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RESUME

L’objectif de ce mémoire était d’étudier la cinétique d’élimination dans les
ceufs de la poule pondeuse de six antibiotiques utilisés dans le traitement et la
prophylaxie des maladies infectieuses de la poule pondeuse en Algérie. Quatre
familles d’antibiotiques ont été étudiées, a savoir : les tétracyclines, les macrolides,
les bétalactamines, et les polypeptides. L’élimination des antibiotiques a été étudiée
séparément dans les deux constituants de l'ceuf; l'alboumen et le vitellus. La
méthode utilisée était la méthode de diffusion en gélose, en utilisant deux germes
test a savoir : Micrococcus luteus ATCC 9341 et Bacillus subtilis BGA spores.

Les résultats obtenus montrent qu’il existe une grande différence entre les
différents antibiotiques étudiés dans leur transfert dans les ceufs, non seulement
dans le pourcentage d’élimination mais aussi dans la répartition entre I'albumen et
le vitellus. Ces variations sont dues a des facteurs liés a I'antibiotique ; surtout les
caractéristiqgues physico — chimiques, et a des facteurs liés a I'animal ; surtout le

mécanisme de formation des constituants de I'ceuf.

Les résultats de cette étude apportent une meilleure connaissance sur la
cinétique d’élimination des antibiotiques dans les ceufs et des informations utiles
dans la détermination des délais d’attente. Nous avons proposé des délais d’attente
dans les ceufs de la poule pondeuse pour les antibiotiques étudiés et selon la
posologie utilisée. Ces délais d’attente sont destinés a protéger la santé du
consommateur des risques liés a la présence des résidus d’antibiotiques dans les
ceufs.

Mots Clés : Antibiotique, Résidus, CEuf, Poule, Elimination, Délai d’attente, Voie
d’administration, Elevage.



SUMMARY

The object of this paper was to study the kinetics of elimination in eggs of
laying hens to six antibiotics used in the treatment and prophylaxis of infectious
diseases of laying hens in Algeria. Four families of antibiotics were studied,
namely, tetracyclines, macrolides, beta-lactams, and polypeptides. The elimination
of antibiotics has been studied separately in the two constituents of the egg;
albumen and yolk. The method used was the method of disk diffusion, using two
test bacteria namely Micrococcus luteus ATCC 9341 and Bacillus subtilis BGA

spores.

The results obtained show that there is significant difference between
different antibiotics studied in their transfer to the eggs not only in the percentage
of elimination but also in the distribution between the albumen and yolk. These
variations are due to factors related to the antibiotic, especially the physical -
chemical and factors related to the animal, especially the formation mechanism of

the constituents of the egg.

The results of this study provide a better understanding on the elimination
kinetics of antibiotics in eggs and useful information in determining waiting times.
We proposed delays in egg laying hens for the antibiotics studied and the dosage
used. These delays are designed to protect consumer health risks associated with

the presence of antibiotic residues in eggs.

Key Words: Antibiotic, Residue, Egg, Elimination, Withdrawal time, Administration

route, Breeding.
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INTRODUCTION

La gravité de certaines affections d’origine microbienne et la surinfection a
composante microbienne justifie pleinement le large emploi de I'antibiothérapie

chez la poule pondeuse.

Les conditions de I'élevage industriel et la concentration des animaux
provoque un microbisme élevé et une virulence accrue des microorganismes et
aggrave I'épidémiologie. L’antibiothérapie, par ailleurs présente deux
inconvénients majeurs : la création des souches bactériennes antibiorésistantes
chez la poule pondeuse et la possibilité de contamination de I'ceuf par les résidus
dont les répercussions sur la santé de ’homme peuvent étre préoccupantes, soit
en raison de phénomeénes de toxicité des antibiotiques, soit en raison des risques
de sélection des germes antibiorésistants.

Les organisations internationales, pour faire face a ce probleme, ont établi
des normes définissant les limites maximales des résidus tolérées dans les
denrées alimentaires d’origine animale. Certains pays en voie de développent ont
commencé a définir les limites maximales des résidus dans certains aliments
(viande, lait,...). La législation Algérienne est pauvre en matiére de réglementation
concernant le probléme des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires

d'origine animale.

Les ministéres de la santé publique et de I'agriculture, au vu d’absence de
réglementation a ce sujet et des risques éventuels se doivent de nous exiger que

soient établis les tolérances et les temps d'attente a respecter pour les
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médicaments vétéerinaires pouvant affecter la chair des animaux et les produits

issus de ces derniers.

Cette étude a pour objectif d’avoir une vue générale sur le processus
d’élimination des antibiotiques par I'ceuf, leur vitesse d’élimination et la sélectivité
du transfert vers le vitellus ou I'albumen afin d’en déduire une politique

réglementaire pour garantir la sécurité alimentaire du consommateur.
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CHAPITRE 1

L’AVICULTURE EN ALGERIE

L’Algérie était un pays importateur d’ceufs de consommation et de viande
blanche durant les années 1980. Le développement réel de la production locale a
débuté en 1982, juste aprés la restructuration de I'entreprise mere, a I'époque
I'Office national des aliments du bétail (O.N.A.B).

Des béatiments modernes avec équipements sophistiqués ont été installés.
Fort de ces moyens, le secteur public a commencé a mettre a la disposition des
éleveurs privés les moyens de production, pour ne pas dire les produits avicoles
de base, poussins de chair pour la production de viande blanche, ceufs a couver
pour la production de poussins de chair, poulettes démarrées pour la production
d’ceufs de consommation. Le secteur privé s’est vite développé grace a l'aide de
'état qui a dégagé un crédit pour la construction de batiments et leurs
équipements en batteries. Tous ces avantages ont permis un développement
rapide de la production nationale malgré la rude concurrence de I'importation a

I'époque.
(Eufs et ovoproduits :

L’ceuf est un élément de base pour de nombreuses populations a travers le
monde, auxquelles il apporte une des sources essentielles de protéines animales.
L’importation de I'ceuf de consommation était de I'ordre de 3 milliards d’ceufs par
an en moyenne (période de 1980 a 1991). Entre 1980 et 1990, le secteur avicole
industriel a subi un développement tres important qui a multiplié par trois la
production en viande blanche et par neuf la production d’ceufs En 1989, des
performances ont été atteintes en consommation d’ceufs : 125 unités par an et par

habitant. En 1992, limportation de I'ceuf de consommation s’est arrétée
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totalement. En 1993, la production nationale couvrait largement les besoins du

pays.

Les ovoproduits, une nouvelle fagon de consommer les ceufs, qui répond
aux exigences de la consommation d’aujourd’hui, rapidité, efficacité, commodité,
hygiéne. Les ovoproduits font passer I'ceuf de I'état coquille a I'état transformée,
selon des normes trés strictes d’hygiéne et de sécurité. lls sont obtenus a partir de
'ceuf entier, de ses différents composants ou de leur mélange, aprés élimination
de la coquille et des membranes et peuvent étre partiellement complétés par
d’autres denrées alimentaires. Les ovoproduits disponibles sur le marché sont :
'ceuf entier, le blanc, et le jaune. lls sont sous forme : liquide, concentrée,
séchée, cristallisée, congelée, surgelée ou coagulée. Les ovoproduits s’adressent
pour le moment aux spécialistes de la patisserie, de la restauration ou aux
industriels de I'agroalimentaire. A coté, se développent des produits plus élaborés
valorisant certains composants de I'ceuf tels que la Iécithine du jaune utilisée pour
ses proprietés émulsifiantes et le lysozyme de I'albumen utilisé par les industries
agro-alimentaires et la pharmacie.

PRODUITS DE L'ELEVAGE

1890 1985 1899
PRODUITS PRODUCTION PRODUCTION PRODUCTION
Viandes rouges 445 000 2 956 000 3 100 000
Viandes blanches 2110000 1 900 000 2000 000
Lait { HL) 11 000 000 10 500 000 15 600 000

(Eufs 106 unités 2780

Miel 5000
194 420

Laine

2640

18 000

210000

2400

18 000

230 000

( source - Ministére de "Agriculiure-2000-" I"Agriculture par lez chiffres"]

Figure 1: Evolution des produits d’elevage en Algerie de 1990 a 1999 [1]
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CHAPITRE 2

GENERALITES SUR L’CEUF

2.1. Structure de 'ceuf

L’ceuf est composé de lintérieur a I'extérieur : jaune ou vitellus, le blanc ou
albumen, les coquillieres et la coquille.

blanc liquide externe blastoderme

blanc épais

membrane vitelline
blanc liquide interne latébre

couche chalazifere faune

membrane
coquilliére interne

membrane
coquilliére externe

chambre 3 air
coquille

cuticule

Figure 2: Structure interne de I'ceuf (D'aprés Sauveur, 1988).

2.1.1. Structure interne de I'ceuf :

= |e vitellus est contenu a lintérieur d’'une trés fine membrane acellulaire

transparente appelée membrane vitelline ; composée de quatre couches
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superposée dont deux couches d'origine ovarienne (zona radiata et couche
péri-vitelline) et deux couches ajoutées apres l'ovulation. A la surface du
vitellus se trouve un disque clair (blasto — disque) ; lieu de division des cellules
embryonnaires (lors de la fécondation).

= [’albumen est composé de quatre zones :

» Blanc liquide externe (23% du albumen total) situé au contact des
membranes coquillieres ; c’est la zone qui s’étale rapidement lorsque un
ceuf est cassé sur une surface plane.

» Blanc épais (57% de I'albumen total) : attaché aux deux pdles de I'ceuf.

» Blanc liquide interne (17% de l'albumen total) : il est enfermé entre le
vitellus et le blanc épais.

» Chalazes (3% du albumen total) : ce sont des filaments spirales reliant
le vitellus aux deux extrémités de I'ceuf ; ils jouent le r6le de suspension.

» Les membranes coquillieres ont une épaisseur de 70um, dont 20um pour la
membrane interne et 50um pour la membrane externe.
= La coquille : elle est constituée d’une trame protéique dont laquelle se développe les

cristaux de carbonate du calcium.
La trame protéique est constituée de :

» Couche mamellaire : c’est une juxtaposition de protubérance conique
(mamelon) ; dont la pointe est constituée de fibres tres entremélées
avec celles de la membrane coquilliere externe. Au centre de chaque
mamelon un nodule protéique bien individualisé (noyau mamellaire) est
le point sur lequel débute la calcification.

» Couche spongieuse : elle est constituée disposée parallelement a la

surface de I'ceuf.
La partie minérale est divisée en :

» Capuchon basale des cristaux : accroché sur le noyau protéique
mamellaire par une association de type « bouton-pression ».
» Couche des cbnes cristallins : correspond a la couche mamellaire

organique.
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» Couche palissadique : zone de développement linéaire des cristaux
représentant deux tiers de I'épaisseur total, elle est couverte d’'une fine
couche amorphe renfermant notamment le phosphate tricalcique.

La coquille est traversée par de nombreux pores qui permettent les échanges
gazeux entre 'embryon et I'extérieur.

2.1.2. Composition de I'ceuf :

2.1.2.1. Composition de |a coquille :
Eau : 1.6%.

Protéine (trame) : 3.3%

Calcium : 37.3%.

Magnésium : 0.8%.

Carbonate : 58%.

Phosphate tricalcique : 0.8%.

<\

A NN NN

2.1.2.2. Composition de I'albumen :

L’alboumen est composé en quasi-totalité d’eau et de protéines, avec

quelques minéraux et du glucose libre.
Les principales protéines :

» Les ovalbumines : sont dénaturés par la chaleur et acquiérent une forte
rigidité lors du chauffage (coagulation).

= Les globulines et les lysozymes : permettent la formation de mousse apres
battage (blanc monté en neige) alors que 'ovomucine participe a la stabilité
de ces mousses.

= Le lysozyme et 'ovomucine sont responsables de la structure du blanc
épais.

= Les conalbumines fixent le fer et les flavoprotéines.

= L[’avidine : anti-biotine a I'état cru.

= Les ovomucoides : inhibiteurs de la trypsine.

Toutes ces protéines sont des glycoprotéines acides a I'exception de l'avidine :

glycoprotéine basique et le lysozyme : holoprotéine basique.
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Deux protéines sont impliquées dans les problémes de qualité de I'ceuf :

= [’ovomucine : glycoprotéine acide constitué de deux sous unités a et B. La
sous unité B est riche en résidus glucidiques notamment l'acide sialique.
L’ovomucine est insoluble en solution diluée et peut donc étre séparée du
blanc d’ceuf par simple dilution. Elle est la seule protéine capable de former le
gel (présent 10 fois supérieur dans le blanc épais que dans le blanc liquide).

= Le lysozyme : ou B-glucosamidase, il a un réle de structure (relation avec
'ovomucine par des liaisons électrostatiques) connu pour son action
hydrolysant des parois bactériennes (réle antibiotiques), il est de nature

basique et sensible au pH alcalin in vitro.

Au moment de la ponte, l'albumen renferme du gaz carbonique dissous (4-
5mg) et CO; dit « combinée » sous forme de bicarbonate (100 mg environ), dans
les jours qui suivent, ce CO, se dégage suivant la température; plus la
température augmente, et plus la solubilité du CO, dans I'albumen est faible et
plus la perte du CO, est rapide. Cette perte provoque une augmentation du pH de
lalbumen : de 7.4 a 9.2-9.5 en 3 a 6 jours en fonction de la température. La
conséquence la plus connue de cette élévation du pH est la liquéfaction de
'albumen. Plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer cette liquéfaction.
Maintenant, il est bien établi qu’il s’agit d’'une modification des interactions

électrostatiques entre 'ovomucine et le lysozyme.
Ovomucine
B —- .
Lysozyme + Lysozyme  <4— 2 Ovomucine § —lysozyme
Ovomucine
Complexe du type I Complexe de type 11
(pH 7.4) (pPH 9.8)

Le complexe du type I, formateur de gel, est composé d’'une molécule de
lysozyme et de deux molécules d’ovomucine. Lorsque le pH s’éleve, du lysozyme
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en exces réagit avec le complexe précédent et en forme un nouveau (équimolaire)
ne possédant plus les propriétés de former un gel : 'ovomucine B passe alors
dans la phase soluble. Le fait que des cations (Ca*™?, Mg*?) passent de I'albumen
vers le vitellus au cours du stockage de I'ceuf ne fait qu’accélérer ce processus,
puisqu’ils tendent sans doute a s’opposer a la formation du complexe soluble de

type Il.

2.1.2.3. Composition du vitellus :

Les constituants du vitellus peuvent étre séparés en 3 fractions par centrifugation :

= Une fraction lipoprotéique de basse densité (lipovitellines) renferme 90% de
lipides dont la majorité sont des glycérides (représente deux tiers de la matiere
seche du vitellus).

= Fraction de plus haute densité sédimentaire sous forme de granules,
représente 23% de la matiere séche totale. Elle contient toute la phosvitines
ainsi que les lipovitellines (lipoprotéine). Celle — ci renferme 18% de lipides
repartis a peu prés également entre triglycérides et phospholipides.

= Fraction de protéines solubles contenant les livétines et quelques traces
d’autres protéines sériques.
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Tableau 1 : Principaux constituants de I'ceuf ; composition moyenne [2]

Vitellus Albumen
Eau (%) 46,5 — 49 87 — 89
pH 6,0 - 6,8 7,6 -94
Protéines (%) 17,4 95-115

Vitelline (4 — 15)
Phosvitines (5 — 6)
Livétines (4 — 10)
Vitellénine (8 —9)

Ovalbumine (54)
Ovotransferrine
Ovomucoides (11)
Ovoglobuline (8)
Ovomucine (1,5)
Lysozyme (3,5)
Flavoprotéines (0,8)
Avidine (0,05)

Lipides (%) 33-34 0,03
Triglycérides (65-70)
Phospholipides (25-30)
Cholestérol (5)

Glucides (%) 0,15-0,25 0,4-0,5

(principalement glucose)

(principalement glucose)

Minéraux (%)

1,1

0,5

Autres

Pigments caroténoides :
Xanthophylles
Caroténes

Calories

380 —400

40 -55

2.2. Anatomie de 'appareil reproducteur chez la poule pondeuse :

La formation de I'ceuf fait appel a deux structures anatomiques différentes

(ovaire pour le vitellus et oviducte pour I'alboumen et la coquille). L’ovulation

permettant précisément le passage d'une structure a lautre. Il existe deux

gonades dans les premiers stades embryonnaires mais l'ovaire et l'oviducte

gauche se développent beaucoup plus et plus rapidement que I'ovaire et I'oviducte

droits. Chez la majorité des oiseaux adultes, seuls les structures gauches sont

fonctionnelles, I'ovaire et I'oviducte droits sont vestigiaux. |l s’agit d’'un appareil dit

« impair » parce que seul I'ovaire et I'oviducte gauche existent chez I'adulte.



23

2.2.1. Ovaire :

2.2.1.1. Situation :

L’ovaire adulte se situe dans la partie supérieure de la cavité abdominale
sous l'aorte et la veine cave postérieure et enveloppe les glandes surrénales
droite et gauche. Dorsalement et caudalement, I'ovaire a une zone de contact
étendue avec la portion créniale du rein gauche et chevauche la division créaniale
du rein droit.

Cranialement, il est en rapport avec la partie caudale du poumon gauche.
Latéralement, il est entouré par le sac aérien abdominal gauche. Ventralement, il
est en relation avec le ventricule. L’ensemble étant suspendu a la paroi dorsale
par un repli du péritoine contenant les vaisseaux sanguins, les nerfs et les
muscles du soutient [2]. L'irrigation artériel de I'ovaire est variable, elle dérive le
plus souvent de I'artere rénale antérieure. Il existe deux veines ovariennes qui
rejoignent la veine cave supérieure. L’innervation est trés développée

spécialement en direction des follicules.

2.2.1.2. Structure :

Chez la poulette, I'ovaire est constitué d’'une partie centrale ou medula et
d’'une couverture ou cortex, chez la poule cette différenciation n’est pas possible ;
'ovaire a I'aspect d’'un amas cellulaire dont certaines contiennent des ookystes
(zone parenchymateuse) et d’autres surtouts du tissu médullaire et des vaisseaux
(zone vasculaire). On dit que l'ovaire a l'aspect d’'une grappe du fait de la
présence de 4 — 5  gros follicules contenant chacun un vitellus en phase
d’accroissement rapide. A coté de ceux — ci se trouvent de trés nombreux petits
follicules (plus de 1000 visible a I'ceil nu), ainsi que 1 ou 2 follicules vides (en
stade post ovulatoire) qui dégénérent rapidement.

Les follicules sont composés de l'intérieur vers I'extérieur de :

» Une couche péri — vitelline acellulaire secrétée par la granulosa.
= Une couche mono cellulaire : la granulosa.

= Une couche dite basale.
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» Deux theques ; interne et externe renferment des cellules interstitielles.

