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Résumé

Les Antibiotiques ont une place importante dans I'élevage moderne, leur utilisation pour
protéger la santé de I'animal et perfectionner sa production, conduit a leur présence sous
forme de résidus dans les denrées alimentaires d’origine animale.

La présente étude a été réalisée dans le but d’actualiser les données bibliographiques
existantes sur la présence des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires d’origines.
Notre travail s’articule autour de trois grands chapitres. Le premier expose une revue de
généralités sur les antibiotiques, le deuxieme sur les résidus d’antibiotiques dans les denrées
alimentaires d’origine animales, et le dernier chapitre s’intéresse sur les méthodes de détection
des résidus d’antibiotiques.

En conclusion, il apparait donc clairement que l'utilisation des antibiotiques en santé et en
alimentation animale doit étre étroitement surveillée par la mise en place d’un plan national de
controle rigoureux pour la recherche des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires
d’origine animale au sein des fermes, des usines et des points de ventes afin de rassurer la
sécurité du consommateur.

Mots clés : Antibiotique, Résidus, denrées alimentaires, animal.
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Abstract

Antibiotics have an important place in modern animal husbandry, their use to protect the
health of the animal and improve its production, leads to their presence in the form of residues
in foodstuffs of animal origin.

The present study was carried out with the aim of updating the existing literature on the
presence of antibiotic residues in foodstuffs of animal origin.

Our work is divided into three main chapters. The first provides a review of general
information on antibiotics, the second on antibiotic residues in foodstuffs of animal origin, and
the final chapter focuses on methods for detecting antibiotic residues.

It is concluded that the use of antibiotics in animal health and feeding stuffs must be closely
monitored by the establishment of a rigorous national control plan for the detection of
antibiotic residues in foodstuffs of animal origin on farms, in factories and at points of sale in
order to reassure consumer safety.

Keywords : Antibiotic, Residues, food; animal.
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INTRODUCTION

En Algérie, I'utilisation curative et préventive des antibiotiques en élevage des animaux de
rente n'est pas réglementée. Ainsi, le controle de la limite Maximale de Résidus d'antibiotiques
(LMR) dans les denrées alimentaires animales ou d'origine animale n'est pas appliqué, ce qui
présente un risque certain pour le consommateur algérien sachant que ces résidus peuvent

avoir des conséquences néfastes potentielles sur sa santé ( Zeghilet . 2009).

Les résidus d'antibiotiques dans le lait doivent étre une source de préoccupation des pouvoirs
publics, surtout lorsqu’on connait leurs effets néfastes sur la santé humaine (antibiorésistance,
problémes allergiques, etc.), sur la technologie laitiére (pertes économiques) (Cauty et Pereau ;
2003).

Leur nécessité dans l'arsenal thérapeutique et leur utilité économique est cependant
indéniable. Il convient donc de s’interroger sur les risques qu’encourent les consommateurs liés
a leur utilisation chez les animaux producteurs de denrées alimentaires, c’est-a-dire sur les
risques liés a la présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires d’origine

animale pour les consommateurs mais aussi pour I'Industrie agro-alimentaire (Stoltz, 2008).

Ainsi, quelle que soit la nature de I'antibiotique administré, le risque de retrouver des résidus
dans les tissus (viandes) et les produits d'excrétion (lait, ceufs) est présent. C'est pour cette
raison qu’il a été fixé pour chaque médicament un seuil au-dela duquel la quantité de résidus

présents dans un aliment présente un danger direct pour le consommateur.

Ce travail s’attache a présenter ce que sont les antibiotiques, les résidus d’antibiotiques, les
dangers de leur présence dans les denrées alimentaires et surtout la gestion de ce risque par

I'Etat afin de garantir aux consommateurs des denrées alimentaires saines.



CHAPITRE | : GENERALITE SUR LES ANTIBIOTIQUES

1.1. Définition

Un antibiotique est une substance antibactérienne d’origine biologique, c'est-a-dire
produite par des micro-organismes (champignons microscopique et bactéries) ou de synthese
chimique et qui est capable d’inhiber spécifiquement la vitalité d’autre micro-organisme par un
mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du germe (Gauthier, 2001).
Selon Bourin et al. (1994) ; les antibiotiques sont définis par leur :
o Activité antibactérienne (spectre d'activité),
e Toxicité sélective (mode d'action),
e Activité en milieu organique (pharmacocinétique),

* Bonne absorption et diffusion dans I'organisme.

1.2. Utilisation en élevage animal

Les antibiotiques sont utilisés en médecine vétérinaire et en agriculture depuis plus de
40 ans. Leur emploi a permis d'atteindre un triple objectif: accroitre [I'efficacité de la
production, procurer aux consommateurs une source de protéines d'excellente qualité a un prix
plus abordable et, finalement, d'améliorer la santé des animaux. L'utilisation d’antibiotiques en

élevage a deux objectifs: thérapeutique ou zootechnique (Scippo, 2008).

1.3. Classification et mode d'action des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés dans des familles et parfois des groupes dans lesquels les
représentants possedent des caractéres voisins ou identiques: la nature chimique et I’origine, le
spectre d’action, le mécanisme d’action, les mécanismes de résistance et les effets secondaires

(Larpent et Sanglier, 1989).

Les principales familles d’antibiotiques actuellement utilisées en thérapeutique sont:
e Les bétalactamines (pénicillines et céphalosporines);
e Les aminosides (streptomycine, néomycine, gentamycine);
e Les antibiotiques polypeptidiques (colistine, Bacitracine);
e Les tétracyclines (oxytétracycline, tétracycline);

e Les macrolides (Tylosine, Erythromycine).



Ainsi que les principaux antibactériens de synthese qui sont :
e Les sulfamides (Sulfaguanidine);

e Les quinolones (Flumiquine).

1.3.1. Béta-lactamines

Selon Puyt (2002), les bétalactamines représentent les antibiotiques les plus actifs et les
moins toxiques. En fonction de leur origine et de leur structure, deux groupes d’'importance
inégale sont a distinguer :
-Les pénicillines, produites par des moisissures du genre pénicillium.
-Les Céphalosporines, d’importance moindre en médecine vétérinaire de genre

céphalosporinium.

