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Résumeé

L'usage abusif des antibiotiques dans la production de volaille entraine la
présence de leurs résidus dans les tissus comestibles destinés a la consommation
humaine, provoquant une menace pour la santé. La présente étude vise a évaluer
I’effet de la cuisson ménagere sur la stabilité et la cinétique de |’ antibiotique
« oxytétracycline chlorhydrate », fréguemment utilisé en élevage de poulet, par trois

procédés analytiques : laturbidimétrie, la CLHP, et la diffusion sur Agar.

Les résultats d' analyse par turbidimétrie montrent un trouble clair avec une
valeur d’ absorbance minime pour I’ échantillon positif non cuit. Pour les échantillons
positifs cuits, les troubles remarqués sont moins clairs et ont des valeurs d’ absorbance

qui changent au fur et a mesure que latempérature de la cuisson change.

L analyse des échantillons par CLHP dévoile une diminution de la quantité
initiale de résidus de 49,40% pour I’ échantillon cuit a 115 °C pendant 35 minutes et

de 54,86% pour I’ échantillon cuit a 145 °C pendant 20 minutes.

L’ étude de la cinétique de I'antibiotique objet d étude par la méthode de
diffusion sur agar montre que I'inhibition de la molécule diminue quand elle est
chauffée au-dela de 60 °C. Un chauffage a 85 °C pendant 50 minutes entraine la
réduction de I’ effet inhibiteur de la molécule de 57% et de 66% a 120 °C pendant 30

minutes.

Mots clés: antibiotiques, cinétique, cuisson, oxytétracycline chlorhydrate, poulet,

résidus.



Abstract

Frequent misuse of antibiotics in poultry production results in the presence of
their residues in edible tissues, intended for human consumption, causing a health
threat. This study aims to evaluate the effect of household cooking on the stability of
the antibiotic "oxytetracycline hydrochloride" frequently used in chicken farming by
three analytical procedures: turbidimetry, HPLC, and gel diffusion method.

Turbidimetry analysis demonstrates a non turbid aspect with minimal
absorbance value for uncooked positive sample. For cooked positive samples, the
noticed turbidity is less clear and has absorbance values that change steadily as the
temperature of the cooking changes.

Analysis of the samples by HPLC reveals a decrease of the initial amount of
residues by 49% for the sample cooked at 115 ° C for 35 minutes, and near 55% for
the sample cooked at 145 ° C for 20 minutes.

The kinetic study of the antibiotic object of evaluation with gel diffusion
method shows that the inhibition of the molecule decreases when heated at a
temperature beyond 60 °. Heating at 85 ° C for 50 minutes causes the reduction of the
inhibitory effect by 57% and also by 66% when heated at 120 ° C for 30 minutes.

Keywords. antibiotics, chicken, cooking, kinetics, oxytetracycline hydrochloride,
residues.
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Introduction

Dans le domaine de I’ alimentation humaine face a la demande croissante en
protéines animal es des populations urbaines du monde, I’ é evage intensif des volailles
S est développé ces derniéres années dans plusieurs pays. C'est le cas en Algérie, ou
la filiere poulet de chair permet de mettre a la disposition du consommateur de la
viande en 40 a 50 jours (Benyounes A. et al., 2013). C'est pour respecter ces délais
pour des raisons économiques que les aviculteurs utilisent divers produits comme les
anabolisants, les tranquillisants et surtout les antibiotiques (Rianatou B. et al, 2004),

objet de la présente étude.

Outre les qualités nutritionnelles et organoleptiques, et pour étre propre a la
consommation humaine, la viande du poulet de chair doit étre avant tout un produit
sain, c'est a dire exempt de germes pathogénes, mais auss de résidus des

médicaments et plus spécialement de résidus d’ antibiotiques.

L es antibiotiques utilisés dans ce cadre peuvent en effet, si leur délai d’ attente
n'est pas respecté, demeurer dans les aiments d’ origine animale sous forme de
résidus dangereux pour le consommateur et capables d entrainer des accidents
d hypersensibilité ou des intoxications, tout en favorisant une antibiorésistance de

certaines bactéries a des traitements ultérieurs (Rianatou B. et al, 2004).

La plupart des aliments d'origine animale subissent des transformations avant
la consommation dans le but d'augmenter la palatabilité et la durée de stockage du
produit. Pour ce faire de nombreux chercheurs ont voulu évaluer le devenir de ces
résidus d'antibiotiques apres cuisson. Certains auteurs font valoir que ces résidus
d'antibiotiques dans les tissus animaux sont plus ou moins stables sous le traitement
thermique et ne sont pas totalement inactivées par les conditions de cuisson (Moats
W. A. 1988 et Van Egmond H. et al. 2000). Par contre, d autres ont montré que les
résidus dans les tissus sont plus sensibles au traitement thermique et compléetement
détruits & 100°C pendant 30 min ou a une température plus éevée pendant des durées
plus courtes (Ibrahim, A. et Moats W.A., 1994). En revanche, Kuhne M. et al. (2001)
ont constaté que I’ effet d’ un antibiotique peut s’ accroitre apres chauffage.

Donc au vu des explications contradictoires des uns et des autres nous avons

opté pour effectuer une étude de cinétique pour évaluer les effets des différentes
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températures de la cuisson ordinaire sur les résidus d antibiotiques dans la viande de

poulet de chair.

L’ acuité et I'importance de ce probleme de santé publique nous interpelle en

tant que problématique pour tenter de trouver une réponse sans équivoque.

La présente étude s articule sur deux parties:

La premiere partie est un bref récapitulatif des principales données
bibliographiques relatives au théme abordé «résidus d antibiotiques
dans laviande de volaille ».

La deuxiéme partie est expérimentale qui a pour objet la détection des
résidus d’ antibiotique présents dans la viande de poulet de chair fraiche
et cuite par la méthode microbiologique turbidimétrigue d’ une part et
leur quantification par la méthode chromatographique a haute
performance d autre part. On termine cette partie par |I'éude de la
cinétique de la molécule d' antibiotique vis-a-vis de la température, pour

|”évaluation de |’ action de cette derniére sous I’ effet de la chaleur.
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Données bibliographiques

I. Filiére avicole

Depuis les années 1990, le secteur de la volaille a fait partie de la «révolution
de I'¢levage» ; la demande a pris une ampleur croissante, poussée par l'urbanisation,
I’évolution démographique, le commerce et les ¢lasticités ¢levés de dépenses pour les
produits de 1'¢levage tels que le poulet. L'offre a réussi a satisfaire la demande, grace
aux développements technologiques en maticre d'élevage et de la nutrition, soutenues
par des sources d'alimentation relativement peu cotiteuses. L’offre et la demande sont
passées de pays de 1’organisation de coopération et de développement économique
(OCDE) vers les pays émergents et en voie de développement, ou la viande de
volaille et les ceufs ont connu une énorme expansion de consommation et de
production. La consommation de produits de la volaille dans ces économies croit plus
rapidement que celle de toutes les autres viandes. La Chine étant le plus grand
importateur de produits de volaille alors que le petit groupe de pays exportateurs qui
fournissent la majeure partie du commerce international des produits de la volaille

comprend le Brésil et la Thailande (McLeod A. et al., 2009).

I.1. Profil économique de pays du Maghreb

L’Algérie se caractérise par rapport aux pays du Maghreb par un taux de
croissance démographique des plus ¢levés de 1’Afrique du Nord, d’un revenu
pécuniaire par habitant moyen, d’une production avicole en deuxiéme position apres
le Maroc et d’une consommation des viandes avicoles en déclin. (Tableaux: 1, 2, 3 et
4).

Tableau 1: Taux de Croissance de la population au niveau des pays du

Maghreb (% annuel) (Les données ouvertes de la Banque mondiale, 2015).

Pays 2000 2005 2010 2013
Algérie 1,4 1,5 1,9 1,9
Libye 1,6 1,6 1,3 0,8
Mauritanie 3,0 2.9 2,6 2,4
Maroc 1,2 0,9 1,2 1,5
Tunisie 1,0 1,0 1,0 1,0
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Tableau 2: Revenu pécuniaire par habitant aux pays maghrébins ($ US/habitant).

(Les données ouvertes de la Banque mondiale, 2015)

Pays 2000 2005 2010 2013
Algérie 1540 2660 4350 5330
Libye 4520 6660 13400 12029
Mauritanie 450 560 940 1060
Maroc 1320 1980 2870 3020
Tunisie 2310 3190 4160 4200

Tableau 3: Situation de la production avicole aux pays maghrébins (FAOSTAT,

2013)
Pays Poulet de chair Production d’ceufs Poussins
Algérie 287 525 (2°™) 59 271
Lybie 125 000 1,09 104
Mauritanie 4640 0,14 58
Maroc 657 000 (1) 52 521
Tunisie 207 000 1,9 110

* 1 produit en tonnage/an
** : milliards d’ceufs/an
*#% : (de ponte + de chair) millions de tétes/an

Tableau 4: Consommation par habitant des produits avicoles aux pays du

Maghreb (kg/personne/an) (FAOSTAT, 2013)

b 2000 2005 2010 2013
ays Viande Gufs Viande (Bufs Viande (Bufs  Viande (Eufs
Algérie 7.7 2,66 8.03 45 7.43 6.28 7.42 8,06
Libye -- -- -- -- -- -- -- --
Mauritanie 2.54 148 276 1,59 3.25 139 3,60 -
Maroc 9.35 693 1296 644 1945 607 20,19 -
Tunisie 12,19 733 1185 726 1516 743 - -

1.2. Situation du secteur avicole en Algérie

L’aviculture algérienne produit prés de 330 000 de tonnes de viande blanche
(soit environ 270 millions de poulets par an) et plus de 5 milliards d’ceufs de
consommation par an (FAOSTAT, 2015). Elle est constituée de 20 000 éleveurs, et

emploie environ 500 000 personnes et fait vivre environ 2 millions de personnes.
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Enfin elle importe 80% des 2.5 millions tonnes d’aliment (mais ; tourteaux de soja),

des produits vétérinaires et des équipements (Alloui N., 2011).

Le modele d’¢levage adopté par notre pays est un modele d’élevage intensif
basé sur la technologie moderne et une organisation de la production et une
planification rigoureuse (Ammar A., 2010). Cette situation résulte de la politique de
développement lancée par 1’état depuis les années 1980 ; ceci a permis d'améliorer la

ration alimentaire du point de vue protéique (Alloui N., 2011).

1.3. Consommation de la volaille

A T’échelle mondiale, la consommation de viande blanche différe fortement
dans les pays occidentaux et les pays en voie de développement. Dans le monde
industrialis¢ (Union européene, Australie, Amérique du nord, Japon...), la
consommation moyenne a augmenté au cours du temps ; elle est passée de 12 kg par
personne et par an en 1964 a 39 kg par personne et par an en 2011. Dans les pays en
voie de développement, la consommation de viande a aussi augmenté mais dans des
proportions moindres. Elle est passée d'une moyenne de 1 kg par personne et par an
en 1964 a 4 kg par personne et par an en 2011 et la consommation moyenne au niveau

mondial est de 14 kg par personne (FAOSTAT, 2011).