= Un épithélium superficiel.

Chaque follicule est rattaché a 'ovaire par un pédicule par lequel pénétrent 2 — 4
arteres sanguines. Celles-ci se répondant dans la theque externe et se divise en
artérioles qui, a travers la théque interne, viennent former un réseau capillaire
dense autour de la couche basale. Le systeme veineux, quant a lui, prend
naissance a plusieurs niveaux dont le plus profond se situe dans la theque interne.
Des fibres nerveuses suivent le méme trajet que celui des artérioles. Le réseau
capillaire est trés peu dense au niveau du stigma (ligne de déhiscence folliculaire).
Cette disposition permet que I'ovulation n’entraine en principe pas d’hémorragie,
cependant le vitellus porte une «tache de sang».

2.2.2. Oviducte :

2.2.2.1. Situation :

L’oviducte se présente comme un tube étroit de couleur rose pale
s’étendant de la région de l'ovaire au cloaque, il occupe complétement le quart
dorsal gauche de la cavité abdominale. Sa longueur totale est voisine de 70 cm et
son poids a vide est proche de 40 g. Il est suspendu le long de la surface ventrale
du rein gauche et la paroi abdominale dorsale par un repli du péritoine divisé en
deux ligaments qui renferment des fibres musculaires lisses : le mésoviducte.
L’oviducte est limité dorsalement par la surface ventrale du rein gauche et souvent
du rein droit, la paroi dorsale du corps, latéralement par la paroi corporelle latérale
gauche, ventralement du cété droit par les intestins en général et les caecas en
particulier, ventralement du cété gauche par la surface dorsale du ventricule et la
rate. Le sac aérien abdominal gauche s’interpose entre l'oviducte d’une part, la

paroi corporelle gauche et le ventricule d’autre part.

L’irrigation artérielle de l'oviducte se fait a 4 niveaux (ou 5 niveaux) a partir du
systeme artériel général. L’innervation de la partie distale est particulierement
développée : elle joue un rdle essentiel dans la progression de I'ceuf en formation
et 'oviposition mais elle n’a aucun réle dans le contrdle des secrétions [2].
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Figure 3: Cinétique et lieu de formation de I'ceuf chez la poule pondeuse [2].
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2.2.2.2. Structure :

L’oviducte peut étre divisé en 5 zones faciles a distinguer, qui sont dans le

sens antéropostérieur :

» linfundibulum ou pavillon, c’est une zone trés fine non rattachée a I'ovaire. Le
pavillon a une forme d’entonnoir et ne présente pas de replis de la muqueuse
interne.

= Le magnum : c’est la partie la plus longue de l'oviducte. Sa paroi est tres
extensible, et présente sur sa face interne des plis trés importante dont
I'épaisseur peut atteindre 5 mm. C’est la zone la plus riche en cellules et
glandes sécrétrices de tous types. Le magnum est nettement séparé de la
zone suivante par une étroite bande translucide ne contenant pas des glandes
ni des replis interne.

= Llisthme : il présente un léger rétrécissement du diamétre par rapport au
magnum. Ses replis de la muqueuse interne sont moins accentués que ceux
du magnum, ses quatre derniéres centimeétres, constituant I'isthme rouge, sont
richement vascularisés.

= [’'utérus ou glande coquilliere : il se distingue nettement des segments
précédents par sa forme de poche et I'épaisseur de sa paroi musculaire. Ses
replis internes sont continus que ceux des segments antérieurs car interrompu
par des protubérances transverses, I'ensemble formant un relief extrémement
complexe.

= Le vagin : C’est une partie étroite et musculaire. |l est séparé de I'utérus par un
resserrement appelé jonction utéro — vaginale qui joue le réle de progression et
conservation envers les spermatozoides. Sa paroi interne comporte des replis
longitudinaux mais pas de glandes sécrétrices. Il débauche dans la moitié

gauche du cloaque.

La paroi de I'oviducte est composée d’'une superposition de sept couches qui sont

de l'intérieur a I'extérieur :
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= [’épithélium sécrétoire, avec deux types principaux de cellules : ciliees et
caliciformes.

= Une couche dite lamina propria renfermant les glandes tubulaires
pluricellulaires.

= Une couche conjonctive interne.

= Une couche conjonctive externe.

= Une couche de fibres musculaires longitudinales.

» Une séreuse (péritoine).

Les cellules caliciformes et les glandes tubulaires assurent a chaque niveau la
synthése et la sécrétion de composés protéiques spécifiques (protéines de
'albumen, des fibres des membranes coquillieres, trame protéique de la coquille
et la cuticule). Les cellules ciliées interviennent probablement dans la remontée

des spermatozoides

A la base de l'infundibulum et surtout au niveau de la jonction utéro — vaginale,
des invaginations particulieres de la muqueuse constituent des « nids
spermatiques » ou sont stockés les spermatozoides. Il s’agit de glandes tubulaires
non branchées d’une longueur comprise entre 0,25 et 0,5 mm, leur paroi est
composée d’'une couche unique de cellules non ciliés mais présentant, en dehors

du col, des microvillosités en contact avec les spermatozoides.

2.3.Physiologie ovarienne et formation de I'ceuf :

2.3.1. Rappel sur les hormones intervenant dans la reproduction chez la poule :

» Hormones gonadotropes : I'hypophyse antérieure est strictement indispensable
au deéveloppement et au maintien en activité de l'ovaire. Il existe trois
hormones gonadotropes hypophysaires chez les oiseaux comme chez les
mammiféres :

v La F.S.H.: elle régule essentiellement la croissance folliculaire et leur
activité sécrétrice.
v' La L.H. : elle est responsable également du développement de l'ovaire, de

la sécrétion par celui — ci d’hormones stéroidiennes et surtout 'ovulation.
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v' La prolactine : elle intervient dans les phénoménes de couvaison et dans
certains métabolismes (eau).

» Stéroides ovariennes : sous le contrdle des hormones gonadotropes, I'ovaire

des oiseaux secrete les trois principales familles de stéroides sexuels :
cestrogenes, androgénes et progestérones.
v Les cestrogénes : leurs synthése est assurée par les 2°™* et le 3°™ plus
gros follicule, la capacité de synthése d’cestrogéne du plus gros follicule
disparait presque totalement la veille de son ovulation, la synthése
stéroidienne s’oriente alors vers celle de la progestérone. Les cestrogénes
participent au contrdle de tous les stades de la formation de l'ceuf: la
croissance dans l'oviducte, la synthése des protéines, le comportement de
I'oviposition, et I'écartement des os pelviens.

v Les androgénes: ils ont comme origine la théque et les cellules
interstitielles du stroma ovarien. lls agissent en stimulant la croissance de
la créte et de tous les caracteres sexuels secondaires, et en synergie avec
les cestrogénes ; le développement de l'oviducte et de I'os mandibulaire.
Leur sécrétion est également importante lors de la mue.

v' Les progestérones : ils proviennent pour la plus grande partie de la
granulosa du follicule pré — ovulatoire et a un moindre degré du post —
ovulatoire. Elle contréle les activités cellulaires impliquées dans la
croissance de l'oviducte et la synthése de certaines protéines de I'aloumen
(en synergie avec les cestrogenes). Elle contréle aussi les rythmes
d’ovulation et d'oviposition en agissant sur la libération du L.H par
I’hypothalamus, sur les contractions de l'utérus avant 'oviposition et sur le

comportement de l'oviposition.

2.3.2. Formation du vitellus d’ceuf :

2.3.2.1. Réqulation du dép6t du vitellus :

La vitellogenése est un processus trés long commengant chez la jeune
poulette et se termine juste avant I'ovulation. Elle fait appel a des constituants
transportés par voie sanguine et peut étre divisée en trois phases principales :
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» Phase initiale d’accroissement lent: au moment de I'éclosion d'un jeune
poussin femelle, les ovules portés par leur ovaire ont chacun une
dimension comprise entre 1 et 2 centiémes de millimetre. Aprés un dépbt
de quelques gouttelettes lipidiques, ce diamétre atteint 1 mm vers 4 — 5
mois d’age. A ce stade, la croissance commune a tous les ovules cesse.

» Phase intermédiaire : si un follicule ait été sélectionné dans le pool
indifférencie, sa taille passe en 60 jours de 1 a 4 mm grace a un dépobt
constitué essentiellement de protéines et de quelques lipides, 'ensemble
constitue le vitellus blanc.

» Phase de grand accroissement : durant les 8 — 10 jours qui précédent
ovulation, la croissance de l'ovule s’accélére rapidement et son poids
passe de 0.2 a 15 — 18 g. Le vitellus déposé présente parfois des
alternances de couleur plus claire qui correspondent a des couches
synthétisées pendant la nuit ou la journée. La migration de 'ookyste vers la
surface se poursuit simultanément. La durée de cette phase peut étre
comprise entre 6 — 14 jours.

Sur l'ovaire d’'une poule, huit follicules environ sont simultanément en phase de
grand accroissement avec un décalage initial d’'une journée. Il existe une
hiérarchie de taille de follicules parfaitement visible, cependant les mécanismes
régulateurs qui permettent un contréle si fin du recrutement des follicules et de

leur croissance ultérieur ne sont pas connus.

2.3.2.2. QOrigine des constituants du vitellus :

Composition des constituants du vitellus : il s’agit surtout d’'une émulsion d’eau,
de lipoprotéines, et de protéines en plus des minéraux et des pigments. Aucune
de ces substances n’est synthétisée par I'ovaire : toutes sont apportées par le
sang (surtout a partir du foie dont I'activité de lipogenése est multiplie par 10 lors
de la maturité sexuelle).

Les protéines du vitellus peuvent étre classées en deux catégories selon leurs
spécificités :

v" Les livétines : ils ne sont pas des protéines spécifiques du vitellus mais des

protéines plasmatiques normales qui s’accumulent sélectivement dans le
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vitellus ou elles atteignent une teneur supérieure a celle du plasma. Elle
provient pour 50 — 60 % du foie.

v' Les autres protéines (phosvitines) et lipoprotéines (lipovitellines de haute
densité et les lipovitelines de basse densité) sont des éléments
caractéristiques de la poule pondeuse et synthétisés a 100 % par le foie.

La synthese hépatique des protéines du vitellus est strictement contrdlée par

les cestrogenes. Ces dernieres agissent sur le foie a trois niveaux :

» Par induction de la synthése des acides nucléiques spécifiques des protéines
du vitellus.
= Par augmentation de la synthése des protéines non spécifiques.

= A plus longue terme, en augmentant la masse hépatique.

La synthése hépatique des lipoprotéines spécifiques se fait a un taux constant
au cours d’'une journée, ce qui correspond au dépbt continu du vitellus sur I'ovaire.
Pour leur transport sanguin, ils forment avec les ions Ca*™ un complexe soluble.
Ce complexe péneétre dans l'ovule et apres quelques réarrangements moléculaires

devient insoluble.

Situation de I'ovocyte dans le vitellus : pendant la phase lente, 'ovocyte reste
située au centre de l'ovule, au cours de la phase intermédiaire, il migre a la
surface laissant un début de trace appelée la «tébre ». Il reste ensuite a la
surface pendant la phase du dép6t rapide du vitellus.

2.3.3. Formation de I'ceuf dans 'oviducte : formation de I'albumen

Aprés ovulation par I'ouverture du follicule au niveau du stigma, I'ceuf est
capté par l'infundibulum, ce qui constitue la 1% étape de I'activité de 'oviducte.
C’est aprés 24 — 26 heures que l'ceuf complet est expulsé au niveau du
cloaque (oviposition). De I'ovulation a l'oviposition, I'ceuf passe par différentes
étapes dans l'oviducte qui sont : 'achévement de la membrane vitelline dans
infundibulum, la sécrétion des protéines de I'albumen dans le magnum, la
sécrétion des membranes coquillieres dans I'isthme, I'’hydratation de I'albumen

et sécrétion de la coquille dans I'utérus et I'oviposition.
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2.3.3.1. Role sécrétoire de I'infundibulum :

Il assure la sécrétion de la couche externe de la membrane vitelline, qui est
constitué de fibrilles ayant une composition trées proche de celle du blanc épais.
Cette couche représente les 2/3 de I'épaisseur totale de la membrane, elle joue un
role important dans la protection du vitellus contre le transfert d’eau en

provenance de I'albumen.

2.3.3.2. Sécrétion de I'albumen dans le magnum :

2.3.3.2.1. Synthése des protéines de I'albumen :

Les protéines de l'albumen sont synthétisées localement par la paroi du
magnum. La synthese se fait d'une maniére continue entre deux passages du
vitellus. La quantité des protéines ainsi accumulée dans les cellules du magnum
n’est jamais tres supérieure a celle déposée sur un vitellus, donc toute carence en
acide aminé indispensable a la synthése des protéines de I'albumen se répercute
dés le 2°™ ceuf qui suit son installation. Les cellules caliciformes de I'épithélium
secretent l'avidine et 'ovomucine, alors que les cellules des glandes tubulaires
secretent 'ovalbumine et le lysozyme. La synthése des protéines de I'albumen est
sous la dépendance des hormones stéroidiennes de l'ovaire, par exemple la
synthése de lavidine réclame un prétraitement aux ocestrogenes suivi d'une

décharge courte de progestérone.

2.3.3.2.2. Dépobt des protéines de 'albumen sur le vitellus :

Le vitellus pénetre dans le magnum 15 — 20 mm apres ovulation et ressort
3h30mn aprés celle-ci. Au fur et a mesure de son transit, il regoit les protéines
accumulées dans les cellules épithéliales sous forme de grain de sécrétion,
expulsé par des invaginations des membranes cellulaires. Dans les glandes
pluricellulaires sous épithéliales : un mécanisme similaire se met en place

plusieurs heures avant le passage du vitellus, ce qui explique que le canal de ces
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glandes soit déja rempli de protéines secrétées (ovalbumine) lorsque le vitellus

parvient a leur niveaux.

2.3.3.1.1. Sécrétion d’eau et de minéraux dans le magnum :

Lorsque l'ceuf quitte le magnum, I'aloumen renferme déja 80 % de son
contenu final en Na*™, 60 — 70 % en Ca*™" et Mn™, 50 % du chlore. 20 — 30 % du
calcium et du manganése sont lies aux protéines de I'albumen et ils ne sont pas
libres, il joue un réle important dans le déterminisme des propriétés physique de

’albumen.

2.3.3.2. Activité de l'isthme : sécrétion des membranes coquilliéres.

L’ceuf arrive dans listhme 3h30 a 3h45 aprés ovulation. L’albumen
commence a étre recouvert de fibres protéiques dont I'entrelacement constituera
les membranes coquillieres terminées en 60 — 75 mn. Le dép6t se fait a vitesse
sensiblement constante au fur et a mesure que I'ceuf progresse dans l'isthme. Les
secrétions arrivent surtout des glandes tubulaires : il se gonfle au contact de 'eau

et forme progressivement un filet fibreux trés dense.

La portion terminale de I'isthme (isthme rouge) est le lieu de sécrétion des
fibres protéiques constituant la partie inférieure (couche mamillaire) de la matrice
organique de la coquille. Ces fibres sont imbriqués dans celles de la membrane
coquilliere externe et assurent donc la solidité d’attache de la coquille : elle
renferme aussi le noyau mamillaire protéique autour duquel débute dans I'isthme

rouge la cristallisation du carbonate de calcium.

2.3.3.3. Activité de l'utérus : formation de la coquille de I'ceuf

En pénétrant dans l'utérus, I'ceuf a passé 5 heures pour parcourir 50 cm de
loviducte, elle va rester 20 heures pour étre expulsé. Durant son séjour dans
I'utérus, il va y avoir une hydratation de I'albumen et la formation de la coquille.
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2.3.3.4.1. Hydratation de l'albumen :

On assiste a ce qu’on appelle le « plumping », durant cette phase la teneur
en eau de l'albumen passe de 3.5 a 7g par gramme de protéine. Ce qui conduit au
gonflement de I'ceuf et a une tension de membranes coquillieres. Ce transfert
d’eau est accompagné d’'une sécrétion minérale composé surtout du sodium,
potassium et bicarbonate. C’est pendant cette phase que les différentes couches
d’ceuf apparaissent : blanc épais, blanc liquide interne et externe, et chalazes.

2.3.3.4.2. Formation de la coquille de I'ceuf :

2.3.3.4.2.1. Chronoloqgie :

Environ 10 heures aprés ovulation, tandis que se poursuit I'’hydratation de
'albumen, commence la croissance des cristaux de CaCOj3 qui va se poursuivre
linéairement en fonction du temps jusqu’au stade 22 heure (la vitesse de dépbdt de
la coquille est de 0,3 — 0,35 g par heure). L’arrét de la calcification coincide avec
un enrichissement du liquide utérin en phosphates, ce sont des poisons de
cristallisation du carbonate de calcium et qui d’ailleurs se trouvent dans la partie
superficielle de la coquille, juste sous la cuticule organique. Pour la pigmentation,
elle commence a un faible taux dans la couche palissadique des cristaux ; elle est
trées importante en fin de calcification et la plupart des pigments sont disposés
superficiellement, ces pigments (ooporphyrines) dérivent de [I'’hémoglobine
transformée par les cellules utérines. La cuticule organique recouvrant la coquille
est secrétée apres le stade 22 heures. Il est a noter que la formation de la coquille
intervenant entre 10 — 22 heures aprés ovulation se situe entre 20 heures du soir

et 08heure du matin en moyenne (période nocturne).

2.3.3.4.2.2. mécanisme de formation de la coquille :

Pour la formation de la coquille il y aura besoin en grande partie du calcium
et du bicarbonate. Le transport du calcium est essentiellement la fonction des
cellules épithéliales et peut emprunter les voies paracellulaires. La production des
ions bicarbonate est assurée dans les cellules de glandes tubulaires et a un

moindre degré dans les cellules caliciformes.
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Selon Mongin 1973 [2], le moteur de base des différents transferts est une
sécrétion de sodium dans le liquide utérine, effectués par les cellules glandulaires.
Cette sécrétion est apportée par le chlore en provenance du plasma sanguin et de
bicarbonate HCO3 qui est produit essentiellement a l'intérieur de la cellule par
hydratation du CO; en présence d’anhydrase carbonique. Une partie du chlore est
directement réabsorbée par les cellules glandulaires pour accompagner les
protons résultant de I'’hydratation du CO,. Le chlore et le sodium atteignant la
lumiére utérine sont finalement réabsorbés par les cellules de I'épithélium dans un
rapport différent de l'unité (Na*® > CI); il en résulte un excés de charges
électriques positives réabsorbées ce qui permet une sécrétion du calcium. Dans le
liquide utérin, la présence de HCO3 et Ca*™ permet la précipitation du carbonate

du calcium sur la coquille suivant une réaction qu’on peut écrit :

NTolo Mt oYL — > CaCO; + H*

2.3.3.5. Qviposition :

La propagation de l'ceuf en formation dans le magnum et listhme est

assurée par une inhibition des muscles lisses postérieurs a I'ceuf jointe a une
importante activité des muscles antérieur. L’activité contractile de I'utérus reprend
nettement lorsque I'ceuf y pénétre : elle assure a I'ceuf un mouvement lent de
rotation autour de son grand axe qui dure pendant toute la durée de la formation
de la coquille. Aprés un plateau de 2 — 3 heures pendant lesquelles s’achéve le
dépdt de la cuticule et la pigmentation, les contractions utérines atteignent un
paroxysme et provoque l'expulsion de I'ceuf dans le vagin puis quelques minutes

plus tard, a I'extérieur.
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CHAPITRE 3

ANTIBIOTHERAPIE EN ELEVAGE DE VOLAILLE

L'importance des maladies infectieuses (affections respiratoires et
digestives) explique la 1 ére place occupée par les antibiotiques ou substances
analogues en thérapeutique aviaire. Les enjeux économiques de I'antibiothérapie
en cas d’échec du traitement, d'un retard du traitement, d’'un traitement mal

conduit ou encore d’accident thérapeutique sont évidents.