Le noyau de base est le cycle B lactame. Les antibiotiques de cette famille sont bactéricides. lls

se répartissent en trois groupes :

e Groupe | : Il comporte le cycle B lactame et un cycle thiazoline (ex: spectre étroits peni M et
peni V),

* Groupe Il : Il comporte un cycle lactame et un cycle dihydrothiazine (ex: spectres larges peni
A),

e Groupe Il : Il comporte un noyau limité au cycle  lactame (ex : céphalosporines).

¢ Mécanisme d'action
Les B-lactamines agissent au niveau de la paroi bactérienne en inhibant la derniére étape de

la synthése du pepetidoglycane entrainant une lyse bactérienne (Born et al., 1994).

1.3.2. Tétracyclines
Les tétracyclines sont bactériostatiques, elles pénétrent bien dans les cellules, ces
molécules présentent une grande homogénéité.
Selon Bourin et al. (1994), il y a les cyclines naturelles et les cyclines semi synthétiques.
» Cyclines naturelles
e Chlorotétracycline (Auréomycine).
e Tétracycline base (Tetracyne).
» Cyclines semi-synthétiques
e Oxytétracycline (Terramycine).

e Doxycycline (Vibramycine).



La Doxycycline et la Mincycline ont une meilleure activité in vitro et sont actives sur les souches
bactériennes résistantes aux cyclines naturelles. Elles ont, de plus, une meilleure absorption
digestive et une plus longue durée d’action).

% Spectre d’activité

C'est avec les tétracyclines qu'est apparu le terme "a tres large spectre".
Les tétracyclines sont indiquées pour le traitement des pasteurelloses, brucelloses,
Chamydioses, Coxiellses, Rickettsioses, Mycoplasmes, Spirochétes, LeptospiraetBorrelia.
Ils ont une bonne activité, pour la majorité des bacilles a Gram positif aérobies et anaérobies
sporulés. Cependant, la sensibilité in vitro doit étre vérifiée.
Elles sont actives sur Plasmodium falciparum avec un effet synergique avec la quinine
(Chataigner, 2004).

+* Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action des tétracyclines réside dans l'inhibition des synthéses protéiques.
De nombreuses épreuves expérimentales, notamment en systémes acellulaires, ont été
obtenues. Le mécanisme intime de cette action parait étre l'inhibition de la fixation du

complexe aminoacide-ARNt synthétase sur le complexe ribosome-messager (Duval et Soussy,

1985; Bergogne et Dellamonica, 1995).

1.3.3. Aminosides

Selon Bryskier (1999), ce sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieurs
glycosides liés a un aminocyclitol. Il existe plusieurs centaines de molécules naturelles et hémi-
synthétiques. Elles sont classées par Umezawa en 1979 puis par Bryskier en 1995 en fonction
de la structure chimique centrale en trois classes: Streptamine, 2 désoxystreptamine et

Streptidine.

1.3.4. Macrolides
Selon Bourin et al. (1994), les macrolides sont des antibiotiques fréquemment utilisés en
pratique de ville a cause de leur facilité d'emploi. lls ont un spectre étroit, et sont parfaitement

actifs sur les germes intracellulaires. lls ont une excellente pénétration tissulaire.

1.3.5. Quinolones
Selon Bryskier (1999), les quinolones ont une structure générale dérivant de l'acide

dihydro 1,4 oxo 4 quinoleine carboxylique. La premiéere molécule des quinolones est Negram
4



(Acide nalidixique). Depuis, plusieurs molécules ont été synthétisées pour exalter le pouvoir
antimicrobien et améliorer les caractéristiques pharmacocinétiques.
Schématiqguement les quinolones sont classées sur la base de I'étendue du spectre
antibactérien et la nature fluorée ou non du squelette en deux groupes :

e Les quinolones de premiére génération.

e Les quinolones de deuxieme génération.

1.3.6. Sulfamides
Selon Duval et Soussy (1985), ils se constituent d'un noyau paraminobenzénesulfonamide
avec un radical R déterminant leur pharmacocinétique et leur classification pratique selon leur

durée d’action et / ou leur site d’action.

1.3.7. Antibiotiques polypeptidiques

Les antibiotiques polypeptidiques sont constitués d’enchainement d’acides aminés. lls sont
produits par des bactéries du genre bacillus ou par d’autres espéeces du genre stréptomyce.
Dans leur structure ils présentent quelques acides aminés. On distingue les polypeptides
cycliques a usage parentéral ou local et les polypeptides a usage strictement local (Bourin,
1994).

¢ Mécanisme d'action

Ce sont des antibiotiques polypeptidiques, inhibiteurs de la membrane cytoplasmique

(Bryskier, 1999).

* Spectre d'activité
Ces substances ont un spectreétroit, actif exclusivement contre les bacilles aérobies, Gram
négatif, dont pseudomonasaeruginosa (Bryskier, 1999).

Le Tableau 1 résume les familles des antibiotiques.



Tableau 1: Familles d’antibiotiques (Neuman, 1979)

Familles

Molécules

Bétalactamines

Pénicilline, Céphalosporines, Mecillinam —pivnécillinam

Acide clavulanique

Macrolides et

apparents

Erythromycine, Oléandomycine, Spiramycine, Kitasamycine,
Lincomycine, clindamycine, Rosamycine ; Midecamycine

Tétracyclines

Tetracycline, Chlortétracycline ; Déméthychortétracyclines ;
Oxytétracycline, Méthacycline, Doxycycline, Minocycline

