réaliser une dilution dans 9ml d’eau physiologique stérile.

® Procéder 4 la dilution au %, au %, 1/10 jusqu’a 107

DX Ensemencement

Utiliser 2 boites de pétri pour chaque dilution.

*  Introduire dans chaque boite 0.1 ml de chaque dilution (de la 10" jusqu’a 107'),
e Introduire 15 & 20ml de milieu soja agar maintenu en surfusion a 45°C.

®  Me¢langer I’inoculum et le milieu de culture, en faisant des mouvements en huit.

 Incuber a 37°C pendant 24h 4 48h pour les bactéries (Micrococcus luteus).

Incuber 4 30°C pendant 24h 4 48h pour la bactérie (Basilus subtilis).
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<%  Comptage des colonies
Aprés incubation, sélectionner les boites présentant un nombre de colonie compris entre
30 -300 UFC (les colonies sont dénombrées en surface des boites de pétri).

Prendre la moyenne arithmétique des dénombrements entre les deux essais pratiqués avec

la méme dilution.

Calculer le nombre d’unité formant les colonies par ml de la dilution.

Multiplier par I’inverse de cette dilution pour avoir le nombre de bactérie pour 1ml de
I’inoculum.

La charge de la solution mére en UFC/ml est estimée en faisant la moyenne des

concentrations obtenues pour les différentes dilutions.

2.2.2.2.4. Préparation des solutions bactériennes

Aprées avoir réactivé les souches, nous prenons 2 tubes & essais stériles, contenant de I’eau
physiologique 0.9%, a I’aide d’une anse platine, prendre une petite quantité de la souche
précédemment incubée dans ﬁne boite de pétri, et la mettre dans le tube a essai déja
identifié. Utiliser le vortex pour agiter la solution.

Ensemencer avec un écouvillon les boites qui vont étre utilisées par les solutions préparées.

Toujours travailler au prés du bec benzéne.

2.2.2.2.5. Préparation des solutions d’antibiotiques témoins

e Préparer 3 solutions de péni-G, érythromycine et de streptomycine nécessaire pour contrdler les

conditions de développement et de sensibilité de la bactérie (voir Annexe 3).

2.2.2.2.6. Analyse des échantillons

La méthode microbiologique utilisée est la méthode officielle de détection des résidus

d’antibiotique utilisée dans les laboratoires BELGES DE FOUGERES.

Au cours de cette méthode nous avons analysé le jus du foie pour avoir des zones d’inhibitions

régulicres.

Pour extraire le jus des échantillons il faut tout d’abord les décongeler, puis :

Hacher 10g de I’échantillon en utilisant un mortier (figure 6).

Verser en dessus 25ml de méthanol.



~

- Homogénéiser pendant 1 minute.
- Mettre le surnageant dans un tube 2 essai, identifier le tube et agiter par le vortex (figure 7).

¢ Plonger les disques d’antibiotiques dans le tube qui contient le jus du foie.

e Placer les disques dans les boites de pétri déja ensemencées par la souche qui convient au pH du
milieu de culture (4 disques par boite) (figure 8)

e Incuber selon les conditions appropriées au microorganisme (30°C pendant 18h pour Bacillus
subtilis et 37°C pendant 24h pour Micrococcus luteus).

e Sortir les boites de 'incubateur.

Lire les zones d’inhibition pour les échantillons positifs (figure 9).

Figure 6: Hacher I’échantillon du foie

| Fire 9: Observation e lecture des zones
d’inhibition

Figure 8: Mise en place les disques de jus du foie




2.2.3. Interprétation des zones d’inhibition

A P’issue de I’incubation, les disques imprégnés des solutions témoins doivent présenter une
zone d’inhibition nette dont la taille minimale de la zone annulaire est 6mm (la zone annulaire est la
distance comprise entre le bord du disque et la limite externe de la zone d’inhibition).
Pour chacune des quatre boites, sont considérés comme positifs, les échantillons de viande donnant
des zones d’inhibition dont la taille de la zone annulaire est au moins égale & 2mm.
Avant de commencer la lecture des zones d’inhibition des échantillons analysés, nous commengons
par la lecture des disques témoins, afin de vérifier la conformité des souches test utilisées.
Selon AFSSA (2000). Les résultats de la lecture figurent dans le tableau suivant.