Les volailles présentent de nombreuses particularités physiologiques par
rapports aux mammiféres. En effet, malgré la trés grande hétérogénéité entre les
différentes especes aviaires, la physiologie des volailles reste marquée par
'adaptation au vol méme chez les espéces qui ont perdu cette aptitude [3]. Le
tube digestif des volailles est doué d'une trés grande capacité d’absorption qui
permet de couvrir le métabolisme de base élevé de ces especes. Une simple
extrapolation, des schémas posologiques établis chez les mammiféres, ne permet
pas de définir de facon correcte un schéma thérapeutique en pathologie aviaire [4,
5].

3.1. Particularités physiologiques des volailles :

3.1.1. Particularités du systéme digestif :

3.1.1.1. Anatomie :

L’'appareil digestif des volailles présente des caractéristiques originales.
Avec une cavité buccale dépourvue de dents, un cesophage doté d’un diverticule
ayant un réle de réservoir ou jabot, un estomac ou les deux fonctions sécrétoire et

mécanique sont assurées par les deux poches distinctes; le ventricule
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succenturié ou pro-ventricule (estomac glandulaire) et le gésier (estomac
musculaire assurant le broyage des aliments), un intestin gréle court de 165 — 230
cm chez la poule, un gros intestin trés court de 5 — 8 cm correspond a la portion
intestinale comprise entre le débouché des ceecas (20 cm chez le poulet adulte) et

le cloaque ou convergent aussi les voies génitales et urinaires.

3.1.1.2. Physiologie :

Le jabot et lintestin sont les deux organes majeurs intervenant dans
I'absorption des médicaments [5], le pro — ventricule et le gésier jouant un réle

mineur, en raison de la rapidité du transit des aliments a leur niveau.

Le jabot est capable d’absorber des médicaments, mais on pense que cette
fonction est limitée. En raison d’'une activité motrice irréguliere et du temps de
séjour variable (30 min a 6 h) des particules alimentaires et des liquides ingérés,
'absorption n’est pas homogéne. L’accumulation de [laliment dans le jabot
entraine une inhibition de sa motricité, ainsi qu’un ralentissement du péristaltisme
de I'cesophage inférieur. Le vidange du jabot est achevé chez les volailles aprés 3
— 19 h, selon la quantité d’aliments consommée, ce qui peut modifier la
biodisponibilité orale des médicaments. Le jabot peut aussi jouer un rble de
stockage pour les médicaments administrés sous forme de capsule. Le pro —
ventricule peut du fait de la forte acidité a ce niveau, inactiver la pénicilline G et
I'érythromycine [6].

L’intestin est le site principal d’absorption des médicaments a action
systémique. C’est aussi le site d’action de certains médicaments destinés a agir
localement (anti-infectieux, anticoccidiens, antiparasitaires). Pour certains
médicaments, le pH de la lumiere intestinale (compris entre 5,6 et 6,4) et la
présence d’ions divalents constituent des facteurs limitants. De méme, la
microflore saprophyte peut inactiver certains médicaments par transformation

métabolique (hydrolyse, réduction).

Du fait de la faible longueur du tube digestif, le transit intestinal est trés bref,
de 4 a 12 heures selon 'age, la nature et le volume de l'alimentation. En réalité, il
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varie surtout en fonction du débit d’'ingestion, lui-méme étroitement dépendant des
conditions physiologiques (croissance, ponte).

La motricité globale du tube digestif des volailles est caractérisée par une
activité importante et coordonné se propageant dans les deux sens, et ce, a tous
les niveaux. Les mouvements anti — péristaltiques sont fréquents au niveau
duodénal, aboutissant a des reflux duodéno — gastriques régulier (toute les 15 —
20 mn) vers le gésier, voire le jabot. Ce mécanisme de reflux permet I'échange
d’aliments entre le duodénum, le gésier et le pro — ventricule. La motricité recto —
colique est caractérisée par la présence d’'un anti — péristaltisme permanant et
vigoureux a partir du cloaque, ce qui a pour conséquences un drainage de l'urine,
de l'urodeum vers le rectum et le remplissage des caecas [3]. Une réabsorption
d’eau peut avoir lieu, selon les conditions physiologiques.

3.1.2. Particularité du systéme urinaire

La formation de l'urine débute, comme chez les mammiféres par la filtration
glomérulaire, le débit de filtration est évalué a environ 3 ml/Kg/min. L’index de
filtration glomérulaire est deux fois plus faible que chez les mammiféres. Suite a la
filtration, interviennent les mécanismes tubulaires de réabsorption et de sécrétion.
Il semblerait que du fait de la participation des vaisseaux de la partie postérieure
du corps a lirrigation rénale, un médicament injecté dans les muscles d'une
cuisse ou dans les muscles pectoraux n’a pas la méme biodisponibilité [7, 8].
Cependant, il est difficile de conclure si cette différence résulte du systéme rénal
particulier aux oiseaux ou d’une différence de débits sanguins entre les deux sites
d’injections [5].

3.2.Considérations pharmacocinétiques :

Les études de la pharmacocinétique permettent d’établir des schémas
posologiques rationnels pour un effet thérapeutique optimal. Pour agir, un
antibiotique doit se trouver a une concentration adéquate, et pendant un temps
approprié sur le site d’infection. Les posologies et la durée du traitement ont
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souvent été extrapolées a partir des données établies chez les mammiféeres, alors
gu’il est suggéré que le métabolisme des oiseaux, mesuré par la consommation
en oxygene, est plus actif et que la demi-vie plasmatique des médicaments est
souvent plus courte.

Les différences de vitesse d’élimination des médicaments, observées entre
les mammiféres et les oiseaux, résultent essentiellement de différences de poids,
de surface corporels et de voies métaboliques [5]. Le foie est le lieu principal de
déroulement des réactions métaboliques (oxydation, réduction, hydrolyse,
conjugaison,...). |l existe cependant une activitt métabolique intense dans le

duodénum [9].

3.2.1. Mode d’administration des antibiotiques :

Les méthodes du traitement sont le plus souvent collectives; elles ne
nécessitent pas de manipulation d’animaux, alors que les méthodes individuelles
présentent de nombreux inconvénients : codt de main d'ceuvre, temps de

réalisation et stress pour les volailles.

3.2.1.1. Voie orale :

Les présentations orales sont les plus utilisées en thérapeutiques aviaires.
Les traitements sont effectués dans I'eau de boisson ou dans I'aliment.

Le traitement dans I'eau de boisson est généralement retenu en premier
lieu pour I'administration d’antibiotique chez les volailles, la mise en place est
immédiate par utilisation d’'un bac a traitement ou une pompe doseuse, cependant

un certain nombre d’inconvénients peuvent apparaitre :

- certains produits ont une solubilité insuffisante dans I'eau de boisson (les
quinolones).

- certains produits sont instables dans I'eau (la pénicilline, tétracyclines).
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- la présence de certains antibiotiques dans I'eau de boisson entraine une
diminution du volume d’eau ingéré ainsi que la fréquence de la prise d’eau
de boisson.

- la consommation d’eau est variable (en fonction de la température) et
proportionnelles a leur poids, donc il est difficile de controler précisément la
dose ingérée par la volaille.

Le traitement dans l'aliment est un mode d’administration sure et trés
employé chez les volailles. L’aliment médicamenteux est stocké dans le jabot, a
partir duquel se produit une libération lente du produit permettant de limiter les
fluctuations du principe actif dans l'organisme [8]. Un autre avantage, est de
pouvoir administrer des substances peu ou non solubles dans I'eau. Cependant,
un certain nombre de problémes spécifiques se posent : état de vacuité du silo au
moment de la décision thérapeutique, et contraintes lies a 'unité de fabrication ; le
fabricant doit tenir compte de la granulométrie des mélanges et de tout ce qui
contribue a 'homogénéité de la fabrication. Comme pour I'eau de boisson, il faut
tenir compte de la consommation journaliere d’aliment pour déterminer la

posologie.

3.2.1.2. Voie parentérale :

Chez les volailles, sont employées les voies intramusculaires et sous —
cutanées. Les avantages de la voie parentérale consistent en la précision de la
dose administrée et en la rapidité d’action du principe actif injecté. Elle permet
d’utiliser des médicaments trés actifs peu ou pas absorbés par le tractus digestifs
(colistine et aminosides). Cependant ce type du traitement ne permet pas une
persistance de la concentration sérique du principe actif et nécessite d’étre suivi

d’un traitement continu par la voie orale.

3.2.1.3. Inhalation :

Chez la volaille, l'utilisation de linhalation a pour but essentiellement

d’humidifier les voies aériennes et de traiter localement les atteintes respiratoires,
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des concentrations adéquates sont atteintes dans la trachée, mais par contre, les
concentrations pulmonaires dépendent énormément de la dimension des
particules (1 a 2 um). Ce type de traitement n’est utilisé qu’en traitement d’appoint
[10].

3.2.2. Schéma thérapeutique :

Elle comprend la posologie, le rythme d’administration et la durée
d’administration. Des études d’efficacité clinique et de pharmacocinétique chez la
volaille ont permis d’établir des posologies précises adéquates pour les nouvelles
molécules utilisées. Les posologies sont souvent exprimées en quantité de
substances active par litre d’eau de boisson ou par Kg d’aliment. Pour des raisons
d’efficacité et d’évaluation exacte du colt du traitement, il est préférable de
calculer la quantité journaliere a administrer en poids de médicament par apport
au poids total d’animaux a traiter et de connaitre la consommation des oiseaux a

I'aide d’un compteur d’eau, pendant et aprés la fin du traitement.

Le rythme et les durées des administrations sont définis en fonction du mode
du traitement. Lors de la distribution dans I'eau de boisson ou dans l'aliment,
I'absorption du médicament est continue, ce qui est tout a fait favorable a une
bonne efficacité. Il est conseillé de traiter au minimum 3 jours et en moyenne 5
jours et jusqu'a 8 jours pour une administration par l'aliment. Pour la voie
intramusculaire, 1 a 2 injections quotidiennes peuvent étre nécessaire pendant 3 a

5 jours.

3.3. Les antibiotiques utilisés en aviculture :

Les poulettes destinée a la ponte ou a la reproduction recoivent, sous la
forme de programme sanitaire d’élevage avant entrée en ponte, en complément
de vaccins et des traitements antiparasitaires, un certain nombre de traitement
anti-infectieux destinée a prévenir les coccidies et les complications consécutives
aux vaccinations. Les antibactériens sont les plus utilisés suivis par les

antiparasitaires et les additifs. Quelques antibiotiques peuvent étre également
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administrés a la poule pondeuse sous forme d’additif : comme le bacitracine —
Zinc. Leur addition nécessite des mesures |égislatives pour garantir I'absence,
dans les tissus, de résidus susceptibles de présenter un risque pour le

consommateur.

3.3.1. Classification et mode d’action :

Il existe plusieurs systémes de classification des antibiotiques. Le plus
courant prend en compte leur mode d’action sur les agents infectieux : certains
antibiotiques attaquent la paroi ou la membrane cellulaire, alors que d’autres
inhibent la synthése des acides nucléiques et des protéines. La classification
courante des antibiotiques est basée sur leur cible d’action :

3.3.1.1. La paroi :
L'inhibition de la synthése du peptidoglycane ne se manifeste que sur des

bactéries en croissance. L'effet bactéricide dépend des conditions osmotiques
extérieures. Ce sont surtout les bétalactamines ex. : ampicilline, amoxicilline,

pénicilline, céphalosporines.

3.3.1.2. La membrane plasmique :

Les antibiotiques détruisent la membrane comme un détergent; ils sont
donc bactéricides. Ce sont les antibiotiques de nature polypeptidiques qui agissent
sur ce niveau.

- Les suractifs (détergent) : la colistine (polymxine E).

- Les non suractifs : le Bacitracine.

3.3.1.3. Les Ribosomes :

Les ribosomes bactériens (70S) sont suffisamment différents des
ribosomes cytoplasmiques des cellules animales (80S) pour constituer de bonnes
cibles. Les antibiotiques se lient de fagon réversible sur 'un des deux sous unité
empéchant ainsi les différentes étapes de traduction des polypeptides. Comme
ex. :

» Aminosides et apparentées : streptomycine, néomycine, kanamycine

et spectinomycine.
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» Groupe des "m | 8"

» Macrolides : Spiramycine, 'Erythromycine, la Josamycine, la Tylosine.
» Lincosamides : Lincomycine.
» Synergistines : le Virginiamycine
» Tétracyclines
» Antibiotique de 1° génération: la Tétracycline, la
Chlorotétracycline et I'Oxytétracycline.
» Antibiotique de la 2° génération : la Doxycycline.

Les antibiotiques Inhibent la réplication de I'ADN en antagonisant la sous —
unité A de la gyrase (topo isomérase Il). C'est une enzyme impliquée dans le
maintien de la super — hélicité des molécules d’ADN et intervenant dans la
réplication, la réparation, la recombinaison et la transposition de I'ADN. Les
fluoroquinolones agissent aussi sur le topo isomérase IV (en particulier chez
certaines bactéries gram positif). Trés schématiquement, la gyrase est la cible
primaire pour les bactéries gram négatif et le topo isomérase IV est la cible
primaire pour les bactéries gram positif. Ce sont surtout les quinolones ex.: I'acide

oxolinique la fluméquine et les fluoroquinolones : la Norfloxacine, I'enrofloxacine.

3.3.1.5. La synthése de I'acide foligue :

Ce sont des inhibiteurs par compétition de l'acide folique synthétase :
similitude de structure avec le PABA (acide p-aminobenzoique); les cellules
animales ne synthétisent pas I'acide folique.

i.  Les sulfamides : sulfadimidine, sulfadiméthoxine, sulfaquinoxaline.

ii. Le triméthoprime : il est utilisé seul ou associé a un sulfamide.



43

snolg-—¢ B M 000S, SES0(|[SUOW|ES 850|280 aUSII0 apndadiiod
snol G —¢ 11620 sallojeddsal sepeeLw SIS0 |
"BENaNIaJUl SIACUAS "BUSNLIS Xnanajul SpI0IIB
sinol g BB (7 aUloALLIoIYIAIT
ezA00 'sesowse|doafl ‘sanoledidsel seIpeeLw
snolg—¢ BBl 67 all|ahoens |
aso2enisd oo g Jed suonoaul elg|oy
‘sanbiioads uou slusIUs sE)SNUIS sanbiuouyo sallaAlens |
wnol f —o | ByBW ool — 06 | saaoielidsa) saipejew '+ LIRS B SUONISU| | aulaAIRIIE1AKD
aloooo0Aydes
snolg—¢ 140G auladue salllueloeeleg
'saso|jainalsed  'Saso|auoLLES  'aso|Inedo
salnp aanbipul a50p suoneIpul sepediund sanbognuy a|ILLE

2INYN2IAE U 595100 sanbnoignue se| ILUed SaUU0N08|9S senbiagqiuy 7 Nes|ge |




44

EEE a|nu ESIEED
aplals1oe] S10A) sjpaal nsafip snioed JusLuenbiesd 810N 0S0IDAL alnsoD sapndaediod
aplde) Zas55e
sl ala|diod auIsolh |
AU LN anbiseq
anbe1soUe1eg alle[n||aoeul IEETVERN (=TT s(aniosod| SAPI0IIE
CRENENY apIde] :
(9%58) BJIBllg s18/duioou| SUDAWOILAS
ENEENEN ENETERENTT apldel anbiseq alll|afoens |
SMb IE1S0 UG08 (20G) 2RI | 18 2dIEN|[BIelE ala|dLoaul signiosody [ supAaene1ixo seulaAdBIeL
SanbiyoLolg
allBl] | suonaies  sa) apldel aploe
SpllglEY alRULN | SUBp  LIDISNYIPR aamed a|gnjosodi) SUlDIdY | SeUILEDEEIS]
allg|n||gaoelxs
allUallalneqnuy anllsabig anbIwig
UMDY LoneU L3 Lo IngLasic] uondiosey | enbisugpeleD anbnolqnuy 3| ILLEH

[11] seuuonoe|as sanbioignue sep senbisueloRIeD ¢ neajqe |




45

CHAPITRE 4
LES RESIDUS DES ANTIBIOTIQUES

4.1.Origine des résidus des antibiotiques :

Les résidus sont des substances pouvant apparaitre dans les denrées
alimentaires par suite de l'utilisation de médicaments vétérinaires. Il s’agit de
traces indésirables de médicaments ou de dérivés de ceux — ci dans le produit
final. Théoriquement, toutes les voies d’administration des antibiotiques peuvent
mener a I'apparition des résidus dans les denrées alimentaire d’origine animale
comme le lait, la viande et les ceufs. Une étude menée a 'USA, en 1993, sur
toutes les carcasses positives en résidus montre que les antibiotiques
fréquemment causaient des résidus sont la pénicilline a 20%, la streptomycine a
10%, l'oxytétracycline a 10%, la sulfaméthazine a 9%, la tétracycline 4%, la
gentamycine a 4% et la néomycine a 3% [12]. Selon les denrées alimentaires, les
résidus d’antibiotiques sont plus fréquemment rencontrés dans les produits
laitiers, les veaux de boucherie et le porc commercialisé. Les antibiotiques
injectables sont responsables de 46% des infractions enregistrées suivis par les
administrations par la voie orale a 20 % (aliment, eau de boisson et bols) et les
infusions intra mammaire a 7%. Une étude basée sur I'opinion des fermiers a
rapporté que 92% des contaminations d’antibiotiques du lait sont dus a l'usage
des infusions intra mammaire (61% en lactation et 31% hors lactation) pour le
traitement des mammites. Les infusions intra mammaire délivrent une
concentration élevée d’antibiotiques directement dans la glande mammaire, la
majorité de ces produits contiennent des [ lactamines et beaucoup de test de
dépistage sont particulierement sensibles a cette classe d’antibiotique, c’est
pourquoi les B lactamines sont les résidus les plus détecté dans le lait dans
différents pays du monde.
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Les résidus peuvent étre d’origine fécal par le biais des feces d’animaux
traités, qui en contaminant I'alimentation peuvent provoquer des résidus de certain
antibactérien chez les animaux non traité. Le porc sain non traité inclus dans le
box d’un porc traité par la sulfaméthazine entraine des résidus dans l'urine, le rein,
et le diaphragme [13, 14]. Les résidus peuvent aussi apparaitre chez les veaux
nourris avec du lait et/ou du colostrum provenant des vaches traités avec des
antibactériens [15]. La contamination de l'aliment de bétail avec des composés
varies peut se produire, la signification de cette contamination dépend de la

pharmacocinétique du composé et de I'espéce affecté [16].