Synergistines

Virginiamycine

Pristinamycine

Antibiotiques a
structure

d’acides aminés

Chloramphénicol
Thiamphénicol

Polypeptides

surfactifs

Polymyxine —Colistine

Aminoglycosides

1ér sous groupe Streptomycine

Dihydrostreptomycine

Ileme sous groupe Néomycine

Framycétine

I11éme sous —groupe Kanamycine
Paramomycine
Lividomycine, Amikacine

Béekanamycine

I\VVeme sous —groupe Gentamicine,
Tobramycine, Sisomicine,

Ribostamycine,

1.4. Associations d’antibiotiques

Selon Bezoen et al (1999), les antibiotiques doivent autant que possible étre utilisés

seuls, c’est la régle générale de la mono-antibiothérapie. Toutefois on est souvent conduit en

thérapeutique anti-infectieuse a associer plusieurs antibiotiques soit :

Pour retarder l'apparition d’une antibiorésistance microbienne, mais uniquement

chromosomique.




e Pour assurer une couverture antibiotique en urgence (c’est-a-dire pour élargir le spectre
d’activité) devant une infection a germes inconnus lors d’infection poly-bactériennes ou
lorsque lI'on ignore la nature du germe en cause, c'est la principale raison en médecine
vétérinaire.

e Afin de rechercher une synergie.

e Limiter les effets indésirables, notamment la toxicité de certains antibiotiques en

réduisant les doses de chacun.

1.5. Mécanismes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent essentiellement par inhibition de réaction de synthese variée.
lIs se fixent sur des sites précis ou cibles moléculaires de la cellule bactérienne ce qui entraine
la perturbation de diverses réactions métaboliques (Figure 1). Les cibles sont caractéristiques
de chaque famille d'antibiotique. Elles ne sont pas toujours connues avec précision et
correspondent a 6 niveaux différents de la cellule bactérienne ou fongique : La paroi, la
membrane cytoplasmique, le génome ; réplication et transcription du acide

désoxyribonucléique (ADN) (Fontaine, 1992).
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1.5.1. Activité antibactérienne

En fonction de leur type d’activité vis-a-vis des bactéries, on distingue classiquement les
antibiotiques bactériostatiques et bactéricides. Cette activité s’apprécie in vitro par le
dénombrement de la population bactérienne aprés mise en culture en présence de

I’antibiotique a des concentrations proches de la CMI (Fontaine, 1992).

1.5.2. Activité bactériostatique
Il'y a un effet bactériostatique lorsque, apres introduction d’un antibiotique, le nombre
de germe est inférieur a celui du témoin sans antibiotique, tout en restant supérieur a celui de

I'inoculum de départ (Fontaine, 1992).

1.5.3. Activité bactéricide
Il'y a un effet bactéricide lorsque, apres l'introduction d’un antibiotique avec une
concentration élevée a CMI, le nombre de germes devient inférieure a celui de I'inoculum ;

I'action de I'antibiotique aboutit a la mort des germes (Fontaine, 1992).

1.5.4. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Représente la concentration minimale d’antibiotique capable d’inhiber in vitro la
multiplication bactérienne. Elle permet d’apprécier le degré de sensibilité d’un germe a I’action
d’un antibiotique déterminé. Un ATB sera donc actif sur le plan thérapeutique lorsqu’apres
administration, les concentrations réalisées dans le sang ou les tissus sont supérieures a la
concentration minimale inhibitrice (Fontaine, 1992).

1.5.5. Concentration minimale bactéricide (CMB)
La concentration minimale bactéricide qui se définit comme la plus faible concentration
laissant aprés 18 heurs 1 survivant pour 1000 bactéries viables ensemencées (soit 0.01) de

survivants (Larpent et al., 1989).

1.6. Facteurs de variation des parameétres pharmacocinétiques

Il existe trois principaux types de facteurs pouvant modifier les parameétres
pharmacocinétiques d’un antibiotique :
e Des facteurs liés au médicament.
e Des facteurs liés au mode et a la voie d’administration.

e Des facteurs liés a I’animal.



1.6.1. Facteurs liés au médicament

La forme galénique du médicament joue un role capital dans |'absorption et la
distribution du principe actif dans l'organisme. La forme chimique exacte du composé
intervient dans son absorption et sa distribution (Enriquez et Boulouis, 1990). La forme
physique et les excipients jouent un role dans la diffusion du ou des principes actifs. De
nombreux constituants utilisés dans les spécialités pharmaceutiques, interviennent dans la

diffusion (Fiscus-mougel, 1993).
1.6.2. Facteurs liés au mode et a la voie d'administration

1.6.2.1. Administration intraveineuse

L'administration intraveineuse correspond a l'introduction du médicament directement
dans la circulation sanguine. Il n'y a donc pas de phase d'absorption et la phase de distribution
commence immédiatement (Stoltz, 2008).
1.6.2.2. Administration intramusculaire et sous cutané

Les voies intramusculaire et sous-cutanée se distinguent surtout par la distance a
franchir avant d'atteindre la circulation sanguine. En général, la résorption est plus rapide aprés
une injection intramusculaire. Cependant, la vitesse de résorption peut étre augmentée ou

diminuée par la forme galénique (formulation longue action ou retard) (Stoltz, 2008).

1.6.2.3. Administration orale
La voie orale est assez complexe car de multiples facteurs interviennent comme les
particularités du systeme gastro-intestinal dans les différentes espéces, la présence d'aliments

ou encore la maturité du systeme digestif (Stoltz, 2008).

1.6.2.4. Administration intra mammaire
L'administration intra mammaire est une voie couramment utilisée chez les vaches
laitieres. L'absorption est ici fortement modulée par I'état de la glande mammaire elle-méme,

notamment en cas d'infection (Stoltz, 2008).

1.6.3. Facteurs liés a I'animal
Les facteurs liés a I'animal correspondent essentiellement a son espece mais également

al'age ou a I'état physiologique (Enriquez et Boulouis, 1990).



1.7. Pharmacocinétique des antibiotiques
Le terme de métabolisme des antibiotiques désigne I'ensemble des phénoménes
physico chimiques et biochimiques qui régissent le cheminement de ces substances dans

I'organisme (Neuman, 1979; Le Chat, 2007; Saux, 2006).

1.7.1. Absorption
L'absorption correspond au transfert du principe actif depuis son lieu d’administration

vers le secteur plasmatique (Neuman, 1979).