Aujourd’hui, le prix de la viande avicole qui est relativement moins élevé que
celui des viandes rouges, est en fait devenu un produit attractif pour la ménagere
algérienne. A 1’échelle nationale, la consommation de viande blanche était de 7 kg par

habitant/an en 2013 (FAOSTAT, 2013).

II. La viande blanche

La viande et ses dérivés occupent une place de choix dans notre alimentation
tant pour des raisons nutritionnelles que pour des raisons socioculturelles. Les étres
humains sont omnivores, et ont chassé et tu¢ des animaux pour la viande depuis la
préhistoire  (McArdle J., 1991). L'avéenement de la civilisation a permis la
domestication des animaux comme les poulets, les moutons, les porcins et les bovins,
et éventuellement leur utilisation dans la production de viande a 1'échelle industrielle

(Lawrie R.A et Ledward D.A, 2006).
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I1.1. Définition de la viande
La viande est toute partie comestible d'un animal abattu en élevage ou a la

chasse. Dans ce vocabulaire on inclut la chaire des mammiféres, des oiseaux, et des

poissons (Lawrie R.A et Ledward D.A, 2006).

I1.2. Définition de la viande blanche

La viande blanche se référe a la viande de couleur claire de volailles par
opposition a la viande brune. Dans un sens plus général, la viande blanche peut
¢galement se référer a toute viande de couleur claire (volaille, lapin, etc.) (Andress

L.E., 2004).

I1.3. Importance
L’aviculture prend une place de choix dans les plans de développement de
nombreuses nations tant pour des raisons nutritionnelles et économiques que de gotit.
Parmi les nutriments indispensables a la vie figure les mati¢res azotées et plus

particulierement celles d’origine animale (Zeghilet N., 2009).

I1.4. Composition chimique de la viande

Les aspects de la composition biochimique de la viande varient d’une fagon
complexe ; selon l'espéce, la race, le sexe, 'age, le plan de la nutrition, ainsi que sur la
localisation anatomique de la musculature impliqués (Lawrie R.A et Ledward D.A,
2006). On peut toutefois retenir comme composition moyenne les chiffres indiqués

dans le tableau 5.

Tableau S : Composition chimique moyenne du muscle squelettique

(Lawrie R.A et Ledward D.A, 2006)

Constituants Pourcentage (%)
Eau 75
Protéines 19
Graisses 2,5
Glucides 2.3

Substances non protéiques solubles

., 2,3
(Composés azotés, Minéraux...)
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I1.5. Valeur nutritionnelle de la viande blanche
Les viandes de volailles constituent la source de protéines, de vitamines,
de minéraux et d’oligo-éléments les moins chers qui existent sur le marché (Ait

Boulahsen A., 2015).

Les viandes de volailles (Poulet et dinde) sont des viandes plus maigres que le
beeuf ou I’agneau et qui représentent les viandes santé par excellence. Elles
arrivent en téte des viandes maigres avec 1 g de gras saturé par portion de 100 g des
viandes de volailles cuites, sans la peau. De plus, elles sont une excellente source

de protéines et de vitamines du groupe B (Ait Boulahsen A., 2015).

Tableau 6: Valeurs nutritives pour une portion de 100 g de volaille cuite

(SelfNutrition Data, 2015)

Valeur nutritive Quantité/100 grammes Valeur quotidienne (%)

Calories 165 8%
Protéines 310 g 62%
Glucides Og --
Vitamines :

- vitamine B6 0,6 mg 30%
- B3 (niacine) 13,7 mg 69%
- vitamine B12 0,3 mcg 6%
- B2 (riboflavine) 0,1 mg 7%
- B5 (panthothénate) 1,0 mg 10%
- B1 (thiamine) 0,1 mg 5%
Acides gras : 3,6 g (total) 5%
- saturés 1,0g

- monoinsaturés 1,2g

- polyinsaturés 0,8¢g

Minéraux :

- calcium 15,0 mg 1%
- magnésium 29,0 mg 7%
- phosphore 228 mg 23%
- potassium 256 mg 7%
- sodium 74 mg 3%

III. Les antibiotiques

Contrairement a une idée communément admise, les antibiotiques ne sont pas
sortis un beau jour du laboratoire d’Alexander Fleming. Bien au contraire, la

découverte de la pénicilline s’inscrit dans un ensemble de travaux scientifiques
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intenses, qui culminent au XXe siecle, et visant a combattre les maladies infectieuses.
Auparavant, d’anciennes préparations de pates moisies destinées a soigner les plaies
infectées ¢étaient connues en Egypte et en Grece (Wainwright M., 1989). Au XIXe
siécle, plusieurs scientifiques (Pasteur, Joubert, Vuillemin) avaient déja remarqué que
certains micro-organismes étaient capables d’en inhiber d’autres ou de combattre
certaines maladies (Foster W. et Raoult A., 1974). Mais c’est a partir des années
1900, en méme temps que le développement de la vaccination, que les scientifiques
s’attaquent au probléme majeur des maladies infectieuses ; a cette époque, la syphilis,
la tuberculose et la typhoide font des ravages, sans que 1’on dispose de traitements
efficaces. La microbiologie, la médecine et la chimie organique font d’immenses

progres, ce qui permet d’enchainer les découvertes scientifiques (VIDAL, 2009).

Les effets de certains types de moisissures sur l'infection avaient été¢ remarqués
a plusieurs reprises au cours de l'histoire. En 1928, Alexander Fleming a remarqué le
méme effet dans une boite de Pétri, ou un certain nombre de bactéries pathogenes ont
¢té tués par un champignon du genre Penicillium. Fleming a postulé que 1'effet est
médiatis€ par un composé antibactérien qu'il nomma la pénicilline, et que ses
propriétés antibactériennes pourraient étre exploitées comme mesures curatives

(Fleming A., 1980).

Parallelement sont préparés en 1935, les sulfamides, le premier groupe
d’antibactériens artificiels (Otten, 1986). Par la suite de nombreux autres antibiotiques
ont été isolés a 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 (Jukes T.H., 1985).

La recherche de nouveaux antibiotiques et leur utilisation en médecines
humaine et vétérinaire constituent une avancée scientifique majeure au XXe siccle.
De nombreuses maladies infectieuses bactériennes, fléaux pour ’Homme et les

animaux d’élevage, ont ainsi pu étre combattues (Chardon H. et Brugere H., 2014) .

L’évolution de la société et des systémes agricoles et industriels ont conduit,
des les années cinquante, a un usage de plus en plus important, voire parfois excessif,
des antibiotiques dans les élevages. Les problémes liés a cet usage sont apparus tres
tot : dés les années 1960, des résistances bactériennes ont été décrites dans le cadre

d’épidémies hospitali¢res (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli), ainsi que des
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passages possibles de bactéries multirésistantes entre [’animal et [’Homme
(Salmonella enterica) (Anderson E.S., 1968) (Chabbert Y. et Le Minor A.L., 1966).
De¢s lors, des discussions sur 1’usage raisonné des antibiotiques chez I’Homme comme
chez I’animal ont été engagées. Mais compte tenu de leur intérét thérapeutique,
I’utilisation des antibiotiques a poursuivi sa courbe exponentielle au plan mondial

jusqu’a la fin des années 1990 (Chardon H. et Brugere H., 2014).

I11.1. Définition d’un antibiotique

On appelle antibiotique «tout composé chimique, ¢laboré par un organisme
vivant ou produit par synthése, a coefficient chimiothérapeutique élevé dont ’activité
thérapeutique se manifeste a trés faible dose, d’une maniére spécifique, par
I’inhibition de certains processus vitaux, a 1’égard des virus, des micro-organismes ou

méme de certaines cellules des étres pluricellulaires» (Cohen C.et Jacquot Y., 2008).

I11.2. Effets bactériostatiques et bactéricides des antibiotiques
Les antibiotiques sont soit bactériostatiques, soit bactéricides, en fonction de
leur concentration dans le milieu intérieur, ou expérimentalement, dans le milieu de

culture (Cohen C. et Jacquot Y., 2008).

- Bactériostase : La bactériostase est le phénomeéne de ralentissement ou
d’inhibition de la multiplication des germes dans un milieu donné. Au bout d’un
temps donné, en présence d’antibiotique, le nombre de germes bactériens vivants
est inférieur au nombre de germes qui seraient vivants dans un milieu et des
conditions de culture identiques mais en absence d’antibiotiques. On 1’a définit
comme étant la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Cohen C. et Jacquot Y.,
2008).

- Action bactéricide : Certains antibiotiques manifestent une action bactéricide. Ils
tuent les germes dans le milieu de culture. Au bout d’un certain temps, le nombre
de germes viables a diminué par rapport a leur nombre avant incubation. On 1’a
définit comme étant la concentration minimale bactéricide (CMB) (Cohen C. et

Jacquot Y., 2008).

Lorsqu’un antibiotique a une CMB proche de la CMI on dit qu’il est
bactéricide. Lorsque la CMB est beaucoup plus élevée que la CMI on dit qu’il est

bactériostatique (Cohen C. et Jacquot Y., 2008).
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II1.3. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent en général de fagon trés spécifique sur certaines

structures de la cellule bactérienne; cette grande spécificité d’action explique

pourquoi les antibiotiques sont actifs a trés faible concentration. Cette action s’exerce

selon les molécules sur des sites variés (Figure 1) (Cohen C. et Jacquot Y., 2008)

(Walsh C., 2003) (Zeghilet N., 2009):

sur la paroi: en inhibant la synthése de la paroi cellulaire, en particulier de la
synthése du peptidoglycane, ce qui modifie la rigidité de la structure et la forme
de la bactérie. L'enveloppe externe est alors fortement fragilisée. La bactérie
devient trés sensible aux stress extérieurs (pression osmotique, température, stress
mécanique) provoquant la lyse cellulaire ;

sur la membrane cellulaire : certains antibiotiques perturbent la structure de la
membrane plasmique, en s’insérant parmi les phospholipides externes, ce qui
désorganise son intégrité. La perméabilit¢é n’est alors plus assurée. Des
métabolites et ions fuient en dehors de la cellule, provoquant la mort de la
bactérie ;

sur la synthese protéique : en agissant sur les ribosomes et donc en bloquant leur
action de synthése des protéines. Cela empéche la formation de nouvelles
protéines, donc la multiplication des bactéries ;

sur ’ADN: en se fixant sur des enzymes majeures de régulation : la
topoisomérase et I’ADN gyrase, ce qui empéche la réplication ;

sur I’ARN messager : en se fixant sur les sous-unités ribosomales 30S et 50S les
mécanismes de traduction de I’ARN messager sont troublés ;

autres : en agissant en tant qu’anti-métabolites bactériens (c’est a dire au niveau

des étapes du métabolisme intermédiaire des bactéries).
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Figure 1 : Les principales cibles de I'action antibactérienne (Walsh C., 2003)

I11.4. Spectre d’activité d’un antibiotique

Chaque antibiotique est caractérisé par un spectre qui correspond a 1’éventail
des germes qu’il peut toucher, a dose plus ou moins élevée. 1l est différent pour
chaque famille d’antibiotiques, bien qu’il puisse se recouper, en partie ou en totalité,
avec celui d’autres antibiotiques, c’est a dire que les mémes germes peuvent étre
sensibles a plusieurs antibiotiques a la fois. On a ainsi des antibiotiques a spectre

large, moyen, ou étroit (Zeghilet N., 2009).