4.2.Facteurs influencant la présence des résidus :

Plusieurs facteurs ont contribué aux problémes des résidus tels que les
traitements insuffisants ou non — identification des animaux traités. Plusieurs
infractions résultent de l'utilisation incohérente du médicament avec son étiquette,
ceci se produit par le non respect des temps d’attente, la voie d’administration, la
dose indiquée et la fréquence du traitement [17]. Le statu sanitaire de I'animal et le
mode d’administration du médicament influencent potentiellement les résidus ; les
maladies peuvent affecter la pharmacocinétique, le métabolisme, et la présence
d’infection et/ou d’inflammation peut causer 'accumulation du médicament dans

les tissus affecté [18].

4.3. Traitement des résidus des antibiotiques :

La plupart des aliments d'origine animale sont chauffés avant la
consommation. Il n'existe pas d’'une étude de licenciement des médicaments qui
contient les effets des traitements thermiques sur les résidus. Les informations
concernant cette influence sont importantes pour obtenir les meilleures

estimations d’exposition du consommateur aux problemes des résidus [19].

4.3.1. Le traitement enzymatique :

L’utilisation de pénicillinases a été envisagée, mais elle est trés colteuse et
n’est efficace que sur les résidus des pénicillines [20].
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4.3.2. Le traitement thermique :

Le chauffage permet d’éliminer une partie des résidus, mais tous les
antibiotiques n’ont pas la méme thermolabilité et ils ne sont pas tous détruits par
les procédés de diminution de charge microbienne mis en ceuvre dans les
industries (pasteurisation, stérilisation) et dans les différent procédés de
préparation des denrées alimentaire (cuisson). La stabilité des antibiotiques dans
I'aliment a la chaleur de cuisson est déterminée par différentes méthodes. Ceci
inclut le chauffage dans un milieu liquide comme le lait, 'eau, et dans les solides
comme la viande et les différentes saucisses. L’inactivation des résidus dans les
tissus et I'ceuf est étudiée. Le temps et la température du chauffage sont faciles a
contrdler dans les milieux liquides, mais les résultats dans les produits carnés sont
plus indicatifs du processus de la cuisson actuel.

Les tétracyclines sont relativement sensibles a un chauffage doux a une
solution acide, ce qui détruit la structure cyclique des tétracyclines.

Le chauffage ordinaire de la viande (bien cuit) n’a aucune liaison a
I'inactivation des majeurs composants sensibles tels que la pénicilline et la
tétracycline. Plusieurs chauffages ou un chauffage humide prolongé sont
nécessaire pour inactiver la plupart des composés sensibles des résidus [21].

La stabilité de la Benzylpéniciline au chauffage et a la cuisson a été
étudiée dans I'eau (a 100°C et a 65°C), 5% d’éthanol, 5% du bicarbonate de
sodium, pH 55 a 100°C et a la cuisson (huile a 180°C et a 140°C). Le
Benzylpénicilline est stable a 65° mais il est sensible a de hautes températures
avec une demi — vie varie entre 15 et 60 minutes dans les solutions étudiées [22].

La stabilité au chauffage de I'oxytétracycline dans I'eau et I'huile végétale a
été étudiée. Les résultats montrent que I'antibiotique est instable a 100°C avec
une demi — vie de 2 min, mais il est plus stable dans I'huile a 180°C ou la demi-vie
est d’environ 8 min. L'effet de différentes méthodes de la cuisson incluant le
bouillonnement, le rétissage, et la friture sur les résidus de I'oxytétracycline dans
les tissus d’animaux traités a été étudié. Une nette réduction de I'oxytétracycline
de 35 — 94 % est observée, avec une température durant la cuisson ayant I'impact
majeur sur les pertes [23]. Dans la majorité des échantillons des ceufs pochés, la
forme la plus bénigne du
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traitement thermique, les résidus d’oxytétracycline et du chlorotétracycline reste
en haute concentration. Dans tous les cas, le brouillage des ceufs a également
omis de détruire tous les antibiotiques résiduels. L’autoclavage détruits tous les
résidus détectables dans tous les cas [24].

Chez la crevette, les résidus de l'oxytétracycline sont réduits a 50-70%
dans le muscle par les méthodes usuels de la cuisson (bouillonnement, cuisson a
200°C et friture a 180°C), tandis que la réduction des résidus au niveau de la
coquille est de 20 — 30 % seulement. Les résidus de I'acide oxolinique sont réduits
a 20 — 30 % dans le muscle et la coquille par la cuisson. Ce résultat montre que
les méthodes de cuisson peuvent seulement réduire ces résidus chez la crevette
[25].

L'enrofloxacine reste stable pendant 3 heures dans l'eau a une température
de 100°C. Durant la cuisson, les résidus d'enrofloxacine restent stables.
Toutefois, il y a une net diminution de la concentration des quinolones dans les
tissus a cause de la perte par exsudation dans le liquide utilisé pour la cuisson
[26].

La stabilité du sulfaméthazine a la chaleur a été étudie. Le composé est
stable dans I'eau pendant I'ébullition a 100°C. Dans I'huile a 260°C, des pertes
sont observé, indiquant une demi — vie de 5 minutes, et a 180°C le sulfaméthazine
est instable avec une demi-vie d'environ 2 heures. Durant le stockage en
congélation, les résidus de sulfaméthazine sont stables pour un période de 3 mois
[27].

4.3.3. Le peroxyde d’hydrogéne :

Le Hy, Oz a 0.17% baisse le niveau de la pénicilline G de 436 + 15.1 a 6
1.49 ppb en utilisant le traitement d’incubation et de la pasteurisation du lait. La
concentration de 0.34% du peroxyde d’hydrogene est plus efficace a diminuer le
niveau de la pénicilline G a des valeurs inférieurs a la LMR (5ppb) associe au
traitement de pasteurisation, avec ou sans incubation [28].

4.3.4. L'utilisation de bactéries sélectionnées pour leur antibio — résistance :

Dans le processus de fermentation du lait (formation de fromage et de
beurre): 'augmentation de la résistance d’une bactérie a un antibiotique donné, ou
a une autre famille d’antibiotiques donnée, s’accompagne inévitablement de la



49

détérioration d’autres qualités du lait, par ailleurs, cette méthode ne supprime pas

le risque de santé publique posé par les inhibiteurs [20].

La pertinence sur la sécurité alimentaire est incertaine du fait que la nature des
dégradations des produits est inconnue. L’identité de ces produits, et leur toxicité
doit étre établis. L'utilisation des donnés relative a la surveillance des résidus dans
les tissus crus et I'estimation de I'exposition du consommateur doit étre revu sur la

base des effets de différents traitements sur les résidus.

4.4.Prévalence des résidus des antibiotiques dans le monde :

Les résidus des antibiotiques concernent tous les pays du monde. La majorité
des pays, pour combattre les effets néfastes des résidus des médicaments
vétérinaires, ont adoptés des programmes de surveillance permanente réalisés

par des organismes qualifiés.

En 1997, I'Allemagne et la Suisse font savoir que le miel provenant d’Amérique
centrale, en particulier du Mexique, contient de la streptomycine. Lors du congres
APIMONDIA de 1997 a Anvers, on apprend a l'occasion d'une conférence
internationale que les apiculteurs mexicains utilisent un « fortifiant » contenant de
la streptomycine, contaminant ainsi le miel. Des analyses de laboratoires officiels
en 1999 ont démontré que parmi 310 miels étrangers analysés, 107 échantillons,
c’est — a — dire prés d’'un tiers étaient positifs. Parmi les résidus découverts, il
s’agit surtout de streptomycine. On a également découvert des résidus de
tétracyclines et de sulfonamides [29].

Bien que l'usage du chloramphénicol dans la médecine vétérinaire soit
restreint aux animaux de compagnie, des résidus sont trouvés dans des
échantillons d’aliment d’origine animale. Par exemples, les résultats d’analyse
réalisés en Allemagne entre 2000 et 2002 conformément a la directive 96/23/ECC
montre qu’une petite partie (<0.2%) de toutes les échantillons (n>17500) prélevé
des abattoirs et des fermes contient des résidus du chloramphénicol. La
concentration trouvée de 11 échantillons positive de bovins d’engraissement, porc
et poulet s’étend de 0.3 a 3.3 mg/kg avec huit valeurs inférieurs a 1mg/kg [30].
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En Suisse, en 2000, les résultats d'une vaste campagne d'analyses du miel
suisse, menée par les laboratoires cantonaux, montrent que sur plus de 800
échantillons analysés et prélevés dans l'ensemble de la Suisse, des résidus de
sulfamides et d'antibiotiques ont été trouvés dans environ 6% de ces échantillons.
La valeur de tolérance, de 0,05% mg/kg, qui donne lieu a une contestation du
produit, était dépassée dans 2,5% des échantillons [29].

Au Portugal, 90 échantillons de reins de porc collectées d'un abattoir de la
région centre, sont dépistées par des tests microbiologiques et seulement 6
échantillons ne satisfaisaient pas les exigences de la communauté européenne
concernant les LMR. Avec des méthodes de dépistage plus sensible, les résultats
montrent que 36% des reins contiennent des résidus d’antibiotiques [31].

Au Maroc, la contamination du lait par les antibiotiques est importante (en
moyenne 3 échantillons sur 12, soit un taux de contamination de 25 %), en raison
des traitements contre les mammites et de I'absence de contrdle de ce parametre
par les collecteurs du lait [32].

Au Sénégal, dans une étude faite sur le foie et le gésier de poulet de chair,
65% et 36% des produits analysés, respectivement dans les marchés et dans les
exploitations, contenaient des résidus d’antibactériens. Il ressort de cette analyse
que 14% des échantillons contenaient des résidus de tétracyclines, 8% des
résidus de sulfamides, 41% des résidus de Nitrofuranes et 5% du chloramphénicol
(gésiers uniquement). Sur les 37 échantillons analysés, 20 échantillons (soit 54%)
avaient des teneurs en résidus tres largement supérieures aux limites maximales
de résidus (LMR) [33].

Au Canada, au cours d'une période de 108 semaines, dans un abattoir de
Toronto et sur un total de 487 carcasses bovines éprouvées a cette étude, 12
donnérent des résultats positifs ; dans tous les cas, il s'agissait de vaches adultes
[34]. Des échantillons de tissues de 623 porcs suspects d'avoir recus des
traitements d'antibiotiques sont collectés lors des inspections fédérales dans les
abattoirs du Manitoba et soumis a des analyses d'Octobre 1987 a Mars 1988.
Soixante animaux (3%) ont des niveaux de résidus de la chlorotétracycline
détectable (0.10 — 1.38 ppm). Cent trente-huit animaux (22%) ont des niveaux des
résidus de I'oxytétracycline détectable (0.05 — 2.07 ppm) [35].
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En Finlande, dans l'inspection de la viande, 0.13% des échantillons des
reins de bovins contiennent des résidus d’antibiotiques dépistés avec les
méthodes microbiologiques [36].

Au Kenya, sur les 250 prélevements de viande bovine dans les abattoirs,
analysé pour avoir des résidus de tétracyclines, 114 (45.6%) étaient positives. Sur
les 114 échantillons positifs aux résidus des tétracyclines, 60 (24%) sont des
préléevements de foie, 35 (14%) sont des prélévements de rein et 19 (7.6%) sont
des prélevements de muscles [37].

Aux USA, le FSIS (Food Safety and Inspection Service) a analysé 2370
échantillons pour des résidus des antibiotiques. Soixante et une positive non
violatrices, et trente et une violation ont été detecté.les résidus se repartis en 26
pour la néomycine, 4 pour le gentamycine et 1 pour la pénicilline. Sur ces trente et
une violations, vingt quatre était des veaux [38]. Les données du STOP (Swab
Test On Premises) tirées du National Residue Program (NRP) of the Food Safety
and Inspection Service (FSIS), qui est le premier test de dépistage utilisé dans les
abattoirs, indiquent que durant 1983-1998, le taux des carcasses d'animaux avec
des niveaux violatrices a passer de 55.1% a 0.56% [39]. Les résultats de
surveillance de 'USDA de 1997 a 2000 indiquent peu de violations des LMR pour
les antibiotiques détectés au niveau des poulets de chairs. Dans 1997 et 1998,
pas de violations détectées. En 1999 et 2000, seulement 0.2, 0.2 et 0.4% des
échantillons ont des résidus violatrices dans les dindons, poulet de chair et le
poulet adulte respectivement [40].

En France, sur 85 échantillons de miels produits (plan de controle 2000),
aucun ne présentait de résidus de streptomycine et sur 72 échantillons de miels
importés, 4 échantillons présentaient des teneurs comprises entre 10,3 et 16
Mg/kg. Et sur 193 échantillons de miel de production francaise (plan de contréle
2000), 49 échantillons présentaient des teneurs comprises entre 16 et 589 ug/kg
des tétracyclines. Sur 72 échantillons de miel importés, 20 échantillons
présentaient des teneurs comprises entre 15 et 951 ug/kg [41].

En ltalie, en 2006, La présence de CAP (chloramphénicol) a été détectée
dans 83 % des échantillons de la gelée royale a des concentrations comprises
entre 0,6 ug/kg et 28 ug/kg (moyenne 6,1 pg/kg) [42].

Au Vietnam, Le centre des services d’analyses et d’expérimentations de Ho
Chi Minh a conduis une étude de validation de la méthode GC et HPLC-MS pour
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la détection du chloramphénicol ; des échantillons de crevette sont analysés.
Durant les trois premiers trimestres de 2002, 44 échantillons était positive au
chloramphénicol dont les concentrations variaient de 0.4-1.4 mg/kg [43].
L’incidence des échantillons positive du miel de la région sud-est d’Asie fournis au
laboratoire de février 2002 a juin 2002 était de 6% pour les B lactamines, 62%
pour les aminoglycosides, 31% pour les tétracyclines, 45% pour les sulfonamides
et 65% pour le chloramphénicol [44].

Au Nigeria, sur un total de 200 ceufs commercial dépistés pour la présence de
résidus d’antibiotiques, 2 ceufs sont révélées positives ce qui représente 1% [45].

En Algérie, les résidus d’antibiotiques contaminent 50% d’échantillons de
viande blanches, 85% de viandes rouges désossés congelées et environ 9% de
viandes rouges locales [46]. Pour les résidus dans les ceufs, aucune étude n’a été

faite pour le moment.

4.5. Conséquences de la présence des antibiotiqgues dans les denrées

alimentaires :

Les premiéres inquiétudes concernant les résidus d’antibiotiques dans
alimentation ne sont pas exprimées par les consommateurs mais par les
producteurs du lait et ces dérivés, qui découvrirent que le lait contaminé a inhibé
la culture bactérienne utilisé dans les produits du lait fermenté (yaourt,
fromage...). Il y avait certaines inquiétudes sur les risques pour la santé publique
(allergie) mais ils ont regu peu d’attention. Ainsi la pression pour que le contréle et
le dépistage des résidus d’antibiotiques dans [l'alimentation soit obligatoire,
initialement, venaient des industries du lait. C’était dans le milieu des années
soixante, que le public devient plus concerné par les risques sanitaires et
environnementales que présentent les résidus chimiques, des contrbles rigoureux
sur l'utilisation des médicaments antibactérienne dans l'alimentation animale et

des niveaux de tolérance ont été établi [12].
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4.5.1. Les réactions allergiques :

En médecine humaine, lallergie est un effet secondaire reconnu des
antibiotiques et en particuliers des bétalactamines [47]. Une proportion notable de
la population générale a une sensibilité allergique aux antibiotiques (plus de 7 — 10
%), di aux traitements médicaux. Par contre, les cas d’allergie dus aux
antibiotiques provenant d’alimentation sont extrémement rares, basée sur les
preuves clinigue et de laboratoires de réactions immunologiques [48]. Les
antibiotiques sont des molécules étrangeres, mais leur poids moléculaires est trop
petit pour étre immunogéne. Pour gu’ils deviennent immunogénes, ils doivent agir
comme des hapténes, ils fusionnent avec des protéines porteuses entrainant la
formation d’anticorps [18]. L’allergie peut aller d’'une simple éruption a un choc
anaphylactique mortel [47].

L’hypersensibilité pour les résidus est une réponse immunitaire chez les
patients sensibilisés, cette allergie est restreinte aux réactions qui ont des IgE
comme médiateurs [19]. Cependant, compte tenu du trés faible taux de résidus
présents dans [l'organisme, comparés aux concentrations d’antibiotique
administrées lors du traitement ou de prophylaxie, il est trés improbable qu’ils
soient a l'origine d’'une sensibilisation primaire de I'individu [47]. D’autant plus que
lorsque les antibiotiques sont administrés par voie orale, ils subissent des
modifications qui tendent a diminuer leurs pouvoirs allergéne. Les résidus de la
pénicilline en particuliers forment des complexes avec certaines protéines
(albumines) par liaisons covalentes. lls sont alors masqués par la structure
tertiaire de I'albumine et deviennent inaccessible aux anticorps. Il est donc peu
probable que des dérivés significativement immunogénes puissent étre formés
[47,49]. Des techniques tres spécifiques et sensibles sont alors nécessaires pour
les mettre en évidence [49]. Le résidu a grand risque peut étre un métabolite qui
differe par sa structure chimique et par ses propriétés pharmacologiques de la
molécule d’origine administrée. De faible modification de la molécule, comme la
rupture du cycle des B lactamines de la pénicilline, qui se produit in vivo, améne a
un métabolite, ex pénicilloyl, qui perde son activité antibiotique mais possédant un
potentiel allergénique [49]. Des cas d’allergies aux résidus de pénicilline dans les
aliments d’origine animale ont été scientifiguement prouvés, mais ceux — ci restent

extrémement rares (moins de 10 cas signalés dans les 25 ans derniers), méme si
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les résidus de bétalactamines restent souvent incriminés dans les cas d’allergies
alimentaires [47].