1.7.1.1. Absorption digestive
L'absorption digestive se fait essentiellement au niveau de I'estomac et de l'intestin
gréle. La muqueuse digestive peut étre considérée comme une membrane lipoprotéique a
pores. L'absorption répond donc aux regles du passage transmembranaire. Dans le tube
digestif, la fraction solubilisée d'un antibiotique est seul a étre résorbé, cette résorption résulte
en fait de I'addition de deux vitesses qui sont (Le Chat, 2007) :
e vitesse de dissolution de la forme galénique administrée.

e vit esse de processus de résorption de I'antibiotique a la muqueuse digestive.

1.7.1.2. Absorption parentérale

L'administration par voie parentérale, peut se faire soit par injection intraveineuse, soit
par injection intramusculaire, elle est particulierement utilisée en médecine vétérinaire car elle
représente souvent une voie plus commode que la voie orale (Le Chat, 2007). Le rythme
d'absorption peut étre ralenti par certains artifices modifiant la molécule ou par association de
certains composants par les tissus moins irrigués (peau, tissus graisseux) et qui fait fonction de

réservoir.

1.7.2. Distribution

Apres absorption, les substances chimiques vont étre distribuées dans tout I'organisme,
essentiellement par voie sanguine, elles se fixeront sur divers organes et tissus en fonction de
différents parametres tenant a la substance considérée et a I'organe en cause (Le Chat, 2007).

Toutefois, 'importance de la diffusion dans les tissus est variable selon les médicaments.
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1.7.3. Biotransformation
Au cours de leur passage dans l'organisme, la plupart des médicaments subissent
diverses modifications de leur structure chimique du fait de lintervention de nombreux
systémes enzymatiques. Le foie est le principal lieu de ce métabolisme. Le plus souvent, les
transformations métaboliques inactivent le médicament mais c’est parfois l'inverse qui se
produit. Certains médicaments ne sont pas du tout métabolisés et traversent tels quels
'organisme qui les recoit. Il existe essentiellement quatre principaux types de
biotransformations : I’hydrolyse, I'oxydation, la réduction et la conjugaison, qui aboutissent
généralement a des métabolites plus polaires et plus hydrosolubles, susceptibles d’étre
éliminés plus rapidement que la molécule initiale (Bourin et al., 1994).
Aussi, on peut définir les biotransformations comme un ensemble de réaction biochimique, en
général enzymatiques, ayant pour effet de modifier la structure des substances introduites
dans I'organisme (Fontaine, 1992 ; Le Chat, 2007).
1.7.4. Elimination
Sur le plan cinétique, I’élimination est un facteur essentiel. Il s’agit de déterminer les voies
d’élimination et de quantifier la vitesse d’élimination de I'ATB. La vitesse d’élimination est
appréciée par la demi-vie plasmatique de I'’ATB, méme s’il serait plus correct d’évaluer la
clairance de la molécule (mais ce parametre est plus difficile a déterminer). Il existe diverses
voies d’élimination, mais les deux principales sont la voie hépatique et la voie rénale. La voie
hépatique est difficile a étudier, de ce fait les études la concernant sont peu nombreuses, alors
que les recherches sur la voie rénale sont courantes (Larpent et Sanglier, 1989). Le devenir
d’un antibiotique et son passage (ou non) dans le lait dépend, quelle que soit la voie
d’administration, de trois éléments (Duval et Soussy, 1990).
e Le métabolisme: le médicament est plus ou moins transformé et dégradé au sein de
I'organisme.
e La capacité de la molécule a traverser des membranes: paroi des vaisseaux sanguins,
membranes cellulaires.
e Les modalités d’élimination par les différentes voies: urine, féces, salive et lait.
La concentration d’'un médicament dans le lait sera fonction de sa concentration dans le
plasma, de son poids moléculaire et de son degré de liposolubilité dans les matieres grasses du
lait. La concentration est maximale pour les bases faibles peu liées aux protéines plasmatiques
et plus ionisées dans le lait que dans le sang. L’élimination des ATB par mamelle s’effectue

selon ces données (Rasmussen, 1970).
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CHAPITRE 2 : RESIDUS D’ANTIBIOTIQUES DANS LES DENREES ALIMENTAIRES
D’ORIGINE ANIMALES

2.1. Définition

Les résidus sont définis comme toute substance pharmaco-logiquement active, qu’il s’agit de
principe actif, d’excipient ou de métabolite présent dans les liquides et tissus des animaux
aprés administration des médicaments et susceptibles d’étre retrouvés dans les denrées
alimentaires produit par ces animaux (Laurentie et Sanders, 2002).

L'expression "résidus de médicaments vétérinaires" désigne les résidus de substances
originales, de leurs métabolites ou de leurs impuretés appliquées ou administrées par les
différentes voies a des animaux a titre de médicaments et restant dans certains produits

d’origine animale destinés a I'alimentation (Kélbener et al. 2005; Cartier, 2007).

2.2. Origine des résidus des médicaments vétérinaires

Les résidus sont des substances pouvant apparaitre dans les denrées alimentaires par suite
de l'utilisation de médicaments vétérinaires ou de produits phytosanitaires. Il s'agit de traces
indésirables de médicaments ou de produits phytopharmaceutiques ou de dérivés de ceux-ci

dans le produit final (Chataigner et Stevens, 2003).

Les causes possibles de tels résidus sont (Chataigner, 2004) :

e L’inobservation de la dose ou du mode d’emploi recommandés sur |'étiquette.
e Le non-respect des délais d’attente exigés.
e L'utilisation de matériel contaminé ou incorrectement nettoyé.

e Lacontamination de I’environnement.

2.3. Utilisation des antibiotiques
Le tableau 2 résume les principaux types d'utilisation d'antimicrobiens chez

les animaux destinés a la consommation humaine.