IIL.5. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés en se basant sur différents critéres tels
que leurs origines, leur spectre d’activité, leurs mécanismes d’action et leurs
structures chimiques (Walsh C., 2003) (Cohen C. et Jacquot Y., 2008) (Zeghilet N.,
2009) (Chardon H. et Brugere H., 2014).
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II1.5.1. Classification en fonction de leur origine

- Les antibiotiques produit par des microorganismes : d’origine fongique (la
Pénicilline,  Céphalosporine,  etc.), et  bactérienne  (Streptomycine,
Chloramphénicol, €tc.) ;

- Les antibiotiques synthétiques ou obtenu entieérement par voie chimique :
Sulfamides, quinolones, €fc. ;

- Les antibiotiques semi-synthétiques obtenus a partir d’une fraction moléculaire
naturelle sur laquelle a été greffé un radical chimique : Ampicilline, Amoxicilline,

etc.

II1.5.2. Classification en fonction de leur spectre d’activité
- large spectre : Amoxicilline, Ampicilline, €tc. ;
- spectre moyen : Erythromycine.

- spectre étroit : Pénicilline G et V.

ITL.5.3. Classification en fonction de leur mode d’action
- inhibition de la synthése de la paroi cellulaire : Pénicilline G, M et A,
Céphalosporines, €tc. ;
- perturbation de la structure membranaire : Colistine, Polymyxine, €tc. ;
- inhibition de la synthese protéique : Gentamicine, Erythromycine, €tc. ;
- perturbation de la synthése de I’ADN et de I’ARN : Enrofloxacine, Fluméquine,
etc.

II1.5.4. Classification en fonction de leurs structures chimiques

C’est la classification la plus répondu dans la littérature. Les nombreux
antibiotiques peuvent étre regroupés en familles. Une famille d’antibiotique comprend
des composés ayant des analogies de structure et des mécanismes d’action

comparable (Figure 2) (Andy B., 2015).
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I11.6. Pharmacocinétique des antibiotiques

L’ensemble des caractéristiques portant sur I’absorption, sur la diffusion dans
I’organisme et sur 1’élimination des médicaments est désigné par le terme de

« pharmacocinétique ».

Pour éradiquer une infection, 1’antibiotique doit parvenir a son site d’action,
c’est-a dire atteindre les germes situés dans une structure donnée d’un organe, dans
une cellule ou dans des liquides extra/péri-cellulaires, a 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 (Zghilet N., 2009).

I11.6.1. Absorption

L’absorption d’une molécule, ¢’est-a-dire son passage du site d’administration
a la circulation sanguine est en fonction a la fois des propriétés de la molécule et des
modalités d’administration notamment de la voie (orale, parentérale) et de la
formulation du médicament (Guillemot M.D., 2006). Elle doit permettre le passage du
médicament du site d’administration vers la circulation générale, pour que

I’antibiotique puisse ensuite parvenir au site de 1’infection (Lechat P., 2007).

Dans certaines classes d’antibiotiques (béta-Lactamines), certaines molécules
sont bien absorbées, ce qui permet 1’administration orale alors que d’autres devront

étre injectées (aminosides, polypeptides) (Lechat P., 2007).

I11.6.2. Distribution

A partir de la circulation générale les molécules d’antibiotique se distribuent
dans 1’organisme et parviennent au site de I’infection (Flandrois J.P., 1998). Les
germes peuvent étre situés dans le sang ou dans les espaces extracellulaires, ou a

I’intérieur de cellules qui les ont phagocytés (Lechat P., 2007).

Lorsque le passage de DI’antibiotique du sang vers un site d’infection se fait par
diffusion passive, il se fera d’autant mieux que le gradient des concentrations (de la forme

libre, seule diffusible) entre le plasma et les tissus sera important (Lechat P., 2007).

Si les bactéries se développent a I'intérieur de cellules, il faudra que les
antibiotiques puissent y parvenir, sous une forme active ; un pH intra cellulaire plus

ou moins acide ou basique modifie la vitesse de traversée des membranes des
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molécules, plus ou moins ionisées. Les quinolones et la rifamycine pénétrent

particulierement bien (Lechat P., 2007).

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, 1’0s ou les cavités urinaires par exemple posent des problémes d’acces trés

différents (Lechat P., 2007).

I11.6.3. Métabolisme

Comme tout les médicaments, les antibiotiques peuvent subir des
transformations, en métabolites, actifs ou non sur les bactéries, toxiques ou non (c’est
a dire induisant des effets indésirables) (Lechat P., 2007). Les substances actives
peuvent étre métabolisées par différents organes. Si toutes les cellules de 1’organisme
possedent une capacit¢ 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 1’animal (Flandrois J.P., 1998).

Certaines molécules sont rapidement dégradées en métabolites inactifs au plan
de D’activité antimicrobienne tandis que d’autres sont peu métabolisées ou que le
métabolisme conduit a des métabolites actifs au plan microbiologique (Guillemot

M.D., 2006).

I11.6.4 Elimination

A la suite des réactions métaboliques, les molécules médicamenteuses sont
conduites vers les sites d’élimination. L’¢élimination, ou clairance, des antibiotiques se
fait essentiellement par deux voies: hépatobiliaire ou rénale. Un antibiotique peut étre
¢liminé en partie par voie hépatique et en partie par voie rénale, ou de facon exclusive
par l'une ou l'autre voie (Bouvet E., 2010). Le mode d’¢limination préférentiel des

antibiotiques est indiqué dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Mode d’élimination principal des antibiotiques couramment utilisés

(Bouvet E., 2010)

Hépatobiliaire

Macrolides
Tétracyclines
Rifampicine
Rénal
Pénicille G, M et A
Quinolones
Aminosides

I11.7. Usages des antibiotiques en élevage avicole

Comme tout étre vivant, les animaux sont sujets a des maladies qu’il est
nécessaire de prévenir ou de traiter. La maitrise de la santé animale garantit non
seulement les performances économiques d’un troupeau (production de viande en
quantité et de bonne qualité, conduite d’¢levage simplifiée) mais aussi le bien-étre des
animaux. Seuls des animaux en bonne santé peuvent étre abattus afin que les viandes
mises sur le marché ne présentent aucun risque pour la santé du consommateur (AMI,
2015). Pour ces raisons, des médicaments vétérinaires sont administrés aux animaux
d’¢élevage. C’est en particulier le cas des antibiotiques. En 2001, I’Organisation
mondiale de la sant¢ (OMS) a estimé qu’au moins 50 % des antibiotiques produits

dans le monde étaient destinés aux animaux d’¢élevage (OMS, 2001).

En ¢levage, les antibiotiques peuvent étre administrés selon quatre modes

(AMI, 2015) (Chardon H. et Brugere H., 2014):

- Le traitement thérapeutique (curatif) : les animaux sont cliniquement malades,
I’objectif est de les guérir et d’éviter leur mort. Le traitement curatif a également
pour effet de réduire la souffrance des animaux et de restaurer leur production
(lait, viande, €etc.) ;

- Le traitement métaphylactique : dans un ¢élevage avec de grands effectifs, si une
infection trés contagieuse se déclare et que suffisamment d’éléments sont
concordants pour incriminer une (des) bactérie(s), I’ensemble des animaux sera
traité dans un méme temps pour une plus grande efficacité de traitement, qu’ils

solent ou non cliniquement malades a ce moment. La métaphylaxie est
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généralement mise en ceuvre a partir du moment ou 10 & 15 % des animaux du lot
sont malades. On parle aussi de traitement de contrdle ;

- Le traitement préventif (prophylactique) : les animaux ne sont pas cliniquement
malades mais exposés a un facteur de risque (sevrage, transport, €tc.), ils ont alors
une forte probabilité¢ de développer une maladie a trés court terme. Un traitement
préventif permet d’éviter I’expression de la maladie ;

- La promotion de la croissance : les antibiotiques peuvent étre utilisés comme
additifs alimentaires, c’est-a-dire administrés dans ’alimentation animale, pour
modifier la composition de la microflore intestinale entrainant alors une meilleure
assimilation des aliments par les animaux et une augmentation de leur vitesse de

croissance.

Le tableau 8 indique les principales molécules d’antibiotiques utilisées en

¢levage avicole :
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Tableau 8 : les principales molécules d’antibiotiques utilisées en aviculture et

leurs indications (Zeghilet N., 2009)

Famille Exemples Indications
Pénicillines : Ampicilline et - Salmonellose
B-Lactamines Amoxicilline - ﬁ;th;tf staphylococcique
- u
Céphal ines : Ceftiofi .
éphalosporines : Ceftiofur _ Trichomonose

Aminoglycosides et

Dihydrostreptomycine (DHS),
Gentamycine, Néomycine,

Mycoplasmes aviaire
Colibacillose

te . . . . .
Appareiies Spectinomycine, Framycétine - Arthrite staphylococcique
. . . - M 1 iai
) Acide oxolinique, Fluméquine, yc.zop ?lsmes aviatre
Quinolones ) . . - Colibacillose
Enrofloxacine, Difloxacine, €tc.
- Salmonellose
- Mycoplasmes aviaire
- Colibacillose
Tétracyclines Chlortétracycline, O)fytétracycline, - Ar’thrite §taphy1909ccique
Doxycycline - Hémophilose aviaire
- Listériose
- Streptococcie
Polypeptides Colistine (polymyxine E) - Colibacillose

Macrolides et apparentés

Erythromycine, Josamycine,
Lincomycine, Spiramycine,
Tylosine, Tilmicosine, Tiamuline

Mycoplasmes aviaire
Hémophilose aviaire
Rouget

(pleuromutiline)
Sulfadiazine, Sulfadimidine, - Colibacillose
Sulfamides Sulfadiméthoxine, - Arthrite staphylococcique
Sulfaquinoxaline - Coccidiose

Molécules utilisées comme promoteurs de croissance

Avilamycine
Flavophospholipol
Virginiamycine
Lincomycine
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IV. Les résidus d’antibiotiques dans la viande et le risque

pour le consommateur

Les animaux sont traités réguliérement avec des antibiotiques pour prévenir, (a
titre préventif) ou traiter la maladie (a titre thérapeutique). Méme dans les meilleures
conditions de la gestion agricole, le surpeuplement et le stress peuvent entrainer des
maladies. Bien qu'historiquement il y a également eu des utilisations non-
thérapeutiques des antibiotiques, typiquement comme outils de production pour
améliorer D’efficacité alimentaire et stimuler la croissance, il y a un appel pour
diminuer ces utilisations dans le monde entier, et 1’inquiétude concernant 1’apparition
de la résistance aux antibiotiques utilisés dans la médecine humaine en raison de leur
utilisation dans les élevages a mené a des efforts internationaux pour évaluer ce risque

(Wang J. et al.,2012).