Les aminoglycosides, les tétracyclines et les sulfonamides peuvent causer
des réactions allergéniques. Certains macrolides peuvent, dans des cas
exceptionnel, étre responsables des lésions hépatiques causées par une réponse
allergique di a un métabolite modifiant ainsi les cellules hépatiques. Dans un cas,
un choc anaphylactique est causé par des résidus de streptomycine [18].

Le fait de ne pas associe les réactions mineurs (ex. urticaire) avec
I'exposition aux résidus allergenes peut étre la raison des lacunes trouvées dans
le signalement des cas [47]. L’hypothése de I'anaphylaxie induite par les aliments,
associent aux résidus des pénicillines dans la viande, est fortement plausible. Le
phénoméne de libération spontané d’histamine peut étre associe a l'ingestion
fréquentes des résidus de la pénicilline niché dans les repas [50]. Une étude de la
cinétique plasmatique et la formation des résidus chez les jeunes porcs suite a
une action prolongée de la pénicilline qui est utilisé dans les Pays — Bas chez les
porcs atteints d’arthrite montre que dix semaines apres la derniére injection, les
résidus de la pénicilline sont présentes en quantités trés élevés dans les sites

d’injection par rapport aux LMR de la Benzylpénicilline [51].

4.5.2. Les effets toxiques :

La cytotoxicité et la génotoxicité du chloramphénicol et de six métabolites
ont été étudie dans les cellules de la moelle osseuse humains in vitro. Les six
métabolites testé dans I'étude sont : nitroso chloramphénicol, chloramphénicol-
glucoronide, chloramphénicol base (NAPD), et I'hydroxy — amphénicol HAP
(dérivé alcool), di hydro chloramphénicol et nitro — phényle — amino — propane —
dione — chloramphénicol (NPAP-chloramphénicol). L’effet cytotoxique est
démontré par linhibition de lincorporation de la thymidine dans I'ADN. Le
chloramphénicol provoque I'apoptose des cellules a une concentration de 2 — 5
mmol/L ; étudie in vitro en utilisant les cellules rénales du singe et les cellules
précurseurs hématopoiétiques de 'nomme. Le chloramphénicol provoque une
dépression de la moelle osseuse en inhibant la synthése protéique dans la
mitochondrie des cellules de la moelle osseuse [30]. Les résultats suggérent que
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le chloramphénicol sous sa forme hydrophobe, a la capacité de diffuser dans la
bicouche lipidique de la membrane plasmique et donc de causer l'effet toxique.
Les auteurs postulent que cet effet peut expliquer la toxicité aigue du
chloramphénicol dans les tissus énervés, comme le myocarde, et peut entrainer
un collapsus cardiovasculaire chez les nouveau-nés ou « Grey baby syndrome »
[52]. L'effet génotoxiques est évalué par linduction de la cassure de I'ADN
monobrin. On a suggéré que l'anémie aplasique et la leucémie causée par le
chloramphénicol sont lies a I'endommagement d’ADN causé par le nitroso-
chloramphénicol ; produit de réduction des groupes para-nitro du chloramphénicol
[30].

Les Nitrofuranes sont soupconnés de foeto-toxicité (carcinogene et
mutagene), ils ont été étudiés par des tests génotoxiques.

Certains sulfamides sont foeto-toxiques a forte dose. Ces molécules
passent dans le lait maternel, et sont toxiques pour les nourrissons de moins d’un
mois. Les sulfonamides ont été utilisés largement dans I'alimentation animale,
mais ils se sont révélés carcinogene, mutagéne et toxique pour la tyroide, ce qui
rend leur utilisation diminué avec des délais d’attente long, et une surveillance

rigoureuse de leurs résidus.

Les risques des malformations congénitales apres une thérapie a
I'érythromycine sont augmentés et cela est di a un effet sur les malformations
cardiovasculaires et les sténoses pyloriques constatées aprés une exposition au
début de la grossesse chez 'homme. Beaucoup d'explications sont discutés, la
plus probable est que I'érythromycine inhibe un canal cardiaque spécifique qui
semble jouer un role important dans la régulation des rythmes cardiaques chez les
embrayons [53].

Des doses élevées de résidus des tétracyclines peuvent réversiblement
retarder la croissance du squelette et irréversiblement décolorer les dents des
enfants de moins de 08 ans juste apres leur déposition au niveau des os et des

dents [19].
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4.5.3. Impacts sur I'industrie agro-alimentaire :

4.5.3.1. Impacts Technologiques :

Dans les industries laitieres, les résidus antimicrobiens ont des
conseéquences néfastes sur la transformation du lait en produits laitiers,
notamment sur la fabrication de fromages et de beurres. Elles résultent
essentiellement de l'inhibition totale ou partielle des phénoménes fermentaires
d’origine bactériennes. Ainsi, toutes les étapes de la transformation du lait en
fromage peuvent étre perturbées : il y a un défaut de coagulation du lait ; le caillé
ressort de mauvaise qualité, une insuffisance de I'égouttage et le rendement de
fabrication est diminué ; il y a une mauvaise maturation du fromage (consistance,
couleur, odeur, go(t modifiés) ainsi qu’une prolifération anarchique des bactéries
coliformes insensibles aux antibiotiques et dont la multiplication n’est plus inhibée
par les ferments lactiques. Concernant la fabrication du beurre, il y a une
mauvaise acidification, une diminution du développement des germes d’arbme
d'ou pertes de golt et darébme, ainsi qu’'une diminution du rendement de
fabrication. Pour ces productions, les manifestations dus aux inhibiteurs sont
diverses mais toutes ciblées sur les phénomeénes liés aux bactéries et aux
ferments lactiques. Ces conséquences technologiques dépendent essentiellement
de la dose résiduelle d’inhibiteurs dans le lait collecté et la sensibilité des germes
lactiques utilisés aux antibiotiques. D’autres industries alimentaires sont influées
par la contamination d’antibiotiques. Les résidus dans la viande causent
énormément de perte dans le domaine des saucisses fermentées [44].

4.5.3.2. Impacts Economiques :

Les pertes subies, chaque année, par les industries laitieres sont estimées
a des centaines de millions de dollars. A cause de la présence de résidus
inhibiteurs dans le lait, c’est environ 0,5% de la production annuelle francaise qui
est perdue, impropre a la transformation et a la consommation. En laiterie, une
citerne contaminée par des résidus d’antibiotiques (soit jusqu’a 25 000 litres de

lait) entraine un manque a gagner correspondant a environ 11 450 euros, soit la
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valeur des produits finis (environ 0,46 euros par litre de lait transformé, compte
tenu du paiement du lait, des frais de collecte et de transformation). Le lait
impropre est alors dirigé vers les industries qui en font un usage non alimentaire,
vendu environ 0,15 euros par litre : la laiterie perd donc 7750 euros par citerne
contaminée. Depuis le 1er janvier 2003, cette pénalité est ramenée a 10 euros
pour 1000 litres de lait pour les producteurs adhérents a la Charte des Bonnes
Pratiques en Elevage Laitier [54].

4.5.4. La résistance aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques est un risque sanitaire bien documenté dans
le monde entier, les organisations de santé ont donné la priorité pour son étude.

Le facteur le plus important dans la sélection de bactéries résistantes est
généralement admis comme étant 'usage d’antibiotique, et en général, il y a une
relation étroite entre la quantité des antibiotiques utilisée et le degré du
développement de résistance [55]. Les bactéries sont résistantes aux antibiotiques
soit naturellement soit par un mécanisme acquis. La résistance naturelle est le
plus souvent le fait d'une imperméabilité de la bactérie a l'antibiotigue ou a
I'absence de cible sur laquelle l'antibiotique peut interagir. Par contre, les
mécanismes acquis de résistance sont nettement plus nombreux : diminution de
perméabilité, modification de la cible, production d'enzymes inactivant
I'antibiotique, multiplication des cibles, mécanisme d'efflux, et by — pass de |'étape
métabolique ciblée par I'antibiotique [56].

Des études in vivo sur des modéles d’animaux visant a évaluer les effets de
doses thérapeutiques et de résidus de tétracycline sur la flore intestinale humaine
ont mis en évidence les modifications engendrées sur la flore intestinale. Il y a
effectivement eu une sélection de bactéries résistantes a la tétracycline, ainsi
gu’un effet sur les populations fécales aérobies et anaérobies, sans compter les
modifications de certains parametres métaboliques de la microflore. Par contre, la
barriére contre les salmonelles exogénes a été maintenue [57].

L’utilisation des fluoroquinolones chez les animaux destinés a I'alimentation
avait provoqué l'apparition de Campylobacter et de salmonelles résistantes a la
fluoroquinolone et une sensibilité réduite aux fluoroquinolones. Les
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renseignements sur l'incidence de cette résistance sur la santé humaine étaient
pour linstant peu nombreux mais on ne pouvait écarter des répercussions
possibles si celle — ci venait a augmenter et a se généraliser. [58].

Au Danemark, en 2004, la résistance d’E. Coli aux antibiotiques est de 44%
et 11% pour les tétracyclines, 21% et 5% pour le triméthoprime, 3% et 13% pour
I'acide nalidixique respectivement chez le porc et le poulet [59].

Au Pays Bas, en 2003, la résistance d’E. Coli aux antibiotiques est de70%
et 60% pour les tétracyclines, 44% et 46% pour le triméthoprime, 0% et 35% pour
le Fluméquine chez le porc et le poulet respectivement [59].

En France, pour les souches de Salmonella typhimurium isolées de
pathologies bovines, les taux trés élevés de souches résistantes a I'ampicilline (93
% vs 88 %) et a l'association amoxicilline-acide clavulanique (55 % vs 47 %)
diminuent entre 1999 et 2000. Le pourcentage de souches sensibles a I'acide
nalidixique s’accroit entre les deux années (69 % vs 78 %), et aucune souche,
intermédiaire ou résistante a I'enrofloxacine n’est mise en évidence. Les taux de
résistance sont stables pour les autres antibiotiques. Les autres sérotypes de
salmonelles isolés des bovins sont moins résistants que typhimurium [60].

En 2000, la résistance d’E. Coli aux antibiotiques est de 88%, 85% pour les
tétracyclines, 50%, 51% pour le triméthoprime et 3%, 28% pour I'acide nalidixique
chez le porc et le poulet respectivement [59].

En Belgique, et en 1997, la résistance des salmonelles chez le poulet est
de : 36% pour 'ampicilline, 12% pour le spectinomycine, 36% pour la tétracycline,
27% pour I'acide nalidixique et 17% pour le chloramphénicol. S.Enteritidis est-
dans I'ensemble-sensible (90%), tandis que 22% des especes de S.Typhimurium
sont sensible avec 70% des isolats partagent le profile de résistance ASTC. Prés
de 80% des especes S.Hadar sont résistantes a l'acide nalidixique. Une
augmentation significatif dans le nombre des espéces de S.Typhimurium isolés
contenant le profile de résistance ASTC est observé de 4.1% en 1992, a 23% en
1994 et a 38% en 1996. En 1997 aucune résistance dans les isolats de
S. Typhimurium n’est notée pour I'enrofloxacine et I'acide nalidixique [61]. Chez les
bovins, la résistance des salmonelles est de : 46% pour 'ampicilline, 65% pour le
spectinomycine, 73% pour la tétracycline et de 12% pour l'acide nalidixique.
Aucune résistance n’est notée pour I'enrofloxacine dans les isolats de bovins.
Toutes les espéces de S.Enteritidis sont sensibles tandis que les especes de
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S.Dublin sont résistantes a la spectinomycine (81%) et a I'acide nalidixique (24%)
[61].

Au Portugal, dans des échantillons tirés des porcs abattus dans un abattoir,
la majorité des échantillons fécaux montrent un pourcentage élevé d’E. Coli
résistant aux sulfonamides et tétracyclines, 88%, 85% respectivement. Ces
données soulévent des questions importantes sur la pertinence de la détection
des résidus des antibiotiques comme seul moyen d’établir la qualité et la sécurité

pour les consommateurs des produits issues d’animaux de rente [31].
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4.6.Fixation des limites maximales des résidus et détermination des délais
d’attente :

Des limites de sécurité sont établies pour les résidus des antibiotiques dans
'alimentation sous la forme des tolérances ou les limites maximales des résidus
(LMR).

La notion de limites maximales des résidus est définie par la combinaison
des données de trois sources différentes : les études de toxicité chez les animaux
de laboratoire, la diffusion tissulaire des médicaments vétérinaires chez les
animaux de rentes, et les habitudes du consommateur [62]. Notons ici que le
terme tolérance est utilisé en U.S alors que le terme LMR est utilisé au Canada et
'E.U mais les deux termes ont la méme signification. En Algérie, nous n’avons
trouvé aucune législation concernant la fixation des tolérances ou les LMR pour
les différentes denrées alimentaires d’origine animale. Les LMR concernent les
composés et leurs métabolites, ils sont exprimés en particule par million (ppm) ou
par milliard (ppb). Le calcul des LMR d'un composé est basé sur la dose
journaliere admissible (DJA) de celui-ci. La DJA est une estimation faite par le
JECFA de la quantité de médicaments vétérinaires, exprimée sur la base du poids
corporel, pouvant étre absorbée quotidiennement pendant toute une vie d'un
individu de 60 Kg sans présenter de risque appréciable pour la santé.

Au niveau international, l'organisation chargée du controle des résidus
utilise les normes de la commission Codex alimentarius, dont les lignes directrices
sont mises en place par the Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in
Food (CCRVDF) basé sur l'avis scientifigues du comité commune FAO/OMS
d’expert sur les additifs alimentaires (JECFA).

Tableau 2 : Les limites maximales de résidus des antibiotiques sélectionnés en
accord avec le rapport de la Commission du Codex Alimentarius [63]

Antibiotiques limites maximales des résidus
d’antibiotiques dans les ceufs (ug/kg)
Oxytétracycline 400
Erythromycine 50
Tylosine 300
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Ampicilline -
Colistine 300"
Tétracycline 400

* 1 ou 6000 Ul/kg.

La détermination du temps d’attente résulte de la comparaison des
concentrations résiduelles présentes dans I'organisme aux limites maximales de
résidus.

Cela exige des études pharmacocinétiques. Elles ont pour but de déterminer
I'évolution dans le temps du principe actif et de ses métabolites dans les
principaux tissus. Le temps d’attente correspond au moment aprés la derniére
administration ou les concentrations résiduelles deviennent inférieures aux limites
maximales définies pour chaque aliment (viande, lait,...) et pour 99% de la
population d’animaux testés. Le délai d’attente est d’'une autre fagon ; la période
minimale entre le dernier traitement recommandé et le moment d’abattage
(viande) ou de collection pour utilisation comme aliment (ceuf et lait).

Ce temps d’attente est défini par le laboratoire et validé par I'administration
pour des indications précises et pour un protocole thérapeutique (dose, durée
d’administration). L’établissement des délais d’attente approprié garanti que le
tissu consommable est intact et ne présente aucun résidu nuisible aprés utilisation

de la substance thérapeutique.

Concentration du
médicament dans les
tissus (en ppm)



Figure 4 : Détermination du délai d'attente.
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CHAPITRE 5
RECHERCHE EXPERIMENTALE

5.1. Objectif des travaux :

L’objectif de ces travaux était d’avoir une vue générale sur le processus
d’élimination des antibiotiques par I'ceuf, leur vitesse d’élimination et la sélectivité
du transfert vers le vitellus ou lalbumen afin d’en déduire une politique

réglementaire pour garantir la sécurité alimentaire du consommateur.

5.2. Conditions d’élevage des poules pondeuses :

Les animaux de cette étude proviennent de I'exploitation d’élevage de
poules pondeuses AVI CHEGGA de Chlef, ils ont été transportés vers le
laboratoire vétérinaire régional de DRAA BEN KHEDDA ou sont effectués les
travaux de cette recherche durant la période de Février — Juillet 2009.

25 poules pondeuses de race « Isabrown » de méme age (52 semaines) et
d’'un poids moyen de 2,1 kg sont élevées dans des lots (au nombre de 5 sujets par
lot), dont un lot sert comme témoin. La température ambiante dans I'animalerie, ou
sont logés les animaux, était constante (20°C), et la durée d’éclairement était de
14 h. Les poules recevaient de l'aliment ponte complet haute énergie (2900

kcal’kg), exempt d’antibiotiques et de I'eau propre ad libitum.

5.3. Traitement :

Nous avons utilisé dans cette étude six antibiotiques majeurs utilisés en
thérapeutique chez la poule pondeuse, avec deux voies d’administration (Per Os

et intramusculaire). L’administration des antibiotiques est effectuée en deux
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étapes (essai). Dans chaque essai, chaque lot recevait un seul traitement, sauf le
lot témoin qui ne recevait aucun antibiotique pendant toute la durée de
'expérimentation. Deux antibiotigues sont administrés par les deux voies;
intramusculaire et orale (oxytétracycline, colistine), tandis que la voie orale était
préconisée pour le reste des antibiotiques.

Avant de commencer les expérimentations, une période de 15 jours était
jugé nécessaire a l'adaptation et a l'acclimation des poules a de nouvelles
conditions d’élevage, et encore, elle était nécessaire a contrdler la production
journaliere des différents lots, et y remédier si y aura une hétérogénéité entre les
différents lots (voir appendices). En plus, entre Les deux essais, une période de
un mois était maintenue (temps de latence), pendant laquelle les poules ne
recevaient aucun traitement. Le déroulement de I'étude dans le temps est

récapitulé dans le tableau (5).

5.3.1. Modalités d’administration :

La voie orale est systématiguement retenue, puisque c’est la voie
généralement utilisée dans les élevages de volailles. Cependant pour quelques
molécules, nous avons aussi retenu la voie intramusculaire (injection au niveau du

muscle pectoral) pour les raisons suivantes :

e comparer les deux voies d’administration ;
e ctudier le transfert dans les ceufs des antibiotiques non absorbés par le
tractus gastro-intestinal (polypeptides).

5.3.2. Posologie :

Les posologies retenues ont été celles couramment utilisées chez la poule
pondeuse. Un des inconvénients de la voie orale provient de la difficulté a
contrdler effectivement la dose ingérée par chaque poule, une administration par
une sonde cesophagienne a été efficace dans le controle de la dose ingérée. Pour
la voie intramusculaire, les injections ont été réalisées au niveau du bréchet

(muscle pectoral). Pour les antibiotiques, ou la posologie était en (g/l), nous avons
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calculé la dose journaliere équivalente a une consommation moyenne de 250 ml

d’eau par poule pondeuse.

La teneur des antibiotiques est exprimée en masse, exception faite pour la
colistine qui est exprimée en unité internationale en se référant aux références

officielles (OMS). Les différentes posologies sont citées dans le tableau (6).