Tableau VIII : Les diamétres d’inhibition des antibiotiques témoins

Espéce pH Antibiotique Diamétre de la zone
d’inhibition (mm)
6,0 Pénicilline G 27
Bacillus subtilis 72 Sulfathiazole 20
8,0 Streptomycine 23
Micrococcus lutéus 8,0 Erythromycine 25

Les échantillons analysés sont considérés comme positifs si la zone annulaire est supérieure

ou égale & 2 mm.
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3. Résultats et discussion

3.1. Résuitat de ’enquéte

Le tableau (IX) présent les résultats de ’enquéte réalisée auprés des vétérinaires praticiens:

Tableau IX : Résultats de I’enquéte par questionnaire

Questions

Réponses des vétérinaires

Activité avicole

Activité principale : 62,5 %

L’affection les plus rencontrées

La majorité : Mixte (digestive et respiratoire)

Le taux approximatif d’utilisation

antibiotiques

des

Taux : 70 %

Fréquence d’utilisation des antibiotiques

Dans tous les cas : 65 %

Selon le diagnostic : 35 %

Antibiotiques les plus utilisés

Bétalactamines : 72,5 %
Aminosides : 47.5 %
Sulfamides : 30 %
Macrolides : 8,75 %

Respect de la posologie

Oui : 47,5 %

Augmenter la dose

Oui : 52,5 %

Signalement des délais d’attente

Oui : 82,5 %

Pathologies les plus rencontrées sur le terrain

MRC : 88%.

Bronchite infectieuses : 75%.
Colibacillose : 70%.
Coccidiose : 62,5%.

Respect des délais d’attentes par les éleveurs

Oui : 56 %

Traitement réalisé par 1’éleveur

Oui: 100 %

Critéres de choix des antibiotiques

Efficacité : 71,8 %
Délai d’attente : 71,8 %

Suspicion d’existence des résidus

Oui: 91 %

e L’activité avicole est une activité principale pour 62,5% des vétérinaires questionnés.

e La majorité des vétérinaires questionnés ont révélé que les affections les plus rencontrées sont
les affections mixtes (respiratoires et digestives).
* D’aprés les résultats du questionnaire, le taux approximatif d’utilisation des antibiotiques est

de 70%, ce qui explique bien, que 65% des vétérinaires interrogés utilisent les antibiotiques
dans tous les cas.



e Solon les vétérinaires interrogés, nous remarquons que les antibiotiques les plus utilisés sont
les Bétalactamines (72,5 %) et les Sulfamides (47,5%). Cette variation dans le choix de
I’utilisation des antibiotiques peut s’expliquer par plusieurs raisons. L’efficacité et le délai

d’attente des produits restent des critéres trés important pour le choix des antibiotiques, soit
71,8%.

Pour la posologie, il a été signalé que 52,5% des vétérinaires interrogés augmenter la dose

pour avoir une meilleure réponse aux traitements.

52,5% des vétérinaires questionnés confirment que la plupart des €leveurs respectent le délai
d’attente. Cette constatation est proche de celle rapportée par 1’étude réalisée par Saadaoui et
Boufassa [50], qui ont confirmé que 48,84% de leurs éleveurs respectaient les délais
d’attentes. Ce non respect du délai d’attente par les éleveurs est justifié par les pertes

économiques, par le manque d’informations et par leur inattention.

Solon les vétérinaires questionnés, les pathologies les plus rencontrés sur le terrain, sont les
maladies respiratoires chroniques (MRC) (88%) suivies la bronchite infectieuses (75%), les
colibacilloses (70%) et les coccidioses (62,5%).

Notre enquéte a été réalisé en hiver ce qui explique I’augmentation des maladies respiratoires

chroniques (MRC) et bronchite infectieuses enregistrées au cours de cette enquéte.

e Un fait important est & signaler d’aprés les vétérinaires interrogés, 100% confirment que les

¢leveurs réalisent les traitements par eux méme.

e Solon les résultats, nous remarquons que tous les vétérinaires questionnés font des efforts
pour lutter contre I’abattage des volailles au cours des traitements mais ces actions restent
incompléte par ce que :

v Le traitement par des antibiotiques parfois anarchique réalisé par certains vétérinaires
notamment le non respect de la dose prescrite dans la notice contribue & I’augmentation de
la présence des résidus d’antibiotiques dans le foie de poulet de chair.

v" La plus part des éleveurs sont au courant du délai d’attente, cependant ils ne le respectent

pas, ce qui montre un manque de conscience concernant I’utilisation des antibiotiques en

élevages du poulet de chair.