Les résultats des utilisations thérapeutiques sont des animaux sains qui
contribuent a des approvisionnements alimentaires salubres et abondants. Cependant,
une des conséquences de l'utilisation des antibiotiques chez les animaux destinés a
l'alimentation est la présence de résidus dans les tissus comestibles de I'animal traité.
C’est résidus peuvent étre systémiquement nocifs pour le consommateur (Wang J. et

al., 2012).

IV.1. Définition du résidu de médicaments vétérinaires

Selon le Reglement (CEE) N° 2377/90, on entend par résidus de médicaments
vétérinaires «toutes les substances pharmacologiquement actives, qu'ils s'agissent de
principes actifs, d'excipients ou de produits de dégradation, ainsi que leurs métabolites
restants dans des denrées alimentaires obtenues a partir d'animaux auxquels le

médicament vétérinaire en question a ét¢ administré ».

IV.2. Limite maximale des résidus (LMR) et le délai d’attente (DA)

On désigne par limite maximale de résidus « la teneur maximale en résidus,
résultant de l'utilisation d'un médicament vétérinaire (exprimé en mg/kg ou en pg/kg
sur la base du poids frais), que la communauté peut accepter comme légalement

autorisée ou qui est reconnue comme acceptable dans ou sur des denrées

alimentaires» (Réglement CEE 2377 /90).

21



Données bibliographiques

Cette limite se base sur des études scientifiques permettant de définir le type et
la quantité de résidus considérés comme ne présentant pas de risques d'ordre
toxicologique pour la sant¢ humaine (Doses Sans Effets ou DSE), et les possibilités
d’élimination par I’organisme humain (Doses Journaliére Admises notées DJA). C’est
donc la concentration maximale en résidus ne présentant aucun risque sanitaire pour
le consommateur et qui ne doit pas étre dépassée dans ou sur les denrées alimentaires

(Reglement CEE 396/2005).

Il existe une LMR pour la plupart des antibiotiques utilisés en médecine
vétérinaire, pour chaque denrée d’origine animale et pour chaque espece (Reglement
UE 37/2010). 11 est a noter que les résidus présentent des taux de toxicité variables et
le classement des médicaments dont ils dérivent va des substances ne nécessitant pas
de LMR (Bacitracine, Alfacalcidol, 2-Pyrolidone) aux substances interdites en
production animale (Chloramphénicol, Dimétridazole, Métronidazole, Nitrofuranes,
Daspone) (Zeghilet N., 2009). Les LMR fixées pour la viande blanche des principaux

antibiotiques et leur DJA sont indiqués dans le tableau 9.

Tableau 9 : limites maximales résiduelles (LMR) et les doses journaliéres
admises (DJA) des antibiotiques (Reglement UE 37/2010)
Antibiotique LMR (pg/kg) DJA (ng/kgPV)

Ampicilline 50 200
Amoxicilline 50 0,7
Ceftiofur 1000 50
Gentamycine 50 0,05
Streptomycine 500 50
Fluméquine 400 30
Oxytétracycline 100 3
Erythromycine 200 0,7
Sulfadiazine 100 0,02

Cependant, bien que trés importants, les LMR ne sont pas directement
utilisables sur le terrain par les professionnels (vétérinaires et €leveurs). On a donc
défini un temps au bout duquel la quantité de résidus présents dans les tissus d’un
animal, par suite des processus d’élimination physiologiques, devient inférieure a la
LMR aprés la derniére administration du médicament. Ce temps est appelé «délai

d’attente (DA)» ou « délai avant abattage » et définit la « durée pendant laquelle
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I’animal trait¢ ne doit pas étre abattu ou les denrées alimentaires produites par
l'animal traité (lait, ceufs, miel) ne peuvent étre commercialisées en vue de la
consommation humaine » (CEE 81 /851). Le délai d’attente de quelques antibiotiques

chez les animaux de boucherie est résumé dans le tableau 10.

Tableau 10 : délai d’attente chez les animaux de boucherie de quelques

antibiotiques (Zeghilet N., 2009)

Antibiotique Délai d’attente
Oxytétracycline 2 semaines
Spiramycine 3 semaines
Oléandomycine 5 jours
Tylosine 3 semaines
Polymyxine B 3 jours

IV.3. Les causes de la présence des résidus d’antibiotiques dans la viande
des animaux de production

La cause la plus probable de la présence des résidus médicamenteux dans la
viande est le non-respect des délais d'attente. Un entretien inadéquat des dossiers de
traitement et ne pas identifier les animaux traités de maniere correcte peut conduire a
leur omission. Le recyclage des matic¢res fécales, ou le médicament excrété dans les
excréments des animaux traités contamine l'alimentation des animaux non traités, peut
étre la cause de résidus de certains groupes antimicrobiens. Les résidus de
médicaments peuvent également survenir a la suite d'une mauvaise utilisation d'un
produit autorisé ou par l'utilisation illégale d'une substance non autorisée (Myllyniemi

A.L., 2004).

IV.4. Les risques présentés par les résidus d’antibiotiques pour la santé
des consommateurs

Les résidus étant le plus souvent présents en quantités trés faibles, de 1’ordre

du microgramme (pg) comme I’indiquent les LMR, leur toxicité semble corrélée a
une exposition chronique (consommation de denrées contaminées sur de longues
périodes). Et lorsque cette toxicité s’exprime, elle peut engendrer chez le
consommateur des problémes de santé d’ordre allergiques, cytotoxiques et
cancérigénes d’une part, et la possibilit¢ de la sélection de bactéries résistantes aux

antibiotiques d’autre part (Zeghilet N., 2004).
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IV.4.1. Risques allergiques

Les résidus d’antibiotiques sont parfois évoqués comme cause dans les
réactions allergiques observées chez I’homme suite a la consommation de denrées
d’origine animale. Dans la grande majorité des cas, les réactions allergiques ont pour
origine les composants méme de la nourriture et non d’éventuels résidus (Stoltz R.,

2008).

Les réactions allergiques de type III caractérisées par des réactions de type
fievre induite, un syndrome « maladie du sérum » ainsi que par la possibilité de rash
érythémateux, sont les plus fréquentes dans les cas d’exposition aux résidus. Et ceux
sont surtout les résidus de pénicilline qui sont impliqués (les acides pénicilloique,

pénicillénique, pénalmaldique, pénicillényls et les pénicillamines) (Stoltz R., 2008).

IV.4.2. Risques cytotoxiques
Les résidus de certains antibiotiques utilisés dans les élevages peuvent

induire une cytotoxicité chez le consommateur.

La ciprofloxacine a un effet négatif sur le taux de réplication des
chromosomes de lymphocytes humains (Ambulkar P.S. et al, 2009). Il a été prouvé
aussi que la tétracycline détruit les chromosomes et endommagent 1’enveloppe
nucléaire des lymphocytes (Celik A. et Dilek E., 2011). Une autre étude plus récente
réveéle que I’oxytétracycline provoque la mort cellulaire (I’apoptose) des cellules

hématopoiétique (Odore R. et al, 2015).

IV.4.3. Risques cancérigénes
Certains antibiotiques ont des propriétés carcinogeénes connues. Les résidus de
ces antibiotiques peuvent avoir un effet carcinogéne sur le long terme, suite a une
consommation réguliére d’aliments contenant ces résidus. Ces antibiotiques ou
composés utilisés comme antibiotiques sont alors interdits d’utilisation chez les

animaux de production. C’est le cas des nitrofuranes et des nitroimidazoles.

Les nitrofuranes, incluant la nitrofurazone, sont des antibiotiques qui sont
utilisés en médecine humaine pendant une courte durée chez les patients. Ces
molécules sont bien connues comme carcinogeénes génotoxiques. L'expérimentation

animale a montré que leur utilisation prolongée pouvait &étre a l'origine de
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modifications du matériel génétique et de l'apparition de tumeurs. Le pouvoir
mutageéne et le pouvoir carcinogéne potentiels de ces composés proviennent de la
nitro-réduction du médicament, conduisant a la formation de métabolites électrophiles

et a leur fixation a I’ADN (Stoltz R., 2008).

IV.4.4. Risques de développement et de dissémination de résistances
bactériennes aux antibiotiques
La sélection de germes résistants aux antibiotiques constitue pour sa part un
véritable probléme de santé publique, car ce phénomeéne réduit considérablement les
possibilités thérapeutiques. Les résidus d’antibiotiques entraineraient une sélection
des souches bactériennes résistantes dans le tractus gastro-intestinal des

consommateurs.

Des études menées a 1’aide de systémes de cultures bactériennes continues in
vitro, imitant les conditions dans le tractus gastro-intestinal humain, avec des doses
croissantes de tétracyclines ont ainsi montré qu’a la dose équivalente de 2.5mg/kg de
poids corporel, la proportion d’E.coli résistants passait de 20 a plus de 50% dans les
24 heures suivant I’exposition et a plus de 60% dans les 48 heures. La transmission
par la voie alimentaire de souches présélectionnées chez I’animal et dans les denrées
contenant les résidus a aussi été évoquée par certaines études, de méme que la
possibilit¢ d’échange des plasmides de résistance entre les bactéries d’origine

alimentaires et les bactéries du tube digestif de ’homme (Stoltz R., 2008).

V. Les méthodes de détection et de quantification des

résidus d’antibiotiques présents dans la viande
Les résidus d’antibiotiques présentent maintes risques pour la santé a savoir
les allergies, la toxicité, la résistance bactérienne. Leur détection sera d’un grand
apport pour I’homme, une clé de sa sécurité sanitaire. Le contrdle des résidus
d’antibiotiques dans les denrées alimentaires d’origine animale s’effectue en deux

¢tapes : la détection et la quantification.