5.3.3. Temps d’administration :

Tous les traitements ont débuté apres la fin de travail au niveau du

laboratoire, entre 16 et 18 h.

5.3.4. Temps de prélévement :

Les ceufs ont été collectés chaque jour vers 9 h puisque la majorité des
ceufs sont pondus le matin, jusqu'a ce que tous les ceufs ne contiennent plus de
résidus décelables. Les ceufs sont prélevés, a raison de 3 ceufs (choisies au
hasard) par lot d’animaux. Apres la pesée, une désinfection de la coquille a l'aide
de I'eau de javel est nécessaire, suivie d’'un séchage a 'aide du papier hygiénique,

avant la séparation de I'aloumen et du vitellus.
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Tableau 3: Posologie d'antibiotiques administrés aux poules pondeuses

Antibiotiques Voie L Durée de
o _ o . Dose administrée .
(principe actif) d’administration traitement
Oxytétracycline 100 mg/kg de ,
Orale . . 5 jours
poids vif
. . 30 mg/kg de poids _
intramusculaire _ 3 jours
vif
Ampicilline Orale 1,5 g/l 5 jours
Colistine 75000Ul/kg de _
Orale . . 5 jours
poids vif
_ 50000 Ul/kg de Une seule
Intramusculaire S L
poids vif. injection.
Erythromycine 20 mg/kg de poids ,
Orale _ 5 jours
vif
Tylosine Orale 0,5 g/l 5 jours
Tétracycline 50 mg/kg de poids .
Orale 5 jours

vif




68

5.4. Analyse :

Le dosage des résidus de différents antibiotiques est effectué par la
méthode microbiologique de diffusion en gélose, méthode préconisée par la F.A.O
- O.M.S [64], par Katz et Fassbender. (1972) [65], Katz et coll. (1974) [66], et par
Archimbault et al. (1978) [67]. Le tableau (8) rassemble, pour chaque antibiotique
les conditions de dosage et les limites de quantifications atteintes par cette
méthode dans I'albumen et le vitellus.

Aprés ensemencement d’'un milieu gélosé par une suspension de spores ou
de formes végétatives, des cylindres en aciers (8 mm de diametre) sont déposés
sur la gélose (diamétre 8mm) et sont remplis avec 200ul de solutions a analyser.
Les boites de pétri sont mises pour incubation pendant une durée et a une
température en fonction de la souche utilisée. Durant l'incubation, I'antibiotique
diffuse dans la gélose en fonction de sa concentration et empéche le
développement des bactéries. Cela se traduit par la présence de zones d’inhibition
autour des cylindres. Le diameétre de ces zones d’inhibition est mesuré a l'aide
d’'un pied a coulisse numérique et comparé a une gamme étalon représentant le

diameétre en fonction de Log [concentration].

5.4.1. Préparation des échantillons :

L’albumen et le vitellus de chaque ceuf sont pesés, ils seront analysés
séparément apres dilution au 1/3 dans un tampon phosphate approprié au résidu
recherché et homogénéisation a I'aide d’'un mini agitateur. Les pH obtenus aprés
dilution dans les tampons phosphate sont regroupés dans le tableau (7) :

Tableau 4 : Valeurs du pH de I'albumen et du vitellus aprés dilution dans un
tampon phosphate

Tampon phosphate

Matrice

pH 4.5 pH 6 pH 8

Albumen (pH 7.9) 6,4 6,6 8,4

Vitellus (pH6.4) 5,9 6,2 7.6
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L’alboumen subit un traitement thermique au bain marie, tandis que le
vitellus est centrifugé. Ces actions sont justifies, comme indiqué dans les
chapitres antérieurs que I'albumen contient des substances inhibitrices (lysozyme,
ovotransferrine,....) qui peuvent agir sur les bactéries utilisées comme souches —
test dans cette méthode. Il est donc nécessaire de procéder a une dénaturation de
ces substances qui ont la propriété d’étre thermolabile. L’inactivation thermique du
lysozyme dépend de I'intensité du traitement mais également du pH de la solution,
thermosensible a un pH alcalin, elle devient plus résistante a pH acide. Un
traitement thermique de 65 — 75°C pendant 15 a 20 min de I'albumen dilué au tiers
dans un tampon approprié avant dép6t sur le milieu gélosé, a été nécessaire.

Pour le vitellus, une centrifugation du mélange vitellus-tampon a été
nécessaire. En utilisant le surnageant, les lipoprotéines sont éloignées, ce qui
augmente la sensibilité des échantillons et 'amélioration de la quantification des
antibiotiques. Tous les détails de ces traitements sont notés dans le tableau (8),
pour la composition des différents tampons, voir  appendices.
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5.4.2. Préparation des boites de Pétri

5.4.2.1. Les souches — test utilisées :

Dans ces différentes expérimentations, les souches test utilisées sont:
Micrococcus Iluteus ATCC 9341 et Bacillus subtilis BGA spores (suspension
commerciale de Merck).

5.4.2.2. Préparation des milieux et des souches — test :

5.4.2.2.1. Préparation des milieux de culture :

Les milieux de culture sont pesés par une balance analytique de précision,
additionnés a la quantité nécessaire avec de 'eau distillée, une ébullition au bain
marie a 100°C a été nécessaire jusqu'a la liquéfaction totale. Un ajustement du pH
par addition d’'un acide (HCL) ou d’une base (NaOH) est exigé avec une tolérance
de +0.2. Aprés une stérilisation a 121°C pendant 15 mn, on les mets dans des
flacons de 250 ml pour utilisation ultérieure.

5.4.2.2.2. Préparation des différentes souches — test :

On ensemence les souches pures de Micrococcus luteus ATCC 9341 et
Bacillus subtilis BGA dans un bouillon B.H.1.B, puis on les met dans [|'étuve pour

incubation pendant 18 — 24 h a une température adéquate (30°C).

5.4.2.2.3. Entretien des souches de référence :

1- Ensemencer le milieu de culture N°11 (Antibiotic Medium 11, Difco™) en
tubes inclinés, par une culture de Micrococcus Iluteus ATCC 9341 ou
Bacillus subtillis BGA dans un bouillon B.H.I.B.

2- Incuber pendant vingt — quatre heures a 30 °C,

3- Conserver au réfrigérateur a 4 °C environ et renouveler I'ensemencement

tous les quinze jours.

5.4.2.2.4. Réutilisation des souches de référence :

1- Récolter les germes a partir d'un tube de gélose de préparation récente a
I'aide de 2 a 3 ml de solution de chlorure de sodium a 0,8%.
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2- Ensemencer a partir de cette suspension, le milieu de culture N°11
(Antibiotic Medium 11, Difco™) dans une fiole jaugée de 250 ml et incuber
pendant dix — huit a vingt quatre heures a 30 °C.

3- Récolter, par lavage, les germes dans 25 ml de solution de chlorure de
sodium 0,8% et homogénéiser.

4- Diluer la suspension a 1/10 a l'aide de la solution de chlorure de sodium. La
transmission lumineuse de la suspension, mesurée a 650 nm sous une
épaisseur de 1 cm par comparaison avec la solution de chlorure de sodium
0,8%, doit étre de 75 % environ. Cette suspension est utilisée comme
suspension mere, elle peut étre conservée pendant une semaine a 4 °C

environ.

Les souches sont maintenant prétes a étre utilisées pour les dilutions. A partir de
la suspension récoltée, on fait une série de dilutions ; pour chercher la quantité de
spores ou de cellules végétatives idéales permettant d'obtenir pour les différentes
concentrations en antibiotiques des zones d'inhibitions aussi étendues et nettes
que possible (entre 10° et 10® ufc/ml). Les boites de Pétri sont ensemencées, par
la méthode d’ensemencement en masse; ajouter 1 ml de la suspension
bactérienne choisi a 14 ml de gélose liquéfiée dans chaque boite de pétri (la
gélose est liquéfiée dans un bain marie a une température de 45 — 50°C). Bien
agiter les boites de Pétri pour avoir une culture étendue sur toute la boite.

Aprés solidification de la gélose, les boites de Pétri sont prétes a étre
creusées par un emport piece, 4 cuvettes par boite (8 mm de diamétre) sont
déposés, ils doivent par la suite contenir une goutte d'agar pour ne pas laisser la
solution diffuser sous la gélose et seront remplis avec 200ul des solutions a
analyser (albumen, vitellus). Les boites de Pétri peuvent étre stockées au

réfrigérateur pour une utilisation ultérieure.

Au moment de I'analyse, les cuvettes de chaque boite de pétri sont remplies
avec 200 pl de solutions d’albumen ou de vitellus, trois cuvettes sont destinées

aux échantillons a analyser et une cuvette pour le control.
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5.4.3. Dosage des résidus

Deux gammes étalons ont été réalisées en ajoutant a I'albumen témoin et au
vitellus témoin 1 ml de solution croissante en antibiotiques (prises d’essais de 10 g
pour chaque matrice). Apres dilution au 1/3 par ajout de 19 ml de tampon
phosphate au pH approprié pour chaque antibiotique et homogénéisation, on
obtient les concentrations finales qui correspondent aux différents points de la
gamme étalon. Ces solutions ont subi les mémes traitements que les échantillons

(le traitement thermique pour I'aloumen et la centrifugation pour le vitellus).

Les antibiotiques utilisés pour effectuer les gammes étalons sont des
antibiotiques de référence et correspondent aux antibiotigues administrés aux
poules pondeuses ; l'oxytétracycline dihydrate (Sigma, 04636), I'ampicilline
sodique (Sigma, A0166), le sulfate de la colistine (Sigma, C4461), tétracycline
hydrochloride (Sigma, T7660), I'érythromycine (Sigma, E5389), et la tylosine
tartrate (Sigma, T6134). lls ont été préparés en solution selon les
recommandations des différentes pharmacopées internationales. Les
concentrations relatives aux différents points des gammes étalons des différents
antibiotiques, ont été choisies selon Roudaut et al, (68) (69) (70) pour
'oxytétracycline, les tétracyclines et I'ampicilline, et en se référant a la limite
maximale des résidus dans les ceufs pour les autres antibiotiques restants (LMR /
4, LMR /2, LMR, LMR x 2, LMR x 4,....etc.).

On a pu réaliser des courbes étalons : le diamétre de zones d’inhibitions en
fonction de log [concentration] pour chaque antibiotique dans I'albumen et dans le
vitellus, en utilisant Microsoft office Excel 2007. La fonction F(x) de la courbe
étalon de régression est choisie, parmi les différentes fonctions connues, selon le
coefficient de détermination R? le plus élevé, pour avoir plus de certitude (Figures
5-16).
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Figure 5: Courbe étalon de I'oxytétracycline dans l'aloumen
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Figure 6 : Courbe étalon de I'Oxytétracycline dans le vitellus
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Figure 8 : Courbe étalon de I'Erythromycine dans le vitellus
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Figure 9 : Courbe étalon de I'Ampicilline dans I'albumen.
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Figure 10 : Courbe étalon de I'Ampicilline dans le vitellus.

76



Diamétre (mm)

20,00
18,00 =
16,00 fl
14,00 i
1200 /s pogmp LT
10,00 7/ RZ=0,999
8,00 Colistine
6,00 Log. (Colistine)
4,00
2,00
0,00 : : : : ,
0] 5 10 15 20 25

Concntration (ug/g)

Figure 11 : Courbe étalon de la colistine dans I'albumen.
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Figure 12 : Courbe étalon de la colistine dans le vitellus.
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Figure 15 : Courbe étalon de la tétracycline dans I'albumen.
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Figure 16 : Courbe étalon de la tétracycline dans le vitellus.
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CHAPITRE 6

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats sont exprimés en mm pour les zones d’inhibition et en ug/g
pour les concentrations des résidus de différents antibiotiques, exception faite
pour la colistine en Ul/g. Pour chaque antibiotique et pour chaque mode
d’administration, deux tableaux représentant les résultats bruts et les
concentrations trouvées, et un graphe montrant la cinétique de I'élimination des
antibiotiques dans I'albumen, le vitellus et I'ceuf entier en fonction du temps sont
congu. La discussion est faite pour chaque antibiotique séparément.

Les résultats bruts sont traités, en utilisant la gamme étalon afin de
déterminer la concentration dans chaque échantillon. Des moyennes ont été
enregistrées durant chaque jour pendant le traitement et aprés l'arrét du traitement
avec leur écart — type (un modéle de calcul est présenté en p. 81). Dans le cas ou
il N’y a pas de mesure de zone d’inhibition, la valeur 0 est attribuée a I'échantillon
concerné pour calculer la concentration moyenne. Les résidus dans I'ceuf entier
ont été calculés en tenant compte du poids respectif de I'albumen et du vitellus. Il
faut prendre en considération les limites de quantifications (LOQ) ; Les résultats
inférieurs aux LOQ ne seront pas pris en compte. Les LOQs représentent les
concentrations en antibiotiques qui ont engendré des zones d’inhibition de 9mm
de diamétre.

2.4.Le contrdle :

Durant I'expérimentation, les ceufs du lot témoin servent comme « contrdle »

de l'activité inhibitrice du lysozyme dans I'albumen. Dans le vitellus, c’est surtout
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pour confirmer I'absence des résidus d’antibiotiques. Ainsi, ils ont été utilisés pour
faire les gammes étalons pour les différents antibiotiques.

Aucune zone d’inhibition n’a été décelée dans les échantillons « controle »

durant tous I'expérimentation, ni pour I'albumen ni pour le vitellus.

Cela est du au traitement thermique bien appliqué sur lalbumen, et a
'absence des résidus d’antibiotique dans les ceufs du contréle, car ils sont
prélevés du lot témoin qui ne recevait aucun traitement durant toute la durée de

'expérimentation.

2.4. Oxytétracycline :

2.4.1. Résultats obtenus aprés administration orale :

Dans le tableau (9), les résultats bruts sont montrés, pour chaque échantillon
et pour chaque jour pendant le traitement et aprés l'arrét du traitement par
'oxytétracycline administré oralement pendant 5 jours a la dose de 100 mg/kg de
poids vif. Les échantillons sont mesurés quotidiennement jusqu'a I'é€limination

totale des résidus.

Les résidus de l'oxytétracycline apparaissent précocement dans I'aloumen
dés le 1° jour du traitement (figure 18) mais elles n'apparaissent que tardivement

dans le vitellus (un jour de retard).

Les concentrations maximales sont atteintes au 3°™ jour du traitement pour
I'aloumen et au 1°" jour apres la fin du traitement pour le vitellus et décroissent
rapidement dans les jours qui suivent. La concentration maximale obtenue est de

0,25 ug/g pour lI'albumen et de 0,48 pg/g pour le vitellus (tableau 10).

La durée d’élimination de I'oxytétracycline est de 6 jours dans I'albumen et de

5 jours dans le vitellus.

Pour I'ceuf entier, la concentration d’oxytétracycline éliminée est calculée en

tenant compte du poids respectif de I'albumen et du vitellus.



Modele de calcul des concentrations moyennes obtenues.

Exemple : les résultats bruts de I'oxytétracycline administré par voie orale a la
dose de 100 mg/kg, obtenus au 6 °™ jour aprés I'arrét du traitement.

(X)
(Y) 6
6 ]
Vit. |
Ech.1 Alb 11,41 0,34
N Vit.
5 | Ech.2 Al'b 10,90 0,31
o) . : 11,15 015
t.
Ech.3 : 10,66 0,3
Alb ND . .
_V — Depuis les diamétres (Y), 0
Ech.1 Al 190,7235 on calcule les 0.29
’ concentrations (X) en 0.09
o~ Vit. ND . . . ;
s | Ech.2 utilisant les équations des 0
g Alb. 9,80 courbes étalons "2
Ech3 9,35 2.09
e Alb. 10,65 0.25
I ——— — 0,12
Ech.1 AL 11,41 ’
' Alb. 10,42 0,34
™ Vit.
S | Ech2 ND 0,11
g Alb. ND 0
Vit.
Ech.3 10,02 0
Alb. 10,02 0,28
0,1

Equation de la courbe étalon de I'oxytétracycline dans I'albumen : y = 2,683In(x) + 16,32
Equation de la courbe étalon de I'oxytétracycline dans le vitellus : y = 6,838In(x) + 18,82

2-
Calcul de la moyenne des concentrations dans le Vitellus :

CEuf 1 : (Ech1+Ech2+Ech3)/3 = (0.34 + 0.31 + 0.3)/3 = 0,317

CEuf 2 : (Ech1+Ech2+Ech3)/3 = (0.29 + 0 + 0.25)/3 = 0,180

CEuf 3 : (Ech1+Ech2+Ech3)/3= (0.34 + 0 + 0.28)/3 = 0,20



Calcul de la moyenne des concentrations dans l'albumen :

Oeuf 1 : (Ech1+Ech2+Ech3)/3 = (0.09 + 0.15 + 0)/3 = 0,080
Oeuf 2 : (Ech1+Ech2+Ech3)/3 = (0.09 + 0.09 + 0.12)/3 = 0,100
CEuf 3 : (Ech1+Ech2+Ech3)/3 = (0.11 + 0 + 0.1)/3 = 0,070

Equation de I'écart type :

S:Jli(xi—f)g

n.z

On retient I'équation de 'écart type corrigé :

- n
Sn-1= EZ(&SE‘—T)QZ —

i1 n-1 ¥

Moyennes obtenues et les écarts — type corrigés :

| Vitellus | 0,23 |
| Ecart -type | 0,072 |

| Albumen | 0,08 |
| Ecart -type | 0,015 |

1 n .
Ou X =— i=1(xi)’ représente la moyenne.
T
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Figure 17: Evolution de la concentration en oxytétracycline (ug/g) dans I'albumen,
le vitellus et I'ceuf entier pendant et apres I'arrét d’un traitement par voie orale :

100mg/kg de poids vif pendant 5 jours
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5.1.1. Résultats obtenus aprés administration intramusculaire :

Les résultats bruts sont montrés au tableau (11). Les zones d’inhibition sont
calculées et notées quotidiennement pour I'ensemble des ceufs, aprées
administration par voie intramusculaire de I'oxytétracycline pendant 3 jours a la
dose de 30 mg/kg. Les mesures sont faites quotidiennement jusqu’a I'élimination
totale des résidus de I'oxytétracycline.

Les résidus de l'oxytétracycline apparaissent précocement dans I'aloumen et

tardivement dans le vitellus (vers le 3 °™ jour du traitement).

Les concentrations maximales sont atteintes au 1° jour aprés la fin du
traitement pour I'albumen, et au 2°™ jour pour le vitellus. Les concentrations
maximales obtenues par la voie intramusculaire sont de 2,34 ug/g pour le vitellus
et de 2,72 pg/g pour I'albumen (tableau 12).

La durée d’élimination de I'oxytétracycline administré par voie intramusculaire

était de 10 jours dans 'albumen et de 11 jours dans le vitellus (figure 19).