12



Tableau 2: Types d'utilisation d'antimicrobiens chez

'alimentation humaine (Kirkpatrick, 2002).

les animaux destinés a

Type But Voie ou mode | Administration | Animaux
d’utilisation d’administrat- individuelle ou | malades
d’antimicrobiens ion par groupe
Thérapeutique Thérapie Injection, Individuelle ou | Animaux
aliments, eau par groupe malades ou
certains
animaux
dans des
groupes
Métaphylactique | Prophylaxie de | Injection (veaux | Groupe Certains
la maladie | en parc
thérapie d'engraissement
)
Prophylaxie Prévention de | Aliments Groupe Rien
la maladie d'évident,
bien que
certaines
infections
Puissent
étre
subcliniques
Stimulateur de Stimulation de Aliments Groupe Aucun
Croissance la croissance
Indice de Aliments Groupe Aucun

Consommation
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2.3.1. Utilisation des antibiotiques a titre thérapeutique curatif ou en antibio-prévention

Les antibiotiques peuvent étre utilisés a titre thérapeutique curatif dont I'objectif est
d’obtenir la guérison des animaux cliniguement malades et d’éviter la mortalité. Ainsi, ils
peuvent étre administrés a des périodes critiques de la vie, sur des animaux soumis a une
pression de contamination réguliére et bien connue. Dans ces conditions, on parle d’antibio-
prévention car le traitement permet d’éviter totalement I'expression clinique. Cette modalité
d’utilisation des antibiotiques est adaptée a une situation sanitaire donnée et doit étre
provisoire et ponctuelle. L'antibio-prophylaxie est également utilisée lors d’opérations

chirurgicales pour prévenir les infections bactériennes (Stoltz, 2008).

2.3.2. Utilisation en métaphylaxie

Lorsqu'une infection collective et trés contagieuse se déclare dans un élevage avec de
grands effectifs et évolue sur un mode aigu, avec suffisamment d'éléments concordants pour
incriminer une (des) bactérie(s), I'ensemble du groupe d’animaux est traité. Les sujets qui sont
exposés mais ne présentent pas encore de signes cliniques (sains ou en incubation) font donc
I'objet d’un traitement en méme temps que ceux qui sont déja malades. Cette pratique est

gualifiée de métaphylaxie (Maillard, 2002).

2.3.3. Utilisation des antibiotiques comme additifs alimentaires

Les antibiotiques sont utilisés comme facteurs de croissance afin d'améliorer Ia
productivité des élevages (Bories et Louisot, 1998; Sanders, 2005; Jank et al. 2015).

Dans son avis du 28 mai 1999, le comité scientifique directeur de la direction générale
de la commission européenne, a déclaré que l'utilisation en tant que facteurs de croissance
d’antimicrobiens appartenant aux catégories utilisées en médecine humaine et animale, ou
susceptibles de I'étre devrait étre réduite le plus vite possible et a terme proscrite. Dans un
deuxieme avis, adopté en mai 2001, ce comité directeur soulignait que ce processus
d’élimination devait étre planifié et coordonné. Le réglement n° 1831/2003 du 22/11/2003 de
la commission européenne prévoyait la suppression définitive de I'usage des antibiotiques
comme additifs en alimentation animale a la fin de I'année 2005 et c’est en 2006 que 'usage
d’antibiotiques en tant qu’additifs en vue d’améliorer la croissance et les performances des

animaux était banni dans I'union européenne (Guillemot, 2006).
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2.3.4. Conséquences négatives de l'utilisation des antibiotiques chez les animaux
Les conséquences négatives de |'utilisation des antibiotiques chez les animaux sont (Klotins,
2006):
e présence de résidus dans les produits alimentaires d’origine animale (si les délais
d’attente avant 'abattage ne sont pas respectés).

e contamination de I’environnement (excrétion des antibiotiques par les féces, urines...).

Selon Scippo, (2008), ces conséquences sont surtout dues aux mauvaises pratiques:
e produits du marché noir.
e administration sans prescription vétérinaire.

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

2.3.5. Conséquences liées a la présence des résidus d’antibiotiques dans les denrées
alimentaires :
D'apres Laurentie et Sanders (2002), les réflexions sur les résidus et les soucis de protéger
la santé des consommateurs ont abouti au développement de deux concepts complémentaires:
e Les limites maximales de résidus, ou LMR.

e Letemps d’attente, ou TA.

Ces deux concepts sont appligués dans toute [|‘'union Européenne et reconnu

internationalement dans le cadre du codex alimentaire.

2.3.5.1. Limite maximale résiduelle (LMR)
Concentration maximale de résidus résultant de I'emploi d’'un médicament vétérinaire
(exprimé en mg/kg ou en pg/kg sur la base du poids frais) Iégalement permise ou estimée

acceptable dans un aliment (réglement N° 2377/90/CEE).

Selon puyt et sachot ; (2001) sa détermination est basée sur la détermination de la :

*Dose sans effet (DES) : c’est la quantité de résidus la plus élevée n’entrainant aucune
incidence (pharmacologie ou toxicologie) pour le consommateur.

*Dose journaliere admissible (DJA) : elle est obtenue en appliquant a la DES un facteur

de sécurité dépendant du profil toxicologique de la molécule.
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2.3.5.2. Délai d’attente

Il correspond au délai entre la derniére administration d’'un médicament a des animaux,
dans des conditions normales d’emploi et la production de denrées alimentaires issues de ces
animaux, garantissant que ces denrées ne contiennent pas de résidus du médicament en
qguantité supérieure a sa LMR (Tableau 3) (Directive 81/851/CEE).

Le délai d’attente (pour le lait) correspond au premier temps de traite pour lequel la

concentration en résidus est inférieure ou égale a la LMR (puyt et sachot, 2001).

Tableau 3: Délai d’attente de quelques antibiotiques, (Milhaud, 1978).