3.2. Résultats de la recherche des résidus d’antibiotiques dans le foie

3.2.1. Résultats globaux de Ia recherche des résidus

L’analyse des 48 échantillons de foie de poulet de chaire a révélé les résultats représentés

dans le tableau X. Sont considérés comme positifs, les échantillons présentant des zonmes

d’inhibitions dans au moins ’'une des boites testées.

Tableau X: Les résultats globaux de la recherche des résidus

Résultat Nombre des échantillons %

Positifs 28 58,33

Négatifs 20 41,67
Total 48 100

Les résultats ont montré que 28 échantillons ont présenté des zomes d’inhibitions annulaires

supérieures a 2 mm, donc considérés comme positifs, soit 58,33% et 20 échantillons, sont

considérés comme négatifs, soit 41,67%. Ces résultats importants reviennent a plusieurs origines,

|
telles que le non respect du délai d’attente par les éleveurs et I’augmentation de la dose d’utilisation

par les vétérinaires.

Ces résultats sont représentés dans la figure ci-dessous.

i

41.66%

= positif

négaif

Figure 10 : Représentation des résultats globaux
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3.2.2. Résultats par rapport a chaque antibiotique
Les résultats d’analyse des 48 échantillons de foie par rapport & chaque groupe d’antibiotique

testé & donné les résultats suivants :
< Bétalactamines
Les résultats de la recherche des résidus de Bétalactamines sont représentés dans le tableau et

les figures suivant

Tableau XI : Résultats da la recherche des résidus de Bétalactamines.

Localité Nombre de Résultats
prélévement Positifs % Négatifs %
Tablat 8 3 6.25 5 10.41
Beni-slimane 8 8 16.66 0 0
El-omaria 8 1 2.08 7 14.58
Berroughia 8 5 10.41 3 6.25
Ksar- 8 5 10.41 3 6.25
elboukhari
Médéa 8 6 12.5 2 4.16
Total 48 28 58.33 20 41.67
18.00%
16.00%
14.00%
12.00%
10.00%
8.00% —
. it 6.00% -
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Sur un nombre total de 48 échantillons analysés, 28 échantillons ont révélé une positivité

(contiennent la péni-G) soit 58,33%, Beni Slimane présente le taux de contamination le plus éleve,

soit 16,66%.

Cette valeur importante s’exprime par ’orientation du choix des vétérinaires questionnés vers la
disponibilité et I’efficacité du produit. Elles représentent encore les antibiotiques les plus actifs, les
moins toxiques et les plus utilisés en clinique, ce qui explique un taux élevé des résidus de ces

molécules dans le foie.
% Les aminosides

Les résultats de la recherche des résidus des Aminosides sont présentés dans le tableau et les

figures suivants :

Tableau XII : Résultat de la recherche des résidus des aminosides

Localité Nombre de Résultat

prélévement positifs % négatifs %
Tablat 8 3 6.25 5 10.41
Beni-slimane 8 7 14.58 1 2.08
El-omaria 8 2 4.16 6 12.5
Berrouaghia 8 4 8.33 4 8.33
Ksar El-boukhari 8 3 6.25 5 10.41
Médéa 8 5 10.41 3 6.25
Total 48 24 50 24 50

= Positifs
= Négatifs

Figure 13: Résultats globaux de la recherche Figure 14 : Résultats de la recherche des résidus

des Résidus des aminosides. des aminosides par apport & chaque région.




Selon nos résultats,

échantillons, soit 50%, les échantillons les plus contaminés sont localisés au niveau de beni-

slimane soit 14.58%.

Selon P’enquéte destinée aux vétérinaires praticiens, les antibiotiques du 1¥ groupe

(streptomycine) sont largement utilisés pour leur efficacité et leur cout économique intéressant.

s Sulfamides

Les résultats de la recherche des résidus de sulfamides sont représentés dans le tableau et les

figures suivants :

le nombre des prélévements positifs des aminosides était de 24

Tableau XITI : Résultat de la recherche des résidus des sulfamides.