Pour I'ceuf entier, la concentration d’oxytétracycline éliminée est calculée en

tenant compte du poids respectif de I'alboumen et du vitellus.

Ces résultats prennent en considération la limite de quantification dans
I'albumen et le vitellus ; 0,07 pg/g pour I'albumen et 0,24 ug/g pour le vitellus. Des
moyennes inférieures a ces limites sont trouvées et ne sont pas pris en compte,
vu l'attribution dans le calcul de la moyenne la valeur 0 pour les échantillons ou la

zone d’inhibition était non décelable.
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Figure 18 : Evolution des la concentration en oxytétracycline (ug/g) dans
albumen, le vitellus et I'ceuf entier pendant et apres un traitement de 30 mg/g
pendant 3 jours par voie intramusculaire.
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5.1.2. Discussion :

Les résidus d’oxytétracycline apparaissent dans lalbumen avant
d’apparaitre dans le vitellus, en suivant les mécanismes mis en jeu pour la
formation de I'ceuf. Le dépét des constituants du vitellus synthétisés dans le foie et
apportés par le sang se fait d'une maniere continue pendant 8 a 10 jours
précédant I'ovulation durant la phase de grand accroissement. Tandis que les

constituants d’albumen sont synthétisés localement par la paroi du magnum.

Les concentrations enregistrées sont plus élevées par la voie
intramusculaire, que par la voie orale bien que la dose utilisée soit supérieure par
la voie orale que la voie intramusculaire, respectivement de 100 mg/kg et 30
mg/kg, en plus le passage dans l'ceuf est 20 fois supérieur par la voie
intramusculaire que par la voie orale (Tableau 25). Cela s’explique par le fait que
I'oxytétracycline administré par voie orale est incomplétement catabolisé, en plus il
a été montré que les tétracyclines forment des liaisons bivalentes avec les ions

Ca™ dans le tractus digestif, ce qui limite leur absorption [24, 68, 71].

Quelques études ont été réalisées par Yoshimura et al. (1991) [72] sur
I'élimination de [l'oxytétracycline dans les ceufs de la poule pondeuse, des
concentrations maximales ont été détectées, soit de 1,42 ug/g dans le vitellus et
1,03 pg/g dans l'albumen suite a un traitement de 7 jours avec une dose de 0,5
g/l. Omija et al. (1994) [73] ont constaté des concentrations maximales de 0,526
mg/kg et de 0,280 mg/kg pour le vitellus et 'alboumen suite a un traitement de 7
jours a la dose de 800 mg/l. Roudaut et al. (1987) [68] ont trouvé des
concentrations maximales de 0,48 ug/g et 0,17 ug/g pour le vitellus et 'albumen,
cela respectivement, suite a un traitement de 5 jours a la dose de 0,5 g/l. Des
études sur I'élimination de I'oxytétracycline dans I'ceuf apres I'administration par la
voie intramusculaire, ont été faites par Roudaut et al. (1987) [68] et Huber (1971)
[74]. Les périodes d’élimination étaient de 9 et 11 jours pour l'albumen et le
vitellus aprés une injection de 30 mg/kg [68]. Huber (1971) a prouvé que les
résidus de I'oxytétracycline persistent pendant 3 a 4 jours aprés injection de 44
mg/kg dans I'ceuf entier [74].
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Nos résultats, sont en accord avec ceux de Roudaut et al. (1987) [68]
concernant la durée d’élimination aprés administration de 30 mg/kg pendant 3
jours d’oxytétracycline par voie intramusculaire. Pour la voie orale, nous avons
obtenus des résultats proches de ceux obtenus par Roudaut et al. 1987 [68]
concernant les doses maximales, mais nous avons utilisé une dose différente de

(100 mg/kg) par rapport a la dose utilisés par ces derniers qui était de 60 mg/kg.

5.2.Erythromycine :

5.2.1. Résultats obtenus aprés administration par voie orale :

Les résultats bruts (tableau 13) sont notés quotidiennement aprés mesures
des zones d’inhibition de différent échantillons d’ceufs récoltés du lot N°2 durant la
1%"® essai, apres administration de 20 mg/kg d’érythromycine par voie orale
pendant 5 jours. Les mesures sont arrétées au moment ou aucune inhibition n’est

décelée.

Les résidus de I'érythromycine apparaissent précocement dans I'alboumen dés
le 1°" jour du traitement et au 2°™ jour du traitement dans le vitellus. Les
moyennes de concentration maximale observées étaient au 2°™ jour du traitement
pour l'albumen de l'ordre de 0,19 ug/g et le lendemain du traitement pour le
vitellus de 0,51 ug/g (tableau 14).

Les résidus persistent pendant 6 jours dans l'alboumen et 5 jours dans le
vitellus (fig. 20), la répartition du passage entre l'albumen et le vitellus est

relativement égale (tableau 25).

Pour I'ceuf entier, les concentrations d’érythromycine éliminée sont calculées

en tenant compte du poids de I'aloumen et du vitellus.

Ces résultats prennent en considération la limite de quantification dans
I'albumen et le vitellus ; 0,05 pg/g pour I'albumen et 0,06 ug/g pour le vitellus. Des
moyennes inférieures a ces limites sont trouvées et ne sont pas pris en compte,
vu l'attribution dans le calcul de la moyenne la valeur 0 pour les échantillons ou la
zone d’inhibition était non décelable.
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5.2.2. Discussion :

L’apparition précoce des résidus d’érythromycine dans I'aloumen par rapport
au vitellus est expliqguée par les mécanismes de formation des deux constituants
de I'ceuf ; 'oviducte pour I'albumen et le foie pour le vitellus.

Nos résultats sont en accord avec les résultats trouvés par d’autres études sur
I'élimination de I'érythromycine dans les ceufs de la poule pondeuse. Roudaut et
Morétain, (1990) [75] ont trouvé que les résidus apparaissent 1 a 2 jours apres le
début du traitement dans I'albumen, et 2 a 3 jours dans le vitellus. lls ont constaté
aussi que la concentration maximale dans 'albumen était de 0,10 Ul/g pendant le
traitement, et de 0,31 Ul/g dans le vitellus le lendemain du traitement, avec une
dose de 375000 UI/I.

Dans d’autres études [76], les résidus apparaissent dés le premier jour du
traitement avec 0,194 ug/g dans l'ceuf entier, une concentration maximale de
0,221 pg/g au lendemain d’un traitement de 3 jours a été constaté, avec une dose
de 20 mg/kg. En plus, en utilisant la méthode LC/MS/MS, les résidus apparaissent
dés le 4°™ jour du traitement et persistent jusqu’au lendemain du traitement aprés
administration par voie orale de I'érythromycine pendant 7 jours avec une dose de
20mg/kg.

Nous avons constaté que la durée d’élimination dans le vitellus est inférieure
que celle de l'albumen, cela est du probablement a la limite de quantification

élevées dans le vitellus par rapport a I'aloumen.
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Figure 19 : Evolution de la concentration en érythromycine (ug/g) dans 'albumen,
le vitellus et I'ceuf entier pendant et apres un traitement par voie orale de 30 mg/kg
pendant 5 jours.



97

6.3. Tylosine :

6.3.1. Reslultats obtenues :

Les résultats bruts figurants dans le tableau 15 concernant les zones
d’inhibition des échantillons d’ceufs pondus du lot 3 durant le 1er essai. Les poules
recevaient de la tylosine durant 5 jours a la dose de 0,5 g/l. La mesure du
diameétre des zones d’inhibition est arrétée au moment ou aucune inhibition n’est

décelée.

Les résidus de la tylosine apparaissent dés le premier jour dans I'albumen et a

partir du 4°™ jour dans le vitellus (Fig. 21). La moyenne de concentration

maximale est observée au 5°™ jour pendant le traitement dans I'albumen avec
0,32 pg/g et au premier jour de la période apres arrét du traitement dans le vitellus
avec 0,33 ug/g (tableau 16). La persistance des résidus était de 3 jours dans
'albumen et de 4 jours dans le vitellus. Pour le passage de la tylosine dans les
différents constituants de I'ceuf, environ deux tiers de la tylosine éliminé dans I'ceuf

entier passe dans 'albumen (tableau 25).

Ces résultats prennent en considération la limite de quantification dans
I'albumen et le vitellus ; 0,17 pg/g pour I'albumen et 0,28 ug/g pour le vitellus. Des
moyennes inférieures a ces limites sont trouvées et ne sont pas pris en compte,
vu l'attribution dans le calcul de la moyenne la valeur 0 pour les échantillons ou la

zone d’inhibition était non décelable.

6.4.2. Discussion :

L’apparition des résidus dans lalbumen avant le vitellus est du aux
mécanismes de formation des constituants de I'ceuf (le foie pour le vitellus et
'oviducte pour I'aloumen). Un retard significatif est observé pour I'apparition des
résidus de la tylosine dans le vitellus, ceci est probablement du a LOQ élevée
dans le vitellus.
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D’autres auteurs ont mentionné que la tylosine apparait dés le deuxieme jour

4eme

d’un traitement avec 1 000.000 Ul/I dans I'albumen et dés le jour dans le

vitellus. Des concentrations maximales de 0,25 Ul/g et de 0,65 Ul/g, ont été

4eme

décelées dans I'albumen au jour du traitement et dans le vitellus le lendemain

du traitement. Les résidus persistent jusqu’au 3°™°

jour apres traitement dans le
vitellus, ils ne sont pas détectés dans I'albumen aprés le premier jour de la période

apres I'arrét traitement (Roudaut et Morétain., 1990) [75].

Ces résultats sont en accord avec les nbtres, méme si la posologie est
différente.
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Figure 20: Evolution de la concentration en tylosine (ug/g) dans l'alboumen, le
vitellus et I'ceuf entier pendant et apres un traitement de 0,5 g/l par voie orale
pendant 5 jours.
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6.4.Colistine :

6.4.1. Résultats obtenus aprés administration par voie orale :

Les résultats bruts figurants dans le tableau (17) concernent les diametres des
zones d’inhibition des échantillons d’ceufs pondus par les poules du lot N°4 durant
le 1er essai, et qui recevaient de la colistine par voie orale pendant 5 jours a la
dose de 75000 Ul/kg.

Pour cet antibiotique, aucun résidu n’est décelable aprés administration par
la voie orale, la méme constatation a été faite par Roudaut (1989) [77] aprés
administration du méme antibiotique a raison de 90.000 Ul/kg dans l'eau de
boisson. Seulement, nous avons obtenu quelques données concernant quelques
échantillons, qui n'ont pas dépassé aprés le calcul de la moyenne le seuil de la
quantification. En plus, aucun résidu n’a été détecté aprés administration par la
voie orale de 100.000 UI/Kg de la colistine incorporée dans 'alimentation [76].
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6.4.2. Résultats obtenus aprés administration par voie intramusculaire :

Les résultats bruts sont mentionnés au tableau (19). Les diamétres des
zones d’inhibition est mesuré et noté quotidiennement pour I'ensemble des
échantillons d’ceufs, apres une administration par voie intramusculaire de la

colistine en une seule injection.

Une injection unique de 50.000 Ul/kg a laissé des résidus dans le vitellus
pendant 7 jours avec des concentrations allant jusqu'a 11,51 Ul/g au 3°™ jour
apres traitement (tableau 20). Dans I'albumen, aucune inhibition n’est détectée sur
'ensemble des échantillons.

Ces résultats prennent en considération la limite de quantification dans
I'albumen et le vitellus ; 4 Ul/g pour I'albumen et 11,51 Ul/g pour le vitellus. Des
moyennes inférieures a ces limites sont trouvées et ne sont pas pris en compte,
vu l'attribution dans le calcul de la moyenne la valeur 0 pour les échantillons ou la
zone d’inhibition était non décelable.

6.5.3. Discussion :

Le taux d’élimination de la colistine dans I'ceuf entier était de 1% (tableau 25).
L’absence des résidus dans l'albumen peut étre traduite par une destruction
partiale, une inclusion dans l'albumen coagulé durant le traitement thermique ou a
cause de la concentration minimale décelable élevée. Par ailleurs, la colistine peut
pénétrer en tres petites quantités dans I'oviducte, et se déposer dans 'albumen a
des concentrations trés basses [77].

Dans I'ceuf entier, les concentrations de la colistine administrée par la voie
intramusculaire n'ont pas dépassé la limite maximale des résidus déterminée par
la Commission du Codex Alimentarius (2009) : 6 Ul/g. En revanche, la nécessité
de répéter les injections s’oppose a [l'utilisation de cet antibiotigue dans la
thérapeutique aviaire par cette voie d’administration.
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Figure 21: Evolution de la concentration en colistine (Ul/g) dans I'albumen, le
vitellus et I'ceuf entier apres une seule injection de 50000 Ul/g dans le muscle
pectorale.
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6.5. Ampicilline :

6.5.1. Résultats obtenus apres administration par voie orale :

Les résultats bruts sont mentionnés au tableau (21). Les diamétres des zones
d’inhibition sont mesurés et notés quotidiennement pour I'ensemble des ceufs,
apres une administration par voie orale de 'ampicilline pendant 5 jours a la dose
de 1,5 g/l.

Les résidus de I'ampicilline apparaissent dans I'aloumen et le vitellus. Les
résidus dans l'alboumen sont susceptibles d’apparaitre dés le premier jour du
traitement mais ils ne sont détectés qu’au deuxiéme jour du traitement dans le
vitellus. lls persistent aprés la fin du traitement dans le vitellus, par contre, ils ne
seront plus détectés dans I'albumen apres la fin du traitement (Fig. 22).

Les moyennes de concentration maximales sont atteintes dans I'albumen au

Zeme 4eme

jour du traitement avec 0,038 ug/g, et dans le vitellus au jour du
traitement avec 0,041 ug/g (tableau 22). Le pourcentage d’élimination de

I'ampicilline dans I'ceuf entier était de 0,0005 % (tableau 25).

Ces résultats prennent en considération la limite de quantification dans
'albumen et le vitellus ; 0,02 pg/g pour I'albumen et le vitellus. Des moyennes
inférieures a ces limites sont trouvées et ne sont pas pris en compte, vu
I'attribution dans le calcul de la moyenne la valeur 0 pour les échantillons ou la
zone d’inhibition était non décelable.

5.6.2. Discussion :

L’apparition des résidus de I'ampicilline dans I'albumen et le vitellus suit les
mécanismes de formation des constituants de I'ceuf (I'oviducte pour I'albumen et

le foie pour le vitellus).

Roudaut et al. (1986) [70] ont mentionné que les résidus dans I'albumen

apparaissent dés le premier jour avec une concentration de 0,004 ug/g aprés une
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4eme

administration orale de 1,5 g/l, et n’atteignent que vers le jour 0,008 pg/g ce

qui constitue la concentration maximale dans 'albumen.

D’autres études faites par Roudaut et al. (1986) [70] sur I'élimination des
résidus de [Ilampiciline dans les oceufs aprés administration par voie
intramusculaire de 2x10mg/Kg a 6 h d'intervalle ont mentionné que les résidus
persistent 2 jours pour l'aloumen et 4 jours pour le vitellus apres l'arrét du

traitement.

Dans le méme contexte, Donoghue et al. (1997) [78] ont mentionné que les
résidus d’antibiotiques apparaissent pour le vitellus dés la fin d’'un traitement a
I'ampicilline administré par la voie intramusculaire avec une dose de 40mg/kg
pendant 1, 2 ou 3 jours et persistent jusqu'a 4, 5 ou 6 jours apres la fin des

traitement.

Nos résultats confirment ceux obtenus par Roudaut et al. (1986) [70] et par
Archimbault et coll. [67] qui ont utilisé le méme germe-test avec une sensibilité
différente (0,01ug/g pour I'ceuf entier, apres un traitement dans I'aliment avec une
posologie de 60 mg/kg d’ampicilline trihydrate pendant 6 jours.

Dans le tableau (26), sont indiquées les durées d’élimination des
antibiotiques dans I'albumen et le vitellus. L’ampicilline est éliminée dans le vitellus

pendant 2 jours apres I'arrét du traitement.
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Figure 22 : Evolution de la concentration en ampicilline (pg/g) dans 'albumen, le
vitellus et I'ceuf entier pendant et aprés un traitement administré par voie orale de

1,5 g/l pendant 5 jours.
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6.6. Tétracycline :

6.6.1. Résultats obtenus apres administration par voie orale :

Les résultats bruts représentant les diamétres d’inhibition concernant
I'élimination de la tétracycline dans I'albumen et le vitellus aprés administration de
50 mg/kg de tétracycline pendant 5 jours a des poules pondeuses du lot N°3

durant le 2 °®™®

essai, sont notés quotidiennement dans le tableau (23). Les
mesures ne sont arrétées qu’au moment ou aucune zone d’inhibition n’est

décelée.

4eme

Les concentrations moyennes maximales sont atteintes dés le jour du

2eme

traitement dans 'alboumen (0,24 nug/g) et au jour aprés la fin du traitement

dans le vitellus avec 2,03 ug/g (tableau 24). Les résidus persistent dans I'aloumen

9eme H

durant 3 jours apres la fin du traitement et allant dans le vitellus jusqu’au jour

(Fig. 24).

Les résidus de la tétracycline éliminés dans le vitellus représentent environ %
de la quantité totale éliminée dans I'ceuf entier (tableau 25). Dans I'albumen, ils
représentent environ %4 bien que le poids total de celui-ci est estimé a 60 % de la
masse totale de I'ceuf.

Ces résultats prennent en considération la limite de quantification dans
'albumen et le vitellus ; 0,09 ug/g pour I'albumen et 0,15 ug/g pour le vitellus. Des
moyennes inférieures a ces limites sont trouvées et ne sont pas pris en compte,
vu l'attribution dans le calcul de la moyenne la valeur 0 pour les échantillons ou la
zone d’inhibition était non décelable.

6.7.2. Discussion :

Les résidus de la tétracycline apparaissent dans I'albumen dés le premier
jour, puis dans le vitellus en suivant les mécanismes de formation de I'albumen

(oviducte) et du vitellus (foie).
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Les résidus de la tétracycline éliminés dans le vitellus représentent environ %
de la quantité totale éliminée dans I'ceuf entier. Ceci peut étre expliqué par le
caractere lipo — solubilité des tétracyclines.

Roudaut et al. 1989 [69], et grace a 'administration dans I'eau de boisson de
0,5 g/l de la tétracycline, ont trouvé des concentrations moyennes de 0,22 ug/g au
3°™ jour du traitement dans I'aloumen et 1,11 pg/g dans le vitellus vers le 2°™
jour aprés la fin du traitement. La période d’élimination était de 2 jours pour
'albumen et de 9 jours pour le vitellus. Ceci est en accord avec les résultats que

nous avons trouvés.