Antibiotique Animaux de Animaux Volailles
Boucherie Laitiers pondeuses
(OEufs)
Oxytétracycline 2 semaines 1 semaine
Spiramycine 3 semaines 3 semaines 3 jours (Voie orale)
3 semaines

(autres voies

Oléandomycine Voie orale 5 5 jours
Jours
Tylosine 3 semaines 3 semaines 3 jours (Voie
orale), 2
semaines
(formes
injectables
Polymyxine B Voie orale 3
jours

Autres voies 1

Mois
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2.3.5.3. Lien entre temps d’attente et LMR

Les vétérinaires praticiens ou les éleveurs ne peuvent pas estimer la concentration
résiduelle dans les tissus ou dans le lait qui dépend de plusieurs facteurs : liés au médicament
tels que la forme galénique (émulsion, suspension), les conditions d'emploi (posologie, voie
d'administration) mais qui dépendent aussi de I'animal (état physiologique, race).
Ils ne peuvent donc pas utiliser directement la LMR.
Il faut alors déterminer un temps pour lequel les concentrations résiduelles dans les
productions animales sont inférieures aux LMR aprées la derniére administration du

médicament. Ce temps est appelé temps d'attente (Stoltz, 2008).

2.4. Nature des résidus

La nature chimique des résidus est fortement conditionnée par les biotransformations
et les méthodes de dosage et d’identification ont permis de distinguer deux grands types de
résidus : les résidus extractibles et les résidus non-extractibles. Cette distinction est basée sur

les possibilités de passage des composés étudiés dans les solvants d’extraction.

2.4.1. Résidus extractibles

Les résidus extractibles ou « libres » représentent la fraction pouvant étre extraite des
tissus ou des liquides biologiques par divers solvants, avant et apres dénaturation des
macromolécules. Les composés concernés sont le principe actif initial et ses métabolites, en
solution dans les liquides biologiques ou liés par des liaisons non covalentes, donc labiles, a des
biomolécules. Ce sont des résidus précoces, qui prédominent dans les premiers jours suivant
I’'administration du médicament, mais ayant une demi-vie assez bréve et dont le taux devient
généralement négligeable trois a cing jours apres le traitement. lls ne forment qu’une

proportion faible des résidus totaux (Dziedzic, 1988).

2.4.2. Résidus non-extractibles

lIs constituent la fraction des résidus qui persistent dans les échantillons de tissus
analysés apres isolement des résidus libres. Leur nature ne peut étre déterminée qu’apres
destruction quasi-compléte des protéines, par hydrolyse enzymatique ou acide par exemple.
Les résidus non-extractibles forment des complexes macromoléculaires avec des protéines par
fixation du principe actif initial ou d’'un de ses métabolites sur des protéines. Ces résidus liés ont

une demi-vie assez longue et constituent la majeure partie des résidus tardifs (Dziedzic, 1988).
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2.4.3. Niveau des résidus

Les niveaux des résidus sont tres faibles, ils sont exprimés par :
PPm (partie par un million) =1mg/kg
PPb(partie par billion) =1micron g/kg
PPt(partie par trillion) =1nano g /kg

Il ne faut utiliser des denrées provenant d'animaux traités que lorsque tous les médicaments
administrés auront été totalement éliminés. Cependant, compte tenu des grands moyens
analytiques, on aboutit pratiquement toujours a I'existence des résidus décelables mais ils sont

a trés faibles concentrations et ne sont pas forcement toxique (Derache, 1991).

2.5. Propriétés des résidus

2.5.1. Notion de biodisponibilité et de biodisponibilité de relais

La biodisponibilité des résidus pour le consommateur, ou biodisponibilité secondaire
(par opposition a la biodisponibilité du médicament chez I'animal, qualifiée de primaire)
représente la possibilité d’absorption par voie digestive des résidus de médicaments présents
dans une denrée d’origine animale. Elle est définie par la FDA (Food and Drug Administration)
par : « les résidus biodisponibles correspondent aux composés, molécules initiales ou
métabolites, absorbés au niveau du tractus digestif et qui peuvent étre retrouvés dans les
cellules gastro-intestinales, les liquides biologiques ou le CO2 expiré de I'espece qui ingere ces
résidus». Selon la nature des résidus, libres ou liés, la biodisponibilité ne sera pas la méme celle
de la fraction résiduelle extractible est supérieure a celle des résidus liés.
La biodisponibilité des résidus peut étre évaluée par la biodisponibilité globale des résidus
totaux. Il s’agit alors d’une « biodisponibilité de relais » qui nécessite un animal relais.
Des expérimentations ont montré que la biodisponibilité secondaire d’une substance est
inférieure a sa biodisponibilité primaire. Le facteur limitant correspond a la fraction liée des
résidus. L’étude de la biodisponibilité de relais permet d’apprécier le risque encouru par le
consommateur et permet d’aborder les notions de « toxicodisponibilité » et de « toxicité de

relais » (Dziedzic, 1988).
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2.5.2. Notion de toxico-disponibilité

Les métabolites reconnus toxiques sont en général extractibles et donc relativement
Bio-disponibles. Leur toxico-disponibilité est donc toujours a craindre (Dziedzic, 1988).
Les résidus liés sont généralement peu bio-disponibles. Leur toxico-disponibilité est donc faible
(Labie, 1982).
D’autre part, les résidus liés sont également peu accessibles a la réponse immune de

I'organisme pouvant entrainer une réaction allergique.

2.6. Dangers liés a la présence des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires d’origine

animale:

Une portion non négligeable des produits laitiers retrouvés sur le marché, tels les
yogourts et les fromages, sont préparés par fermentation du lait a I'aide de bactéries lactiques.
Les caractéristiques texturales et organoleptiques de ces produits sont directement liées au
degré de croissance de ces bactéries dans le lait de départ. Occasionnellement, et a cause de la
présence des antibiotiques, certains laits sont jugés impropre a la consommation et a la

transformation en produits fermentés (Barbut et Petit, 2007).

Les risques pour le consommateur et la Santé Publique liés a cette présence de résidus

dans les denrées alimentaires sont (Reig et Toldra, 2008) :

e risque de toxicité directe,

e risque allergique,

e risque cancérigéne,

e risque de pathologie liée a la modification de la flore digestive,

e risque d’apparition, de sélection et de dissémination de résistances bactériennes aux

antibiotiques au sein des populations humaines et animales.

La présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires, et notamment le lait,
pose également un probleme a l'Industrie agroalimentaire pour la fabrication de produits
fermentés. Les résidus d’antibiotiques sont alors appelés « inhibiteurs ». Ainsi, la notion
d’inhibiteur correspond a un probléme technologique et la notion de résidu correspond a un

probléme de santé publique (Fabre et al., 2002).
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2.6.1. Toxicité directe des résidus d’antibiotiques

Les antibiotiques sont des médicaments antibactériens d'origine naturelle, produits a
partir des champignons ou des bactéries ou obtenus par synthése ou semi-synthese. lls ont en
principe une toxicité sélective, c'est-a-dire qu'ils sont toxiques pour les bactéries mais non pour
I'organisme; ce qui malheureusement n'est pas toujours vrai. Comme pour tout médicament
actif, les antibiotiques sont susceptibles de provoquer des accidents plus ou moins importants.
Il faut cependant signaler que du fait de leur mode d'administration qui se fait souvent par voie
générale, les antibiotiques constituent une classe relativement peu toxique. Ces effets
indésirables, méme s'ils sont relativement peu fréquents et rarement graves doivent dans
tousles cas faire I'objet d'une déclaration au niveau des centres de pharmacovigilance (Clive et

al, 1999).

2.6.2. Risque allergique

Les résidus des médicaments vétérinaires sont incriminés en allergie humaine et
peuvent étre mis en cause dans certains accidents d’hypersensibilité chez les personnes
allergiqgues en entrainant soit un effet sensibilisant soit un effet déclenchant (effet des
pénicillines) (Diop, 2003).

Sur propositions de COOMBS et GELL, le comité mixte (FAO/OMS, 1990) reconnait qu’en
général la sensibilisation initiale d'un sujet réceptif a lieu apres administration d'une dose assez
importante de substance ayant un pouvoir allergique et qu'un contact ultérieur, souvent avec
une dose beaucoup plus faible, peut provoquer une réponse allergique (FAO/OMS, 1990).

Les antibiotiques, particulierement les dérivés B- lactames et leurs produits de dégradation,
sont bien connus pour provoquer des réactions allergiques. Les patients ayant des antécédents
d’allergie atopique paraissent particulierement susceptibles de développer ces réactions. Les
sulfamides, le triméthoprime, la nitrofurantoine et I’érythromycine ont aussi été associés a des

réactions d’hypersensibilité, particulierement des rashs (Chambers et Sande, 1998).

2.6.3. Risques cancérigénes

Certains antibiotiques ont des propriétés carcinogénes connues. Les résidus de ces
antibiotiques peuvent avoir un effet carcinogene sur le long terme, suite a une consommation

réguliere d’aliments contenant ces résidus. Ces antibiotiques ou composés utilisés comme
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antibiotiques sont alors interdits d’utilisation chez les animaux de production. C’est le cas des
nitrofuranes et des nitroimidazoles (Leitner et al, 2001).

Afin de prévenir tout risque cancérigene chez les consommateurs, I'utilisation des nitrofuranes
est interdite chez les animaux de rente depuis 1993 en France et dans I'Union Européenne
(Réglement 2901/93) ainsi que dans la plupart des pays du monde. La furazolidone a été
interdite, chez les animaux de rente, en 1997 en France en raison d'effets sur la santé,
notamment la possibilité d'un risque cancérigéne en cas de consommation a long terme (Afssa,

2006).

2.6.4. Risque bactériologique

Ces risques bactériologiques sont représentés par deux phénoménes principaux
correspondant a des modifications qualitatives et/ou quantitatives de la flore bactérienne du
tube digestif des consommateurs (Milhaud et Person, 1981) Ce sont :

e La sélection de souches bactériennes résistantes.

e Le déséquilibre de la flore bactérienne normale du tube digestif.

2.6.4.1. Sélection de souches bactériennes résistantes

De nombreux travaux scientifiques ont démontrés que la présence de résidus
d'antibiotiques dans les denrées alimentaires était a I'origine de I'émergence de résistances
bactériennes chez les humains, ceci s'explique par le fait que la présence d'un antibiotique a
des taux supérieurs a la concentration minimale inhibitrice entrainerait des modifications
génétiques au niveau bactérien conférant ainsi a la bactérie la possibilité de survivre en

présence de I'antibiotique en question (Chataigner et Stevens, 2002).

2.6.4.2. Modification de la microflore intestinale

Les antibiotiques peuvent tuer certaines bactéries, ou diminuer leur aptitude a proliférer

dans L'intestin par différents mécanismes qui sont (Lopry et al, 1992) :

-diminution de vitesse de croissance,
-diminution de I'affinité pour le substrat nutritionnel,

-diminution de I'adhésion.
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La flore intestinale est un réservoir de génes de résistance aux antibiotiques : I'utilisation d'un
antimicrobien entraine une perturbation de celle-ci et une rupture de I'équilibre avec I'héte,
pouvant aboutir a l'installation de germes pathogénes et a une dissémination (Chatellet, 2007).
Ce phénomeéne est appelé « abaissement des barriéres microbiologiques » ou «diminution de la
résistance a la colonisation » (Vanderwaaij, 1992).

Notre tube digestif contient des bactéries dites entérobactéries avec lesquelles nous
cohabitons toute notre vie. Leur fonction principale est de nous protéger en permanence
contre les toxines, les microbes, les virus et les germes pathogénes nocifs présents dans
I'environnement mais également dans nos aliments. L’activité des antibiotiques peut provoquer
la mort de certaines bactéries ou diminuer leur aptitude a proliférer dans I'intestin. L’atteinte
de certaines populations bactériennes qui font partie de la flore normale entraine le
développement d’autres populations pouvant étre pathogénes ou opportunistes (Wang et al.
2006; Borras et al. 2011).