Localité Nombre de Résultat
prélévement positifs % négatifs %
Tablat 8 2 416 6 12.5
Beni-slimane 8 5 10.41 3 6.25
El-omaria 8 0 0 8 16.66
Berrouaghia 8 4 8.33 4 833
Ksar El-boukhari 8 3 6.25 5 10.41
Médéa 8 1 2.08 7 14.58
Total 48 15 31.25 33 68.75
12.00% ~
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Figure 15: Résultats globaux de la recherche Figure 16 : Résultats de la recherche des résidus

des résidus des sulfamides

des sulfamides par apport a chaque région




Le nombre total de prélévement positifs des sulfamides était de 15 échantillons soit 31.25%.

Les échantillons prélevés a El-omaria ont été indemnes de sulfathiazol, alors qu’au niveau de Beni

Slimane nous avons noté un taux important de contamination, soit 10,41%.

Nos résultats ont été confirmés par notre enquéte, qui explique I'utilisation modeste des sulfamides

en Algérie, qui n’a été mise en place que ces derniéres années en médecine vétérinaires.
3.2.3. Résultat global par rapport a chaque antibiotique
Le résultat final par rapport a chaque antibictique est présenté dans le tableau et figure suivants

Tableau XIV: Résultat global de la recherche des résidus d’antibiotiques dans le foie du poulet de

chair analysés par rapport a chaque antibiotique

Béta-lactamines Aminesides Sulfamides
Nombre % Nombre % Nombre %
Nombre positif 28 58,33 24 50 15 31,28
Nombre négatif 20 41,67 24 50 33 68,75
Total 48 100 48 100 48 100

Péni-G

Sulfath

Strepto

Péni-G

& Sulfath

¥ Strepto

Figure 17 : Résultat global de la recherche des résidus d’antibiotiques dans le foie du poulet de

chair par rapport & chaque antibiotique

Parmi les échantillons positifs, la famille des béta-lactamines occupe le pourcentage le plus

élevé (58.33%) suivi par les aminosides (50%) et en dernier les sulfamides (31.25%). Ce résultat

a0 |
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concorde bien avec les données rapportées par notre enquéte concernant la fréquence de I’utilisation

des antibiotiques en élevage avicole.

Les causes de contamination de foie du poulet de chair par ces résidus doivent étre recherchées avec

soin pour en maitriser au mieux les risques.
Nous supposons que la contamination de foie par les résidus d’antibiotiques est due a:

e L’utilisation des antibiotiques & titre curatifs ou préventifs dont 1’objectif majeur est de
prévenir ou d’éradiquer I’infection, d’obtenir la guérison des animaux cliniquement

malades, d’éviter leur mortalité et de restaurer leur production.

e D’autre part, la date d’analyse des échantillons étudiés s’étalent sur une période entre le
mois de janvier et le mois de mars 2015, cette période est proche de celle correspondant au
pic d’incidence des maladies respiratoire , ce qui pourrait &tre a I’origine d’une présence

importante des résidus d’antibiotiques dans le foie

o Le test que nous avions utilisé pour la détection des résidus d’antibiotiques (Méthode des
quatre boites) pourrait avoir une influence sur les résultats obtenus, car il permet une

détection aux limites maximales de ces résidus (LMR).

Quelque soit I’origine de ces antibiotiques, elle montre bien la grande part de responsabilité des
éleveurs liée a la non maitrise des traitements d’antibiotiques et au non respect des délais d’attente
constat que nous avions confirmé au cours de notre enquéte adressé aux vétérinaires et qui a été

rapporté aussi par d’autres enquétes Saadaoui et Boufassa [50].



CONCLUSION

A Dlissue de notre recherche, nous pouvons dire que les résidus d'antibiotiques,
essentiellement les Bétalactamines, les Sulfamides et les Macrolides sont bien présents dans un

produit de consommation qui est le foie de poulet de chair, il suffit juste de les rechercher.