116

uaqueyad yad
Hangy A
ENEUA A
anpaga uop - 3p

AERIFOUON O

3 o o o o o = o o O e S| BEL | ESL | SOV | 986 | AW | oo

oL | OGN | ZoL | SZL | Sel | | drl | Vel | eS| 8E'E Pl | &L | EL | O | ON | HA

OW | ON | QM | OM | QW | QN | 0L | P56 | ON | JEEL Lz | 0L | 261 | Obk | ON | AW | o, | B

0 I e I O = I = = O = T = = O O = A L

ON | OW | ON | SO) | aN | ON | V0L | 626 | £0) | J9EL veh | syl | el | EVL ) VO A |00 .
an_ | 9L | ooL | 8z | 8el | Sl | 2l | §4L | EEL | 8rsl == = = m
3 T o " = A " T =T = A A . (e z
g0L | BV | SO0 ) E7L | ZEL | PRl | TS0 | 89l | B8 | ¥54l 'al | Svl | 8| B0V | 956 | WA Q
M | adM | aOW | dM | 56 | dW | 666 | L0 | BSE | EVEL 9EL | EEL | EWL | wEL | ON | AW o o |8 R
901 | vE6 | L | OFL | OEL | 971 | 651 | 91 | 591 | SE'41 g5 | B2 | EZL | 901 | ON | BA ol =
QM | aM | an | dW | ON | WG | an | B0 | LTLL | IS'EL GEL | V5L | 9EL | 921 | g0 | 9 |- =
'0L | G56 | v'OL | SLL | €71 | Lyl | €9l | SGL | TR | R 0G| OGL | 921 | 1’00 | A6 | A D
5 T o 1 e Y o o 0 0 O I 0 i =T = O 3 . P &
0 < 0 =1 A = = = = = A= = = < O

aM | O | aON | EE'6 | ON | 96 | aW | FE | &0 | L Srl | vl | bZL | ZEL | 900 ] AV oo | M

0 3= < 1 oo A P 5 O I =T = ! 0 = o O 5 =
O T === o oY o Lvl | BTV | VEL | Bl | ON | aw | oo

aM | E'0L | VL @0l | oL | ZEL | 04 | BEL | 22 | ES'BL EEL | YEL | ZEL | aW | N | BA

0l 6 8 / g 5 4 £ Z | 5 4 £ z | sinof v sdwa |

LRHIWALIFEL Nd L3HE9 1 5349dY

LMW LIwEL 1 LN drEd

“sanol ¢ uepusd
a0 a10a Jed aunsdoensl ap Bx0W 0 ap JusWElEn un salde 18 uepusd (LU UODIQIYLL P S8U0Z 58P Sallalel] (o7 nes|ge |




117

‘aqe@EIag uap - dn

LZ00 [FO0D [ 0200 [ 9200 [ FE00 [ €00 [00L 0 [ZFLO[BOL0[9LL0]S600 [0E00 [#O0D[6I00]S200 | edh-leds

P00 ] 200 ] 800 [2bo (90 1g0 [ brF0 | 050|990 290 | 4F0 | G0 | 820 410 | 400 IETIENES

CLO0 | LBO'O [ FOL'0 | ZRL'0 | €400 | OLFD [ FBFD [BEE0 | 2590 [BRE0 [ LBOD [FLLO[LLLD adil-ueng

GL'o=[ Lz0 | FZ0 | SE0 [ or0 | AS0 | e0'L [ 42 [ e0e [ €9 [ RO'L | P90 | 8E0 | 020 [SL0= EE

LE00 [ #200 [ LE0°0 [ #RO0 [ 0200 [ 25070 [ 6200 CRISEIERE

an | an | aWo | B0'0= | 800> | 600> | BO'0= | LL'O | OL'O | 81'0 | OZ'0 | #Z'0 | €20 | 91’0 | BO'D uaLng|y
0l B a ! g G 7 £ z ! G 7 € Z | | sinolue sdwa|

INIWILIYYL Nd 13949¥ 1 5345dY I EEN T EE

sinol ¢ epuad B0 QS ap a|R10 108 J2d
alSIUILIpE JUsWelRI] un seude 18 Juepuad Janus Jnao | 18 sn||slis &) 'uswing)e, | suep (6/80) saulafaeils] sep snplsed 7 nes|jqe |




118

Concentration

(ug/g)
2,50

—a#—Alburnen
——Vitellus

—— (Euf entier

0,00

" jours
1 2 3 4 5 = 2 3 4 5 6 7 8 3 10

Pendant le traitement Aprés arret du traitement

Figure 23: Evolution de la concentration en tétracycline (ug/g) dans I'albumen, le
vitellus et I'ceuf entier pendant et aprés un traitement administré par voie orale de
50 mg/kg pendant 5 jours.
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6.8.Synthése :

Quelques études ont évalué quantitativement des résidus de médicament
dans des ceufs de poules pondeuses traités expérimentalement avec des
antibiotiques administrés par voie orale ou intramusculaire, en utilisant différent
méthodes, a  savoir: méthodes microbiologiques et méthodes
chromatographiques. Nous avons tenté de quantifier par cette étude une
éventuelle présence d’antibiotiques dans les ceufs en apportant une certaine

connaissance de la cinétique de transfert et de I'élimination de ces résidus.

Nous avons trouvés des résultats variables concernant la vitesse d’élimination
des antibiotiques, les pourcentages d’élimination et la sélectivité du transfert vers

'albumen ou le vitellus.

Les pourcentages d’élimination sont trés variables en fonction des
antibiotiques étudiés, ceux — ci correspondent a la répartition dans I'aloumen
(tableau 25). Le fait que I'albumen représente approximativement 60 % du poids
de I'ceuf, les pourcentages d’élimination ont été importants dans I'ceuf entier.

Lors d’utilisation de la voie intramusculaire, les pourcentages d’élimination sont

plus élevés (20 fois) que par la voie orale.

Les délais d’apparition des antibiotiques sont différents entre I'alboumen et le
vitellus. Pour la voie orale, les résidus apparaissent rapidement dans l'albumen
(24 heures aprés le début du traitement), plus tardivement dans le vitellus (un a
deux jours plus tard). Cela s’explique par le mode de formation du vitellus par

accumulation des constituants qu’ils générent dans I'ovaire.

Le rapport de concentration (tableau 27) entre le vitellus et 'albumen a été
supérieur a un pour la plupart des antibiotiques étudiés, sauf pour I'oxytétracycline

qui a été administré par la voie intramusculaire.

On peut résumer les facteurs qui peuvent affecter les pourcentages
d’élimination, la vitesse d’élimination et le transfert sélectif vers un compartiment
donné en :
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» Facteurs lies a I'antibiotique : Ce sont généralement les voies d’administration

et les propriétés physico — chimiques des antibiotiques qui jouent un rdle
principal dans le transfert des résidus, en particulier dans la répartition de ces
résidus entre le vitellus et 'albumen :

Les propriétés physico — chimiques :

- Demi — vie et fixation aux protéines plasmatiques : Certains antibiotiques

possedent une demi-vie plasmatique extrémement courte dans le milieu
sanguin de poule pondeuse ce qui limite le passage supplémentaire aprés
arrét du traitement comme pour 'ampicilline de 1 — 4 h. Par contre, la
demi-vie est relativement longue pour les tétracyclines (9 h).

- Liposolubilité et hydro-solubilité des antibiotiques : les antibiotiques ;

érythromycine, oxytétracycline et tétracycline, ont un rapport de
concentration Vitellus/Aloumen supérieur a 2 (tableau 27), ceci est di a
une affinité pour le vitellus. Cette affinité est expliquée par le caractére
liposolubilité de ces antibiotiques et richesse des vitellus en lipides. En
revanche, I'albumen par sa nature, se rapproche d’un milieu extracellulaire,
d’ou le transfert sélectif des acides faibles constaté pour I'acide oxolinique
[79].

- Le poids moléculaire : les molécules volumineuses de la colistine sont

incapables de traverser les membranes tissulaires d’ou une trés faible
diffusion tissulaire et un court séjour de cet antibiotique au niveau
plasmatique et peut expliquer en partie 'absence de résidus de la colistine

dans I'albumen.

La voie d’administration des antibiotiques : limite ou prolonge la durée de

persistance dans I'organisme surtout pour les tétracyclines qui ont la propriété
de former des complexes ou chélates avec certains ions (notamment le

calcium et le magnésium).

» Facteurs lies a I'animal (poule) :

Les mécanismes de formation de I'albumen et du vitellus : le vitellus est
constitué de lipoprotéines, et de protéines en plus des minéraux et
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pigments. Ces substances sont synthétisées par le foie et déposées
majoritairement durant la phase du grand accroissement. Par contre, Les
protéines de lalbumen sont synthétisées localement par la paroi du
magnum entre chaque passage entre deux vitellus.

- Certains facteurs qui ne sont pas évoqué dans cette étude comme : I'age,
la race, la température, ...etc. ont probablement une influence sur le
processus d’élimination des antibiotiques dans les ceufs. D’autre étude

complémentaire peuvent éclaircir cette théorie.
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CONCLUSION

Les résidus d’antibiotiques, aprés utilisation thérapeutique de ces
substances chez la poule pondeuse engendrent des risques réels de
contamination des constituants de I'ceuf. De ce fait, le temps d’attente est a définir
avant la livraison a la consommation de ces produits et a moduler en fonction du
produit administré, de la voie d’administration utilisée et la dose administrée, car

de ces trois parametres dépendent la présence des résidus d’antibiotiques.

En dépit de ses carences (manque de productivité, inapplicable a certains
antibiotiques) la méthode de détection des résidus d’antibiotiques par diffusion en
gélose apparait comme une méthode simple, bon marché et sensible. Elle a
'avantage en outre de s’appliquer a d’autres productions que I'ceuf et permet de
définir les délais déja fixés, elle servira longtemps de méthode idéale pour
contréler la salubrité des denrées alimentaires d'origine animale. Parallelement
des techniques analytiques plus perfectionnées vont se développer en Algérie
d’ou une sensibilité et une spécificité encore plus grandes, mais au risque de voir
les délais d’attente s’allonger inconsidérablement au cas ou on maintiendrait le

principe de I'absence de tolérance pour les résidus d’antibiotiques.

A Tlissue de cette étude, nous avons jugé indispensable de proposer les
délais d'attente (tableau 28) pour chaque antibiotique, selon la voie
d’administration, lors de son administration chez la poule pondeuse aux doses
recommandées. A titre de précaution, 2 jours ou 30% sont ajoutés aux délais
durant lesquels des résidus ont été détectés avec une concentration inférieure ou
proche aux limites maximales des résidus, pour garantir une marge de seécurité

pour la santé du consommateur [80].

Nous attendons a ce que cette étude apporte un plus dans la
compréhension du processus d’élimination des antibiotiques étudiés dans les
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ceufs de poule pondeuse, apporte des informations utiles, avec d’autres études,

pour la détermination des temps d’attente par le I|égislateur Algérien, et

éventuellement fixer des LMRs propres a I'Algérie.

Tableau 5: Délais d’attente proposés.

Délais
Voie . Durée Du
Antibiotiques o . Posologie . LMR** D’attente
D’administration Traitement )
Proposés*
Oxytétracycline orale 100 mg/kg 5 jours 400 2 jours
intramusculaire | 30 mg/kg 3 jours 400 7 jours
Erythromycine orale 20 mg/kg 5 jours 50 7 jours
Tylosine orale 0,5 g/l 5 jours 300 2 jours
Colistine orale 75000 . _
5 jours 300 2 jours
Ul/kg
intramusculaire 50000 . .
1 jour 300 2 jours
Ul/kg
Tétracycline orale 50 mg/kg 5 jours 400 6 jours
Ampicilline orale 1,5 g/l 5 jours 10*** 4 jours

*: Pour 'oceuf entier

**:en pg/kg.

* %k

Il est attendu des ministéres de I'agriculture et de la santé publique :

: proposé par Roudaut (1987).

e De définir les normes de tolérance en urgence sur le plan national pour que

I'éleveur puisse continuer a bénéficier de ces thérapeutiques irremplacables et

afin d’épargner la santé du consommateur.
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D’établir un temps d’attente pour chaque antibiotique utilisé chez la poule
pondeuse avant la commercialisation des ceufs afin de protéger la santé du
consommateur.

De fixer pour I'ceuf entier une limite maximale de résidus pour les antibiotiques
utilisés chez la poule pondeuse.

D’arrimer les limites maximales de résidus et les temps d’attente aux normes
universelles et de se référer aux études qui ont été réalisés récemment avant

I'élaboration de toute réglementation.
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APPENDICE A

LISTE DES ABREVIATIONS

Alb. : Albumen

ATCC : American Type Culture Collection

B.H.1.B: Brain-Heart Infusion Broth.

DJA : Dose Journaliére Admissible.

Ech. : Echantillon.

HPLC-MS: High Performance Liquid Chromatography Mass Spectrometry
JECFA: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
LMR : limites maximales de résidus.

LOQ : limite de quantification.

ND :Non Décelable.

NE :Non Effectué

OMS : Organisation mondiale de la santé.

UFC : Unité Forming Colonie

Vit : Vitellus.



Tableau 6: Production journaliére d'ceufs durant la période d'acclimation.

Production journaliere d'ceufs durant la période d'acclimation

APPENDICE B

Lotn°l | Lotn°2 | Lot n°3 | Lot n°4 | Lot n°5 | TOTAL
1 | Matin 0 0 0 0 1
Soir 1 0 1 1 0 4
2 | Matin 0 1 0 0 1 12
Soir 3 1 2 3 1
3 | Matin 0 2 0 3 1 10
Soir 0 1 2 1 0
4 | Matin 2 3 2 3 1 14
Soir 2 0 0 1 0
5 | Matin 2 2 1 2 2 17
Soir 1 1 1 3 2
6 | Matin 2 1 3 3 3 12
Soir 0 0 0 0 0
7 | Matin 2 3 1 2 2 16
Soir 1 1 0 1 3
8 | Matin 1 3 2 2 2 16
Soir 0 2 2 2 0
9 | Matin 2 4 4 3 0 19
Soir 2 1 1 2 0
10 | Matin 3 4 3 2 1 15
Soir 0 0 0 1 1
11 | Matin 2 2 3 2 3 15
Soir 0 2 0 1 0
12 | Matin 2 3 2 3 4 17
Soir 1 0 1 1 0
13 | Matin 3 5 3 2 3 20
Soir 1 0 1 1 1
14 | Matin 4 4 3 4 3 o1
Soir 0 0 1 1 1
15 | Matin 5 4 5 3 3
0 0 0 1 1 22

Soir
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APPENDICE C

Formule de différents milieux de culture

Antibiotic Medium 1, Difco™: pH 6.55 + 0.05 a 25°C

Composition (Par Litre) :

Extrait de viande ..o 1.5¢9
Extrait de [eVUre ... 3.09
Digestion pancréatique de la caséine..........ccccooviiiiieeeennnnee 409
Peplone ..o 6.09
DEXIIOSE. c.ciiiiiieiie e 1.09
A e 15.09

Antibiotic Medium 8, Difco™: pH 5.85 + 0.05 a 25°C

Composition (Par Litre) :

Extrait de viande.........coooiiiiii 1.5¢
Extrait de levure ... 3.09
PePIONe ..o 6.0g
AGA s 15.09

Antibiotic Medium 10, Difco™ : pH 7.25 + 0.05 a 25 °C

Composition (Par Litre) :

Digestion pancréatique de la caséine.........cccccceeveciveeeeeeeenneee 17.0¢g
Peptone de SOYa.......ccuuiiiiii i 3.0¢
DEXIIOSE ..ottt 25¢

Chlorure de SOIUM......ccoi i 509

130
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Phosphate Di potassique..........ccuevveviiiiiiiiiieeee e 25¢
A e e e 1209
Polysorbate 80 .......cccuuuiiiiiee 10.0 g

Antibiotic Medium 11, Difco™ : pH 7.95 + 0.05 a 25°C

Composition (Par Litre) :

Extrait de viande..........ooo i 1.5¢
Extrait de levUure. ... 3.0¢g
Digestion pancréatique de la cas€ine.........cccceeviieeeieiiiiiieeenn. 409
PePIONE. ... 6.09
DEXIIOSE ..o 1.09
AT e a e e e e e e 15.09

Milieu B.H.I.B: (Brain Heart Infusion Broth)

Composition (par litre) :

Protéose peptone........oovieiiiiiii 10 g.
Infusion de cervellede veau.............ccoooiiiiiiiiiinennnn. 12,5¢.
Infusion de coeur de boeuf.........oooiiiiii 59¢.
Chlorure de sodium........o.oviiiii e, 59.
Phosphate disodique............coooiiiiiiiiiiii e 2,5¢.

GIUCOSE. .. 249.



e pH4.5:

e pH6.0:

e pH8.0:
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APPENDICE D

Formule des différents tampons.

phosphate monopotassique ...............cccoeeennnee. 13.6 ¢
Eaudistillé ... 800ml
phosphate monopotassique....................... 89
Phosphate dipotassique ......................... 29
Eaudistillé........ccoooiii 1000ml.
Phosphate monopotassique .................... 0.523g.
Phosphate dipotassique .................cceenee. 16.73g.
Eaudistillé.........coiiii 1000ml

Ajuster le pH par addition de NaCl ou NaOH solution. Stériliser a 121°C pendant

15 mn.
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APPENDICE E :

Réalisation de la courbe étalon

: |
2 ALBUMEN | i iy |mo'rENNE
zones d'mhibition en mm {

3 concentration pg/ml
4 0.6 ‘ 148 14,98 15,22 15,4 51 || 1510
=] 0.3 12,2 12,5 13,75 13,6 12,8 12,87
& 0,15 10,3 1 11,57 1z 11,5 1127
o ] 0,075 10,1 9.8 9,06 E] 9,2 943
B
9
10
11
12 Oxytetracycline dans I'albumen
13

| 1608 +
14
15 | 1300 +
16 | 1200 4
17 10,00 +
18 | w=2 683+ 16,32

800 1 TOREOEes —— Owtetracycline

19
55 600 1 ——Log. (Onytetracycline}
2 i
22 2008 T
23 ooQ -+
24 o 0.2 D4 0,6 0.5
25
26
VITELLUS

i
congentration pg/mi zones d'inhibition en mm

2.4 24 25,05 24,9 26 24,8 | 24,93
1.2 20,8 19 20,35 18,3 19,9 19,67
0,6 15,4 16 15,57 15,7 16,2 15,77
0.3 11,65 10 10,45 10,69 9,38 10,43

Oxytetracycline dans le vitellus
30,00 -

25,00 4

2000 |

15,00 1

Ouytetracycline

10,00 - ¥= 6838 In{x) + 1882 —— Log |Oxytetracycline)
i RI=0596
500 |

0,00 =

Figure 24: Exemple : réalisation de la courbe étalon a I'aide de Microsoft Excel.
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