V.1. Méthodes de détection
Elles ont pour objet, a l'aide de microorganismes sensibles, la mise en

¢vidence de résidus de substances a activité antibiotique sans en déterminer leur
identité.
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V.1.1. Technique des 4 boites : elle est applicable aux animaux de boucherie
et volailles (muscles et foies). Elle est basée sur ’inhibition de la croissance de
bactéries du genre Micrococcus luteus, Bacillus substilis. Elle est réalisée au
moyen de boites de Pétri contenant une gélose ensemencée avec la souche
Micrococcus luteus ou la souche Bacillus subtilis. Les zones d’inhibition
dépourvues de colonies bactériennes autour des points de dépots des
¢chantillons (morceau de rein ou papier filtre imbibé d’exsudat de cortex

rénal) sont révélatrices de la présence potentielle d’antibiotiques (AFNOR

2011).

V.1.2. Technique Premi®Test: le Premi“Test permet de détecter les
substances antimicrobiennes présentes dans la viande fraiche, la charcuterie,
les reins, le poisson et les ceufs. C’est un test a large spectre, qui permet de
détecter un grand nombre d’antibiotiques couramment utilisés pour la viande

en moins de 4 heures, sur du jus de viande (extrait par pressage d’un morceau

de viande) (AFNOR 2011).

V.1.3. Technique Enzyme-Linked-ImmunoSorbent-Assay (ELISA) : basée
sur l’interaction antigéne-anticorps, qui est trés spécifique pour un résidu
particulier. Ce systéme de détection peut étre basé sur des réactifs a enzymes
marquées. Il y a différentes méthodes pour la quantification des antigénes,
comme la méthode «double anticorps» encore appelée ELISA-sandwich et le
test de compétition directe ELISA. Aujourd’hui, il existe de nombreux Kkits
ELISA de différent type utilisables pour un grand nombre de substances et
notamment de nombreux antibiotiques. Ils sont disponibles pour un résidu
spécifique ou pour un groupe de composés apparentés comme par exemple le
groupe des fluoroquinolones. Dans certains cas, il faut tenir compte de la
possibilité de réactions croisées. Les kits ELISA ont montré une bonne
performance pour I’analyse des résidus d’antibiotiques dans la viande comme
la tylosine, les tétracyclines, le chloramphénicol, les nitroimidazoles et les

sulphonamides (Stoltz R., 2008).

V.1.4. Technique turbidimétrique : elle consiste a incuber des tubes calibrés
contenant a la fois le milieu de culture inoculé avec une bactérie sensible et

une solution d’antibiotique. Aprés la période d’incubation, I’effet de
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I’antibiotique sur la croissance bactérienne est mesuré par le changement de
I’absorbance mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre (Jorgensen H.L. et

Schulz E. 1985).

V.2. Méthodes de quantification
Comme [I’indique leur nom, ce sont des méthodes qui quantifient la

concentration de résidus détectés dans la denrée.

V.2.1. Technique chromatographique en phase liquide a haute
performance (CLHP ou HPLC): une technique analytique de résidus
présents dans le jus de viande basée sur la séparation par chromatographie des
molécules suivi de la quantification spectroscopique comme I’UV, la
fluorescence et la spectrométric de masse. Elle est généralement trés
spécifique et quantitative mais prend de temps si l'identité du résidu n'est pas
connue (Cooper W.T., 2006) .Cette technique est de plus en plus couplée a une
analyse par spectrométriec de masse avec des détecteurs de masse de type
quadripolaire (CL-SM). Ceci permet simultanément le dépistage et la
confirmation des échantillons dépistés non conformes. Malgré le colt trés
¢levé de ces instruments, le gain de temps réalisé permet de les rentabiliser

lorsque le nombre d’échantillons testés est grand (Stoltz R., 2008).
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Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est la détection et la quantification des résidus de
I’antibiotique  «Oxytétracycline Chlorhydrate» (I’oxytétracycline sous forme
chlorhydrate) dans le poulet frais et cuit a des températures de cuisson ordinaire ; ainsi

I’étude de ’effet de la chaleur sur la stabilité de la molécule.

Les analyses ont été effectuées au service de microbiologie et au service
physicochimique du complexe ANTIBIOTICAL du groupe SAIDAL a Médéa sur une

période de 3 mois.

l. Plan d’ échantillonnage

I.1. La sélection des animaux : 20 poulets de chair femelles agées de 35 jours
sont prélevés a partir d’un élevage a Médéa. 15 parmi les 20 sujets sont isolés et mis
dans une cage et recu de I’oxytétracycline chlorhydrate introduit dans leur

alimentation intentionnellement a doses ¢élevées pendant 5 jours.

I.2. Abattage et éviscération: le délai d’attente n’a pas été respecté afin
d’assurer la présence de résidus dans le muscle. Les conditions de 1’abattage et les
conditions d’hygieéne sont respectées dans le but d’éviter, sinon diminuer tout risque

de contamination.

|.3. Découpage: la partie de poulet d’intérét est le bréchet. Le découpage est

effectué avec un couteau désinfecté.

|.4. Cuisson : 10 bréchets des animaux traités sont cuits : 5 dans une cocotte
minute a une température de 115 °C pendant 35 minutes, les 5 autres dans le four a
145 °C pendant 20 minutes. Les 5 qui restent sont considérés comme un témoin

positif non cuit.

[.5. Echantillonnage: des portions de 50 grammes de chaque bréchet sont
hachée dans des conditions stériles. Les échantillons sont répartis dans le tableau 11

comme suit :
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Tableau 11 : Echantillonnage

Echantillon Quantité (g) Hzngﬁie;;uzfcge Dur ée (minutes)
H. OTC (-) 250 (5 portions) -- --
H. OTC (+) 250 - -
H. OTC (+) 115 250 115 (Cocotte) 35
H. OTC (+) 145 250 145 (Four) 20

Les échantillons sont mis en conserve a 4°C dans des boites stériles.

|.6. Entreposage des échantillons: les échantillons sont transportés dans une
glaciére conforme (sur une distance de 20 kilomeétres parcourue en 15 minutes) et mis

dans un réfrigérateur (4°C) dés I’arrivé au laboratoire.

II. Lechoix dela molécule d antibiotique

L’Oxytétracycline Chlorhydrate (HCL OTC) est couramment utilisé en
¢levage de volaille pour la prévention et le traitement de diverses maladies et aussi
pour promouvoir la croissance. Cependant, 1'utilisation de ce composé peut entrainer
la présence de résidus dans les produits alimentaires d'origine animale, en particulier
si les délais d’attente ne sont pas respectées. Ces résidus peuvent constituer une
menace pour la santé des consommateurs, selon le type de nourriture et de la quantité
de résidus. La LMR de I’oxytétracycline (OTC) est de 100 pg/kg pour le muscle de
poulet (Réglement UE 37/2010). La concentration des résidus qui dépasse le niveau
autorisé peut présenter une préoccupation toxicologique et causer des problémes de
sant¢ humaine qui peuvent comprendre des troubles gastro-intestinaux, un risque
tératogeéne pour le feetus, des réactions allergiques et le développement de pathogenes

résistants pour les humains et les animaux (Shahid M.A. et al., 2007).

L’OTC est un analogue de la tétracycline isolé a partir de Sreptomyces
rimosus (PubChem NCBI, 2015). Les caractéristiques de la molécule sont présentées

dans le tableau suivant :
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Tableau 12 : propriétés chimiqueset structurellesde’HCL OTC
(PubChem NCBI)

H
Structure 2D | Il \[ W
(o] O o “H 0 “H
Cl—H
Formule moléculaire C22H,5CIN, Oy

Poids moléculaire 496.8949 g / mol
Puissance 1011,58 pg.mg™

N Tres soluble dans 1’eau / 1égérement

Solubilité
soluble en alcool
Aspect Poudre cristalline de couleur jaune claire

[11.Matériel e¢ méthodes

[11.1. Détection desrésidusd” HCL OTC dans le poulet frais et cuit

par turbidimétrie

[11.1.1 Principe: la croissance de micro-organismes dans un milieu liquide
clair contenant une concentration constante de résidus d’antibiotiques se traduira par
un «changement dans la turbidit¢é du milieu». La variation de la turbidité ou
l'absorbance est mesurée a 1'aide d'un spectrophotométre. L'absorbance enregistrée est
déterminé par le nombre de micro-organismes; par conséquent, la diminution de
'absorbance refléte 1’effet de la substance antimicrobienne sur la population
bactérienne présente dans 1’échantillon. Le temps nécessaire pour atteindre une
certaine absorbance dans des conditions bien définies peut étre proportionnel a la
charge initiale de micro-organismes inoculés dans le milieu. L’absorbance est
mesurée a 530 mm (Jorgensen H.L. et Schulz E. 1985). La technique de turbidimétrie
nécessite une étape de base : I’extraction de I’antibiotique contenu dans la viande,

avant de faire la lecture avec le spectrophotometre.
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[11.1.2. Matériel biologique
[11.1.2.1. Viandes: H. OTC (-), H. OTC (+), H. OTC (+) 115, H. OTC (+) 14s.
[11.1.2.2. Souches: suspension de Staphyloccocus aureus (ATCC 6538 P)

(European Pharmacopoeia Commission, 2005) fournie par le laboratoire.

[11.1.3. Matériel non biologique
I11.1.3.1. Ustensiles et verreries:

v Mortier pour le broyage ;
béchers : 50 ml ;
fioles : 25 ml, 50 ml, 100 ml ;
pipettes de : 1 ml ,5 ml, 10 ml ;
pipettes pasteurs stériles ;
pipettes stériles : 20 ml ;
micropipettes : 50ul, 1000ul ;
tubes gradués de : 10ml, 20ml ;
ampoule a décanter ;
filtre entonnoir : filtre en vers fritté ;
fiole a vide et le vide. ;

bec benzéne ;

AN NI N NN N Y N U N N

tubes a essais stériles ;

<

les cuves qui seront placées dans le spectrophotomeétre.
[11.1.3.2. Appareils:

v’ Spectrophotométre ;

v bain marie de 37°C ;

v" haute ;

v’ agitateur ;

v’ balance électronique.
[11.1.3.3. Réactifs et milieux :

v Acétonitrile (ACN) ;
2-methyl-2-propanol ;
acide chlorhydrique (HCL 1N) ;
chlorure de méthyléne ;

¢ther de pétrole ;

AN N NN

formaldéhyde ;

32



Matériel et méthodes

v' milieu 3 (0,1%) convenable a la croissance de Saureus, sa
préparation nécessite 300 ml de milieu 3 liquide qui va étre
ensemence par 0,1 ml de I’inoculum ;

v des dilutions de chlorhydrate d’oxytétracycline (HCL OTC)

standard (100 pg.ml”, 10 pg.ml') sont préparées comme suit

(Figure 3) :
5 ml dans 50 ml d'eau
distilée 100 pg mi-:
HCL OTC Standard (1000 pg.ml) l 5 mi dans 50 ml d'ea
25 mg dans 25 ml de HCL 0,01 N distlée
10 pg.mi-!