Il ne fait pas de doute que la présence, a des concentrations plus au moins élevées, de résidus
d’antibiotiques dans le foie de poulet de chair constitue un danger dont il ne faut pas négliger les
conséquences pour la santé publique. En effet pour le consommateur les contre effets de
problématique des résidus d’antibiotiques sont multiples: avant tout I’émergence de bactéries
pathogénes zoonotiques résistantes, & coté des problemes sanitaires qu’ils causent (allergies ;

foetotoxicité..).

En Algérie, il n’existe aucun programme d’inspection obligatoire pour le foie du poulet de chaire
car il n’existe aucune loi ou de réglements qui visent & assurer la salubrité alimentaire par rapport

aux résidus d’antibiotiques dans ce dernier.



RECOMMANDATIONS

A lissus de notre étude, pour minimiser les problémes issus de l’utilisation abusive des

antibiotiques dans les élevages avicoles, nous recommandons les mesures suivantes :

Le controle par 1'état de la qualité de fabrication des antibiotiques.

Prescription obligatoires par nos vétérinaires pour tous les antimicrobiens utilisées dans les
traitements des maladies du poulet de chair.

Les vétérinaires doivent sensibiliser et rappeler aux éleveurs que les antibiotiques ne sont
pas dénues de risque et que leur utilisation doit se faire de maniére raisonnée avec
professionnalisme et rigueur.

Le vétérinaire doit impérativement informer l'éleveur de respecter le délai d'attente du
médicament pour éviter tout probléme de résidus dans le foie de poulet de chair.

Arrét ou élimination de I’emploi des antibiotiques comme facteurs de croissance en

I’absence d’évaluation de leur innocuité pour la santé publique.

Il importe grandement de communiquer aux prés du grand public les risques des résidus
d'antibiotiques des denrées alimentaires d'origine animale.

Promouvoir ’éducation et la formation des éleveurs sur les bonnes pratiques de
1’antibiothérapie, et les risques encourus lors des mauvaises pratiques.

Garantir un niveau élevé de protection des consommateurs par 1’adoption de nouvelles
stratégies thérapeutiques et des programmes de surveillance des résidus d’antibiotiques dans
les denrées alimentaires.

Renforcer les capacités analytiques des laboratoires en Algérie, pour le contrdle des résidus

de médicaments vétérinaires dans les aliments.
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Annexes 1

Questionnaire 2 Pintention des vétérinaires praticiens

Eléments d’identification : Date: / /
< Wilaya :.......... RAR— N— cessecenes
4 COMMUIE Seoveencenconcrcencossssssssasssscs

» Cher confere /consceur :
- Ce questionnaire a été établi dans le but de collecter des données relatives a I’utilisation
des antibiotiques en élevages avicoles.
- Ce questionnaire s’inscrit dans le cadre d’un mémoire de fin d’étude, ayant pour theme :
« Recherche des résidus d’antibiotiques dans le foie du poulet de chair »

1)- Quels est 'importance de ’activité avicole dans votre clienté¢le ?
- Activité principale O
-Activité secondaire O

2)- Quels types d’affections rencontrez-vous le plus souvent ?
-Respiratoires O
-Digestives O
-Mixtes O

3)- Comment utilisez-vous des antibiotiques ?

-Rarement [

-Dans tous les cas O

4)- Quels types d’antibiotiques utilisez-vous le plus souvent en traitement ?

-Bétalactamines OO0




-Aminosides OO
-Tétracyclines OO0

-Sulfamides OO0

5)- Respectez-vous les doses d’utilisation ?
-Oui O
-Non 0O

-Si non, augmenter-vous les doses 2 & 3 fois plus O.

6)- Est-ce que la notion de « délais d’attentes » est connue par vos éleveurs ?
-Oui O
-Non OO

- Aucune idée O

7)- Est-ce qu’ils respectent ces délais ?
-Oui O
-Non 0O

-Aucune idée O

8)- quels sont les pathologies les plus rencontrées dans votre terrain qui nécessitent une
antibiothérapie ?

-MRC (Maladies Respiratoires Chroniques) O
-Bronchite infectieuse O

-Colibacillose O

-Coccidiose O

-Salmonellose O

-Avitaminose [

-Pasteurellose O



-

9)- Généralement, qui administre les médicaments ?

- Vous-méme 0O

- Eleveur (suivant vos indications d’usage) O

10)- Aprés

le début de traitement, gardez-vous toujours un contact avec vos clients ?

-Oui O

-Non O

11)- Quelle est le taux approximatif d’utilisation des antibiotiques, par rapport aux autres produits

Médicamenteux ?

12)- Le choix des antibiotiques dépend de :

- Disponibilités O

-Prix de vente O

-Délai d’attente O

13)- Pensez-vous que les résidus d’antibiotiques existent dans le foie du poulet de chair aux niveaux

des boucheries ?

-Oui O

..............................................................................



Annexe 2

Composition et préparation des milieux

1.Milieu Soja agar : milieu non sélectif utilisé pour la culture les bactéries.
1.1. Compeosition
1.2. Préparation

e Metire 40g de soja en poudre dans 1litre d’eau distillée chauffée.

e Distribuer en flacon de 500ml.

e Stériliser dans I’autoclave 121°C pendant 15 min.

e Couler les boites de pétri.

2. Milieux a pH fixe

2.1. Compesition

2.1.1. Test agar, pH6
e Peptones de caséine, digestion trypsique : 3,45g/1
e Peptone de viande, digestion trypsique : 3,45g/1
e  Chlorure de sodium : 5,0g/1
e Agar-agar :13g/l
e FEau: 1000l

2.1.2. Test agar, pH7.4
e Peptones de caséine, digestion trypique : 3,45g/1
e Peptone de viande, digestion trypsique : 3,45g/1
e  Chlorure de sodium : 5,0g/1
e  Trisodium phosphate (12H20) :0, 35g/1
e Agar-agar :13g/l
e Eau: 1000l

2.1.3. Test agar, pHS
e Peptones de caséine, digestion trypsique : 3,45g/1
e Peptone de viande, digestion trypsique : 3,45g/1
e  Chlorure de sodium : 5,0g/1
e  Trsodium phosphate (12H20) :1,17 g/l
e Agar-agar :13g/l
e FEau:10001



2.2. Préparation
e Dissoudre toutes les pesées des agents nutritifs dans un volume d’eau distillée nécessaire.
e  Bouillir le milieu jusqu’a la dissolution.
e  Mettre cette gélose dans un flacon de stérilisation.
e  Mettre les flacons dans I’autoclave & 121°C pendant 15minutes.

e Laisser les flacons refroidir, et les placer ensuite dans I’étuve & (+45°C).



Annexe 3
Préparation des solutions d’antibiotiques témoins

< Solution contenant de la pénicilline
Dissoudre 61mg de pénicilline G sodique dans 100ml d’eau distillée en utilisant une fiole jaugée de
100ml. Au moment de ’emploi, diluer cette solution mére au 1 /5000 en effectuant deux dilutions
successives, pour avoir une concentration finale égale 4 0,2 UI de pénicilline/ml, Ia solution mére
doit étre utilisée le jour méme.
La premiére au 1/100 ;

La deuxiéme au 1/50.
< Solution contenant du sulfathiazol

Dissoudre 55mg de sulfathiazol dans 5ml de NaOH 0,1N et ajuster 4 50ml avec I’eaudistillée stérile
dans une fiole jaugée.

Pour avoir une concentration de la solution finale égale a 4pg/ml, diluer la solution mere au
moment de ’emploi 4 1a 1/25.

La solution mére peut étre conservée entre 4C° et 6C° pendant une semaine.
< Solution contenant de la streptomycine

Dissoudre 50mg de gentamycine dans I’eau distillée de 50ml dans une fiole jaugeée.
Au moment de ’emploi, diluer cette solution mére au 1 /200.
Pour avoir une concentration finale de la solution set de 5ug de streptomycine/m! et la solution
mere peut étre conservée entre +4°C - +6°C.

< Solution contenant de I’érythromycine
Dissoudre 54mg d’érythromycine dans 3ml de méthanol et ajuster 4 50ml de ’eau distillée stérile
dans une fiole jaugée. Au moment de I’emploi, diluer cette solution mére au 1/4000 on effectuant
deux dilutions successives, pour avoir une concentration égale a 0,25 ug/ml :
La premiére au 1/200;
La deuxiéme au 1/20.

La solution mere peut étre conservée pendant deux semaines.
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