Figure 3: lesdilutionsde HCL OTC standard (European Phar macopoeia

Commission, 2005)

[11.1.4. Méthodes
I11.1.4.1. Extraction (Van Wambeke et al., 1999) : sous la haute

on met 2,5 g du viande hachée dans un mortier ;

e on ajoute 7,5ml d’eau distill¢ ;

e on écume par I’ajout de 62,5 ul de 2-methyl-2-propanol ;

e on laisse le mélange reposer 5 minutes ;

e on agite le mélange pendant 5 minutes ;

e on met Sml de mélange + 0,6 ml du HCL (IN) +20 ml d’ACN ;

e on laisse reposer pendant 10 minutes ;

e on filtre sous vide avec un filtre a plaque en verre fritté,

e on ajoute 20 ml de chlorure de méthyléne + 20 ml de I’éther de
pétrole ;

e on secoue le mélange vigoureusement ;

e on laisse reposer pendant 10 minutes ;

e on récupere la phase inférieure;

e on ajuste le volume avec 20% d’HCL (0,01N).
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[11.1.4.2. La détection de résidus d HCL OTC par turbidimétrie
(European Pharmacopoeia Commission, 2005)
e On met 1 ml de chacune des solutions obtenus aprés extraction y
compris les dilutions ’HCL OTC standard dans 6 cuves ;
e on ajoute a chaque cuve 9 ml de milieu inoculé (milieu 3) ;
e on agite les cuves ;
e on incube tous les cuves dans un bain marie 3 heures a 37°C ;
e apres incubation, on ajoute 0,5 ml de formaldéhyde a chaque cuve pour
arréter la croissance microbienne ;
e on agite les cuves et on les place dans le spectrophotometre ;

¢ on lit I’absorbance a une longueur d’onde 530 nm.

[11.2. Quantification de la teneur des résidus d HCL OTC dans le

poulet fraiset cuit par CLHP en phaseinverse

[11.2.1. Principe: I'échantillon a analyser est associé a un solvant qui traverse
sous pression une colonne contenant ce que 1'on appelle la phase stationnaire, un gel
qui a la propriété de retenir les molécules qui le traversent. En fonction de l'affinité
qu'il y'a entre les composés de 1'échantillon a analyser et la phase stationnaire, ces
composés seront retenus plus ou moins longtemps dans la colonne avant d'en sortir et
d'étre mesurés. Un détecteur suit en continu le liquide a la sortie de la colonne afin de
détecter la présence des composés. Différents types de détecteurs peuvent étre utilisés,
le plus courant étant un spectrophotometre UV-visible, qui mesure I'absorption de la
lumiére par le produit. Le détecteur est li¢ a un ordinateur qui permet de visualiser un
graph de quantification en fonction du temps. Chaque type de molécule véhiculé par
la phase mobile apparaitra sous forme de pic dans le graph, et c’est avec 1’aire des
pics qu’on peut calculer la quantité des ces molécules (Meyer V., 2010). La figure 4

est une représentation du systeme CLHP.
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(1) solvants « phase mobile » (2) dégazeur (3) soupape de gradient (4) récipient mélangeur dela
phase mobile (5) pompe haute pression (6) soupape d’inversion en position d’injection
(6') soupape d’inversion en position de chargement (7) boucle d’injection de I’ échantillon

(8) pré-colonne (9) colonne d’analyse « phase stationnair e » (10) détecteur (11) acquisition de

données (12) collecte de déchets.

Figure 4 : Représentation schématique d'un appareil CLHP (Meyer V.,
2010)

La CLHP en phase inverse est un type de CLHP qui nécessite une colonne
composée majoritairement de silices greffées par des chaines linéaires de 18 atomes
de carbones (C;g) (Figure 5) (MicroSolv). Cette phase est apolaire (hydrophobe) et
nécessite donc un solvant polaire pour véhiculer I’échantillon (acétonitrile, méthanol,
eau). Dans ce cas, ce sont les composés polaires qui seront ¢lués en premier et les
composés apolaires (hydrophobes) seront retenus (Meyer V., 2010). L’HCL OTC fera
un bon exemple de ces composés (Aggarwal S. et al, 2015). Une extraction de résidus

a partir de la viande est nécessaire ¢galement dans I’analyse par CLHP.
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Figure5: Structuredela colonne Cig (MicroSolv)

35



Matériel et méthodes

111.2.2. Matériel biologique
[11.2.2.1. Viandes: H. OTC (-), H. OTC (+), H. OTC (+) 115, H. OTC (+) 14s.

[11.2.3. Matériel non biologique
I11.2.3.1. Ustensiles et verreries:

v Mortier pour le broyage ;
béchers: 50 ml ;
fioles : 25 ml ,50 ml, 100 ml ;
pipettes de : 1 ml ,5 ml, 10 ml ;
pipettes stériles : 20 ml ;
tubes gradués de : 10ml, 20ml ;
tubes a essais stériles ;
tubes a centrifugation ;

colonne analytique de type Cs;

NN N N N N U NN

tissu filtrant en nylon (45 pm) ;

<

seringue pour injecter 1’échantillon (20 pl) .
[11.2.3.2. Appareils:
v Appareil CLHP (SHIMADZU LC-10A Series);
v’ centrifugeuse;
v’ agitateur ;
V' bain ultrasonique ;
v' balance électronique.
[11.2.3.3. Réactifs:
v Eau distillée ;
ACN ;
MeOH (Méthanol) ;
acide citrique (30%);
acide nitrique ;

Solution de HCL OTC standard dans le MeOH (0,4 mg.ml'l).

AN N NN

[11.2.4. Méthodes
[11.2.4.1. Extraction (Senyuva H. et al, 2000)

e On met 2 g du viande hachée dans un mortier ;
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e on ajoute 0,1 g d’acide citrique ;

e on ajoute | ml d’acide nitrique (30%) ;

e on ajoute 4 ml de MeOH et 1 ml de I’eau distillée respectivement ;
e on agite bien le mélange;

e on met le mélange dans un tube de centrifugation ;

e on met le tube dans un bain ultrasonique pendant 15 minutes;

e on centrifuge le mélange pendant 10 minutes a 5300 rpm;

e on filtre et on récupére la phase supérieure dans un tube ;

[11.2.4.2. La recherche de résidus d HCL OTC par CLHP en phase
inverse (Zeghilet N., 2009)
Selon Zeghilet N. (2009), les paramétres optimums pour analyser et quantifier
I’HCL OTC dans le muscle de poulet de chair sont :

- une phase stationnaire en phase inverse Cjs ;
- une phase mobile composée de 100% d’acétonitrile ;
- une longueur d’onde de 325 nm et 344 nm ;
- un débit de 1,5 ml/minute ;
- un volume injecté de 20 pl ;

- une durée d’analyse de 5 minutes.

Aprées avoir placé la colonne et réglé ’appareil CLHP selon les paramétres
cités ci-dessous, on injecte un volume 20 pl de solution HCL OTC standard et de
chaque échantillon. L’intervalle de temps dont ’apparition de pic de ’'HCL OTC est
probable: t=[1,843 ; 2,124] minutes.

[11.3. Etude de la stabilité de la molécule d'HCL OTC apres
traitement thermique par la méthode de diffusion sur Agar

I11.3.1. Principe: un disque de papier filtre contenant des quantités

d'antibiotique est placé sur un milieu solide qu'on a largement ensemencé d'organisme

de test. Apres incubation, le diamétre de la zone d'inhibition claire entourant le disque

sert a mesurer la puissance d'inhibition de I'antibiotique contre l'organisme de test

(Jawetz E. et al. 1999). Dans cette expérimentation, on vise a étudier l'effet de la

chaleur sur I’activité inhibitrice de la molécule d> HCL OTC par chauffage a
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différentes températures pendant des durées déterminées, cela se traduit par des

variations dans les diamétres des zones d’inhibition.

111.3.2. Matériel biologique
[11.3.2.1. Souche: suspension d’Escherichia coli (ATCC 4157) (European

Pharmacopoeia Commission, 2005), fournie par le laboratoire.

111.3.3. Matériel non biologique
111.3.3.1. Ustensiles et verreries:

v" béchers : 50 ml ;
fioles : 100 ml, 150 ml ;
pipettes stériles : 1 ml, 20 ml ;
marmite ;
tubes a essais stériles ;
thermométre ;
boites de Pétri ;
disques de papier filtre

pince ;

AN N NN N N N NN

bec benzéne ;

<

rateau stérile.
111.3.3.2. Appareils:
v" haute ;
v’ bain marie ;
v’ agitateur ;
v’ balance électronique.
111.3.3.3. Réactifs et milieux :
v solution d’HCL OTC standard (0,6 mg.ml") ;
v eau distillée ;
v’ gélose nutritive (GN) (pH 7.2) (European Pharmacopoeia

Commission, 2005), fournie par le laboratoire ;

111.3.4. Méthodes
[11.3.4.1. Chauffage de I’ HCL OTC : on verse un volume de 50 ml de
I’HCL OTC (0,6 mg.ml™") dans 5 tubes a essaie. On met chaque tube dans un
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bain marie préchauffé a une température déterminée. Les températures et les

durées de chauffage sont indiquées dans le tableau 12.

Tableau 13 : températures et durées de chauffage des solutionsHCL OTC

Températures

Tubes Volume (ml) de chauffage D.urees
o (minutes)
(C)
Témoin -- -- -
1 45 60
2 60 55
3 10 85 50
4 100 40
5 120 30

111.3.4.2. Diffusion sur Agar (European Pharmacopoeia Commission, 2005)

On fond la GN dans I’eau bouillante ;

on écoule la gélose dans 6 boites de Pétri sous la haute ;

on laisse la gélose solidifie 30 minutes ;

on ensemence la gélose avec 1 ml de la suspension d’E. coli ;

on étale la suspension d’E. coli a I’aide d’un rateau du centre vers les
bords;

on laisse sécher de 3 a 5 minutes ;

on impregne 6 disques de papier filtre dans les solutions d HCL OTC,
chacun dans un tube ;

on dépose un disque au centre de chaque boite de Pétri ;

on incube les boites pendant 24 heures.
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Résultats

I. Résultats de détection par turbidimétrie

L’aspect visuel des solutions a analyser apres incubation est présenté dans
la figure 6. Les tableaux 13 et 14 donnent les valeurs d’absorbance des échantillons et

des solutions HCL OTC standard.

HCL OTC HCL OTC
standard standard H. OTC (-) H. OTC (+) ELQIIEEe; - SLUIT G
(10 pg.ml") (100 pg.mlI™) 115 145

Figure 6 : cuves de spectrophotométre contenant les échantillons a analyser apreés
incubation
La figure 6 montre une différence de turbidité¢ des solutions qui s’intensifie lorsque la
concentration d'antibiotique dans le mélange est faible. Le trouble presque inapercue dans les
solutions H.OTC (+) et H. OTC (+) 115 montre la présence des résidus dans la viande des animaux

traités en grande quantité.

I.1. Résultats du premier essai :
Les valeurs d’absorbance des solutions enregistrées en premier essai sont
présentées dans le tableau 13.

Tableau 13 : résultats de turbidimétrie (1°" essai)
HCL OTC HCL OTC

H. OTC H.OTC H.OTC H.OTC

standard standard
10 pgml™ (100 pgmt) O ® O B
AR 0,104 0,033 0372 0023 0052 0,071

La valeur la plus faible d’absorbance de la solution H.OTC (+) confirme la
présence d’une concentration élevée d’antibiotique dans I’échantillon positif. La
comparaison de I’absorbance des solutions H. OTC (+) 115, H. OTC (+) 145 et
H.OTC (+) montrent que la chaleur a un effet sur la concentration d’antibiotique
présente dans le muscle. En effet la concentration de cet antibiotique versus
absorbance diminue quand la température de la cuisson augmente. La concentration

dans ces deux derniers échantillons est moins de 100 pg.ml” puisque leur absorbance
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est relativement élevé par rapport a 1’absorbance de la solution HCL OTC standard

(100 pg.ml™).

1.2. Résultats du deuxiéme essai :
Les valeurs d’absorbance des solutions enregistrées en deuxiéme essai sont

présentées dans le tableau 14.

Tableau 14 : résultats de turbidimétrie (2°™

HCLOTC  HCLOTC y 10 g orc H.OTC H.OTC
standard standard
P s (+) 145

10 peml™ (100 pgomt’y O )
Absorbance 0,092 0029 0376 0017 0,046 0,063

essai)

Les valeurs d’absorbance des échantillons H .OTC (+), (+)115 ,(+)145 et les
solutions HCL OTC standard ont diminué a cause de 1’action inhibitrice continue des
antibiotique vis-a-vis des germes dans ces solutions. Par contre pour I’échantillon
négatif, la valeur d’absorbance a augmenté donc les germes peuvent toujours se

multiplier en absence d’antibiotique.

II. Résultats de quantification par CLHP en phase inverse
Les courbes des figures 7, 8, 9, 10 et 11 sont les pics obtenus apres ’injection
de la solution 'HCL OTC standard et des solutions contenants les échantillons

positifs et I’échantillon négatif a analyser.

I1.1. Chromatogramme obtenu aprés I’injection de I’ HCL OTC Standard
0.4 mg.ml’l) :

STD Cxpliatrasyline 0. 4ma- dwnE e BMETHANOL 34? wurry VB OO0 el

- Retentiom Tipe -~~~ -~ - - F -7 - - oo oo mm o e s s s s s s ' """"" " """"" """"""
Ares . N . . . N .

___________________

Temps de rétention

i) Aire

2,000 11645293

Figure 7 : Chromatogramme HCL OTC Standard
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L’injection de la solution de standard (0,4 mg.ml") donne un pic aprés 2

minutes d’analyse ce qui concorde avec les paramétres d’analyse de 'HCL OTC

mentionnés dans la partie matériel et méthodes. L’aire de ce pic est de 11645293.

I1.2. Chromatogramme obtenu aprés ’injection de ’H.OTC (-) :

— TEMOIHY 1603151

TEMO| M1 1603157 (- jioe o ' ' '
Retantion Time ' ' [ d ' i i i
Acea : : : : : : : :

; : : : : : : : :
: : : : : : e
R S N ——— I S Tt S Y N S

; ; o : ;

r ST : : T

' __,.-v” . ' '

= : : :

Er bt ' : :

e : : : E
a5 1.0 ia .o Py % a8 an Py S

bAraas
Temps de rétention .
Aire

(min)

Figure 8 : Chromatogramme H.OTC (-)

Aucun pic n’est enregistré en injectant la solution H.OTC (-) ce qui confirme

I’absence de I’antibiotique dans 1’échantillon négatif.

I1.3. Chromatogramme obtenu aprés I’injection de ’H.OTC (+) :

- ™ a0 yol | rvs [Cruss LE] B ‘.' | ' '
ATE Omytatr s ycli g [crue UEDE15iA 00T dxt ; H , '
Retention Tjme : : : ! !
Area . . : ‘
~i 5 5
LT :
i 7 H M s : 7
Hr‘nﬂ
Temps de rétention .
P . Aire
(min)
1,972 4735657

Figure 9 : Chromatogramme H.OTC (+)
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La solution H.OTC (+) donne un pic de 4735657 apres 1,97 minute d’analyse.
Cela est conforme avec les paramétres d’analyse de ’HCL OTC et confirme la

présence de I’antibiotique dans 1’échantillon analysé.

II 4 Chromatogramme obtenu apres l’1nject10n de l’H OoTC (+) 15

Temps de rétention

) Aire

1,932 2392923

Figure 10 : Chromatogramme H.OTC (+) 115

La solution H.OTC (+) ;5 contient une quantit¢ de HCL OTC qui donne un
pic de 2392923 apres 1,93 minute d’analyse.

I1.5. Chromatogramme obtenu aprés I’injection de PH.OTC (+) 145 :

p— Wk aec yeclir [T CHLTE 1T v
i i Malh;«iru:-sl e waunnm &nm,d-ﬂ ;
Retention Time '
Area H

---------------------------------------------

______________________________________________

-
K
w
»
a
-
®
[

Temps de.retentlon Aire
(min)
1,979 2145147

Figure 11 : Chromatogramme H.OTC (+) 145
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La solution H.OTC (+) 145 contient une quantit¢ de HCL OTC qui donne un
pic de 2145147 apres 1,97 minute d’analyse.

I1.6. Quantification des concentrations des résidus ’HCL OTC présents

dans les échantillons :

On calcule la quantité¢ de résidus présents dans les échantillons selon la

formule suivante (Pananookooln S., 2007):

Agch X Vgen X Cseq X Pgeq
Agta X Mgcp

C, (ug.mg™1) =

C; : la quantité de résidus dans I’échantillon (ug.mg™);

A gcn : Daire de pic de la solution d’échantillon injectée ;

V ecn : le volume de la solution d’échantillon injectée (ml) ;

C s : la concentration de la solution standard HCL OTC injectée (mg.ml™) ;
P g4 : la puissance de standard HCL OTC (pg.mg™);

A g4 : I’aire de pic de la solution de standard HCL OTC injectée ;

M Ech : la masse de la solution d’échantillon.

C s¢= 0,409 mg.ml™ ;
A sa = 11645293;

Psg=1011,58 pg.mg™ .

Tableau 15 : données recueillies pour effectuer le calcul des
concentrations de résidus (aires, pesées et volumes)

H.OTC () H.OTC(#) H.OTC (+) 115 H.OTC (+) 145

A Een - 4735657 2392923 2145147
V Ecn (ml) 6 6 6 6
Mg (mg) 6934 6926 6917 6922

* ]la masse de la solution d’échantillon = la masse de la viande hachée pesée + la masse totale de réactifs

solides pesée + la masse du volume totale des solvants (masse volumique du solvant X le volume de solvant)

Les résultats de calcul des concentrations de résidus figurent dans le tableau

suivant :
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Tableau 16 : résultats de quantification des résidus PHCL OTC dans les
échantillons

H.OTC () H.OTC(#) H.OTC (#) 15 H.OTC (+) 45

Température de la cuisson (°C) - -- 115 145
Durée (min) -- -- 35 20
Quantité (pg.mg”) -- 0,14569375 0,0737147 0,06603415
Quantité (pg. g¥) - 145,69 73,71 66,03

% de résidus détruits par la
cuisson

- - 49,40 54,68

L’aire de pic enregistrée en injectant la solution H.OTC (+) justifie I’existence
d’une concentration tres élevée de résidus de HCL OTC dans le poulet cru (plus de
140 pg.gl), cela est expliqué par les fortes doses de médicament données aux
animaux avant I’abattage. Les quantités calculées de résidus dans les échantillons
H. OTC (+) 115 et H. OTC (+) 145 appuient le résultat de I’étape de détection vu que la
régression de la quantité de résidus est parfaitement notable et aussi inférieur de
100 pg. g’ (une diminution de 49,40% pour I’échantillon H. OTC (+) 115 et de
54,68% pour 1’échantillon H. OTC (+) 145). Les chiffres dans le tableau 16 affirment
qu’une cuisson a 145 °C pendant 20 minutes du poulet contenant des quantités de
résidus au-dela de la LMR (plus de 100 pg.kg™), peut ne pas présenter de danger pour

le consommateur par ces résidus d’"HCL OTC.

46




Résultats

ITII. Résultats de I’étude de la stabilit¢ d> HCL OTC aprés

traitement thermique par la méthode de diffusion sur Agar
Les figures numéro 12 a 18 montrent le changement de couleur de la solution
d’antibiotique et de diametres des zones d’inhibition aprés un chauffage a des

différentes températures.

I11.1. Changement du couleur de la solution d’HCL OTC

Témoin Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4 Tube 5
T (°C) - 45 60 85 100 120
Durée (min) - 60 55 50 40 30

Figure 12 : changement de couleur de la solution d’HCL OTC standard (0,6 mg.ml™)
apres traitement thermique

Dans la figure 12, le changement progressif de couleur du jaune pale au
saumon (rouge-orang¢) en augmentant la température et en diminuant la durée de

chauffage, décris I’impact de la chaleur sur la molécule objet d’étude.

I11.2. Mesures des diamétres des zones d’inhibition apreés incubation
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0 =31,4 mm

Figure 13 : zone d’inhibition « Témoin »

0 =35,1 mm |

Figure 14 : zone d’inhibition « 45 °C »

0 =21,8 mm |

Figure 15 : zone d’inhibition « 60 °C »
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0 =132 mm |

Figure 16 : zone d’inhibition « 85 °C »

O =11,7 mm |

Figure 17 : zone d’inhibition « 100 °C »

0 =10,6 mm |

Figure 18 : zone d’inhibition « 120 °C »
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Les pourcentages de variation des diameétres sont indiqués dans le tableau 18.

Tableau 18 : variations des diamétres des zones d’inhibition en fonction
de la température et de la durée de I’exposition a la chaleur

Témoin Tube 1 Tube2 Tube3 Tubed4 Tubes

T (°C) -- 45 60 85 100 120
Durée (min) -- 60 55 50 40 30
O (mm) 314 35,1 21,8 13,2 11,7 10,6
Variation (%) -- \ +11,78  -30,57 -57,69 -62,73 -66,24 \

Les zones d'inhibition dont le diamétre est au moins égale a 2 mm sont
considérées comme positives (AFNOR, 2011). La zone d’inhibition de la solution du
témoin donne un diamétre de 31,4 mm. Le chauffage de 'HCL OTC a 45 °C pendant
une heure donne un diametre plus grand que le diametre de la solution témoin, ce qui
indique qu’une augmentation de la température ambiante peut maximiser 1’effet
inhibiteur de cet antibiotique. Par contre, un chauffage a des températures au-dela de
60 °C pendant des durées qui dépassent 30 minutes a permis de réduire le diamétre,
en conséquence 1’effet inhibiteur, de plus de 65%. A la suite des résultats du tableau
18 est les zones d’inhibitions illustrées dans les figures précédentes, il est facile de
constater que I’HCL OTC est thermo-dégradable et un traitement a 85°C pendant 50

minutes est suffisant pour détruire plus que la moitié de sa quantité initiale.
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Discussion des résultats

I. Résultats de la détection par turbidimétrie

Le trouble de la solution contenant I’échantillon négatif est dense et sa valeur
d’absorbance est la plus grande ce qui signifie qu’il ne contient pas de résidus
d’antibiotique. Par contre a 1’échantillon positif non cuit qui contient une quantité
importante d’antibiotique, montre un léger trouble plus ou moins clair de la solution
contenant ’extrait de cet échantillon et sa valeur d’absorbance est inférieure a la
valeur de la solution HCL OTC standard (100 pg.ml™"). Pour les échantillons H. OTC
(+) 145 et H. OTC (+) 115, les troubles sont beaucoup moins obscurs que celui de
I’échantillon négatif et leur valeurs d’absorbance sont supérieures a la valeur de la
solution HCL OTC standard (100 pg.ml™") donc une quantité inferieure a 100 pg.ml™,
L’explication qu’on peut donner c’est que la cuisson donc la chaleur a affecté la
teneur initiale de ces échantillons en antibiotique donc I’effet inhibiteur diminue par

destruction ou transformation de la molécule d’OTC .

Il n'y a pas d'études antérieures similaires qui ont utilis¢ la technique de

turbidimétrie pour y comparer nos résultats.

II. Résultats de la confirmation par CLHP en phase inverse

L’injection des échantillons positifs de viande a donné des pics conformes aux
parametres de détection de 1’antibiotique HCL OTC. Aucun pic n’a été enregistré en
injectant 1’échantillon négatif ce qui confirme qu’il est exempt de résidus. La
concentration de résidus dans 1’échantillon positif non cuit H. OTC (+) est de 145,69
],Lg.rng'l. Pour les échantillons de la viande cuite H. OTC (+) 145 et H. OTC (+) 115, la
concentration calculée est de 73,71 pg.mg” pour la viande cuite 4 115 °C pendant 35
minutes, soit une réduction de 49,4% ; et de 66,03 pg.mg" pour la viande cuite a 145
°C pendant 20 minutes, soit une réduction de 54,68% de la quantité initial des résidus

dans H. OTC (+). Cela décrit I’effet notable de la cuisson sur la molécule HCL OTC.

D’apres Ibrahim A. et Moats W.A. (1994), la cuisson pendant plus de 30
minutes & 100 °C dégrade les résidus d’OTC totalement. Quant aux résultats trouvés
dans ce travail, une cuisson a 115°C pendant 35 minutes détruit presque 50% des
résidus, et cela est appuyé par le résultat de Van Egmond H. et al. (2000) qui ont

trouvé que la destruction des résidus n’est pas totale (53%) et les résidus sont plus ou
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moins stables méme s’ils subissent une procédure de cuisson a 130° C pendant 20
minutes.

Nguyen V.H. et al. (2014) ont trouvé que la cuisson a 100 °C durant 15
minutes réduit la teneur de la viande en OTC de 43% et donne un produit de
dégradation (a-apo-OTC). Cette méme ¢étude indique que I’a-apo-OTC est inactif et

ne présente aucun danger pour I’organisme.

Selon Abou-Raya S. et al. (2013), les résidus d’OTC sont thermiquement
instables et une cuisson convenable de la viande (a plus de 140 °C pendant 20
minutes) peut écarter le danger. Ce constat est similaire aux résultats de ce travail ;

une cuisson a 145°C pendant 20 minutes peut diminuer la quantité de résidus initiale

de plus de 54%.

ITII. Résultats de I’étude de la stabilit¢ d° HCL OTC apres

traitement thermique par la méthode de diffusion sur Agar

Un changement de couleurs graduel du jaune pale au rouge-orangé a été
remarqué en augmentant la température de chauffage de la solution de ’'HCL OTC
(de 45 °C a 120 °C pendant des durées allant de 30 a 60 minutes). Ce changement
indique probablement un changement de la molécule dans sa structure
tridimensionnelle ou un fractionnement en d’autres composés ce qui est effectivement

avancé par Kuhne M. et al. en 2001.

La zone d'inhibition produite par la solution chauffée a 45 © C a un diametre
supérieur a celui de la zone produite par la solution témoin (31,4 mm) soit une hausse
de 11,78%, donc I’effet inhibiteur a cette température est plus important. Les zones se
rétrécissent et I’effet inhibiteur diminue quand la température est de plus de 60°C. On
note une réduction de 57% du diamétre quand la molécule est chauffée a 85 °C
pendant 50 minutes. Un chauffage a 100 °C pendant 40 minutes a engendré une zone
d’inhibition de 11,7mm, soit une réduction de plus de 62% par rapport a celle du
témoin, et a 120°C ce diametre est réduit de plus de 65%. Ces variations des
diametres d’inhibition indiquent que 1’activité inhibitrice de ’'HTC OTC diminue

quand la température augmente.

Hassani M. et al. (2008) affirment qu’un chauffage a plus de 100°C pendant

des durées assez longues (30 a 40 minutes) diminue la concentration initiale mais
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avec des pourcentages négligeables (>2 %), et suggerent que les traitements a hautes
températures (UHT) sont plus efficaces que les procédures de la cuisson ménagere
pour éliminer le risque présenté par les résidus d’antibiotiques dans la viande. En
revanche, Hsieh ML.K. et al. (2011) ont trouvé qu’un chauffage a la méme
température pendant 35 minutes réduit 60,5% de I’effet inhibiteur de la molécule
d’OTC. Le pourcentage trouvé dans notre travail est trés comparable a celui de Hsieh
M.K. et al., avec 63% de la concentration initiale détruite aprés un chauffage a 100

°C pendant 40 minutes.

Kuhne M. et al. (2001) trouvent que I’effet de la tétracycline (TTC) peut
s’accroitre apres un traitement thermique a 100 °C, et c’est di & ’apparition d’un
produit de dégradation (I’anhydro-TTC) qui est plus toxique que la molécule mere,
mais qui se dégradent aussi en des composés inactifs (I’épianhydro-TTC) quand la
température est au-dela de 120 °C. Ceci a été remarqué au cours de ce travail, quand
I’HCL OTC a été chauffé a 45 °C ; son effet inhibiteur s’est augmenté de plus de 10%

et a commencer a diminuer a 60 °C.

Nos résultats s’accordent avec ceux de Van Egmond H. et al. (2000), Abou-
Raya S. et al. (2013), Nguyen V.H. et al. (2014) et de Hsieh MLK. et al. (2011), et
confirment que ’HCL OTC subit une dégradation importante mais pas totale lorsqu’il

est chauffé, mais contredisent ceux de Ibrahim A. et Moats W.A. (1994).

Au vu des résultats de la cinétique et ceux de la méthode en diffusion sur
agar, il est a noter que la chaleur agit sur la molécule a des niveaux de température
positivement au début ensuite négativement au fur et a mesure que la température
augmente. En effet la température a agit positivement sur |’effet inhibiteur
correspondant a une température convenable au développement des germes. Ensuite
I’effet inhibiteur diminue quand la température augmente et au dela de 100°C I’effet
est largement réduit a cause de la destruction de la molécule de I’OTC en ¢éléments
apparemment plus toxique; mais le devenir de la molécule et les effets de sa
transformation doivent faire I’objet d’une étude plus approfondie afin d’apporter des

¢léments de réponses a beaucoup de questions.
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Conclusion

Les antibiotiques, utilisés en clinique depuis les années 1940, constituent une
étape importante dans I'histoire de la médecine. Leur usage en médecine humaine et
vétérinaire dans un but thérapeutique a constitué pendant longtemps une arme efficace
contre de nombreux germes pathogeénes. Cependant, |'usage généralisé, voire abusif
de certains antibiotiques, en traitement curatif, préventif ou en complémentation dans
['alimentation animale a conduit a |’apparition de dangers qui touchent la santé
humaine. Mais compte tenu de leur intérét thérapeutique, I'utilisation des

antibiotiques a poursuivi sa courbe exponentielle au plan mondial.

Les antibiotiques utilises dans les élevages de poulet peuvent laisser des
résidus dans le muscle et dans d’autres tissus comestibles si le temps pour que ces
résidus se dissipent avant I'abattage n’'est pas respecté. L'existence de résidus des
antibiotiques dans La viande de poulet et leur transfert aux consommateurs sont la
cause de certains risques sanitaires tels que la résistance bactérienne, des réactions
allergiques, des effets cancérogenes et une perturbation de la microflore intestinale
naturelle. Par conséguent les limites maximales de résidus (LMR) pour les
antibiotiques ont été fixées par de nombreux organismes (WHO/FAO, UE, FDA, etc.)
mais ces LMR sont fixées pour la viande fraiche Les quantités de résidus sont
habituellement mesurées sur des viandes non cuites. Dans le cadre de ce travail il est
guestion d'évaluer s les températures de la cuisson ordinaire ont un effet détruisant
sur les résidus de I antibiotique HCL OTC, fréguemment utilisé en él evage de poulet.

La présente étude a montré que les résidus d HCL OTC sont des composants
instables qui se dégradent lors de la cuisson, ceci nous donne la confirmation de |’ idée
gue les résidus des antibiotiques sont thermo-dégradables ; en effet un chauffage de la
molécule dHCL OTC a 85°C pendant 50 minutes diminue son effet inhibiteur de
57%, et une cuisson a 145°C pendant 20 minutes est suffisante pour détruire presque
55% de la quantité de résidus contenue dans le poulet traité avec I'HCL OTC. Ces
traitements thermiques ont le potentiel pour rendre la viande de poulet qui contient
une quantité de résidus importante dépassant la LMR probablement sans danger pour

la consommation humaine.

De cette étude on peut conclure qu’ une température et une durée de cuisson
convenable peuvent avoir un grand effet sur les pertes résiduelles et offre une marge
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de sécurité additionnelle pour e consommateur pour éviter tout risque présenté par les
résidus de |’ antibiotique HCL OTC.

Nos résultats représentent une mise au point pour les transformateurs et les
agents de contrdle de qualité pour évaluer la présence des antibiotiques dans les

produits traités par la chaleur plutdt que de la matiére premiere (viande fraiche).
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