Une bactérie résistante aux antibiotiques peut étre sélectionnée par un résidu d’antibiotique,
soit directement par I’élimination de la bactérie sensible correspondante, soit indirectement
par I'affaiblissement des barrieres. Les bactéries non pathogénes résistantes aux antibiotiques
ne sont pas dangereuses. Cependant, la gravité des infections opportunistes est tres
augmentée par les résistances. De plus, ces résistances peuvent étre transmises a des bactéries

pathogenes si leur support génétique est mobilisable (plasmide, transposon) (Stoltz, 2008).
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CHAPITRE 3 : METHODES DE DETECTION DES RESIDUS D’ANTIBIOTIQUES

3.1. Introduction

Selon Scippo (2008), le contréle des résidus d’antibiotiques dans les denrées
alimentaires est un processus complexe et coliteux. Mais il est indispensable pour garantir:
e La protection de la santé publique.
e Le respect des régles qui régissent le commerce.

e La production de matiéres premiéres de qualité pour I'industrie agroalimentaire.

3.2. Méthodes de dépistage

3.2.1. Principe des méthodes de dépistage

Les méthodes de dépistage sont des méthodes qualitatives qui ont pour but de
discerner les échantillons positifs des échantillons négatifs. Ces contrbles sont basés sur
I'analyse d’'un grand nombre d’échantillons. Les échantillons conformes sont acceptés tandis
gue ceux suspectés d’étre non-conformes doivent étre confirmés a I'aide de méthodes de

confirmation.

Les principales exigences des méthodes de dépistage sont (Reig et Toldra, 2007):
¢ La méthode employée doit étre capable de détecter le résidu en-dessous de sa LMR.
+ La méthode employée doit éviter ou réduire au minimum le nombre de résultats faux
négatifs car ces échantillons seront alors considérés conformes et ne seront pas plus
analysés. Selon la Décision (2002/657/EC de la Commission), les méthodes doivent étre
validées et avoir une capacité de détection (CCb) avec une probabilité d’erreur
inférieure a 5 %.

* Les méthodes de dépistages ne devraient pas non plus donner un nombre excessif de
faux-positifs, qui seront plus tard confirmés comme conformes car cela entraine un

surco(t en temps et en matériel.

3.2.2. Description des méthodes de dépistage

Deux types de tests sont utilisés pour rechercher les résidus d’antibiotiques dans les

denrées alimentaires d’origine animale (Tableau 4) (Fergusson et al., 2002) :
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e Des tests microbiologiques qui utilisent le principe de la croissance bactérienne ; ce
Sont des méthodes bactériennes encore appelées méthodes d’inhibition,

e Des tests qui utilisent des méthodes physico-chimiques, tel que la chromatographie en
couche mince, la chromatographie en phase liquide ou la chromatographie en phase
gazeuse, des techniques enzymatiques ou des techniques immunologiques.

[ ]

Tableau 4 : Comparaison entre les méthodes bactériennes et les méthodes physico-

chimiques et immunologiques pour la recherche des résidus d’antibiotiques dans les

denrées d’origine animale (Fabre et al., 2004 ; Brouillet, 2002).

Méthodes bactériennes Méthodes physico-chimiques
et immunologiques
Princip | Mise en évidence du pouvoir d’inhibition Dosage des molécules (résidus
e de la croissance des souches sélectionnées
Les - Méthode officielle des quatre - Spectrométrie de masse
différe | boites - Chromatographie en
ntes - Méthode des trois boites phase liquide
Métho | - Le « Fast antibiotic screen test » - Chromatographie en
des - Le Premi Test phase gazeuse
- Le Delvotest SP® - Chromatographie en
- le Copan Test P® et S 100 ® couche mince
e Valio T® - La méthode E.L.I.S.A
- Tests enzymatiques :
axemple : Test Penzym®
-Tests immunoenzymatiques
Particu | Large spectre de recherche de Grande variabilité des
larités | molécule antibiotique seuils de détection
- Premiére étape des plans de controle - Utilisées pour doser un
- Utilisées quand I’antibiotique est inconnu antibiotique connu
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3.2.3. Méthodes microbiologiques

Les méthodes microbiologiques sont trés largement utilisées en routine, sont
gualitatives et constituent la premiére étape des plans de contréle, et sont basées sur
I'inhibition de la croissance bactérienne. Ces méthodes consistent a effectuer un contréle
positif «un antibiotique auquel la souche utilisée est sensible» et un controle négatif «l’'eau
distillée stérile ou un lait ne contenant pas d’antibiotiques» pour permettre de valider les

résultats (Bergogne-Berizin et Dellamonica, 1999).

3.2.3.1. Méthodes des quatre boites

Repose sur 'utilisation des boites de Pétri sur lesquelles sont déposés des disques de la
viande a tester (Figure 2). Ces boites contiennent différents milieux de culture, sont
ensemencées avec différentes bactéries sensibles a des familles d’antibiotiques différents
(Tableau 5). La présence d’antibiotique dans la viande se traduit, apres 24 heures de culture,
par une zone d’inhibition autour du disque de viande. Si le diamétre d’inhibition est supérieur a

2mm, le morceau de viande est considéré comme positif (Maghuin, 2002).

Figure 2: Méthode des quatre boites (Maghuin, 2002).
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Tableau 5: Présentation de la méthode des quatre boites utilisée pour le controle officiel

(Gaudin et al, 2006).

Boite 1 2 3 4

Souche Bacillus Bacillus subtilis Bacillus subtilis | Micrococcus
subtilis Luteus

pH 6 7.4 8 8

Observation Ajout Trimethoprime

Molécule cible Bétalactames | Sulfamides Aminosides Bétalactames +

+

Tétracyclines

Macrolides

3.2.3.2. Test d’acidification

Pour ce test, on utilise une culture d’'une bactérie capable de dégrader le lactose en

acide lactique et un indicateur de couleur, le pourpre de bromocrésol, qui nous permet de

savoir s’il y a eu acidification du milieu. La souche la plus adaptée pour cette méthode est

Bacillus stearothermophilus var. calidolactis C953 (souche C953, CIP 5281) (Ben Mahdi et

Ouslimani, 2009).

Si le lait analysé contient des antibiotiques alors les bactéries ne dégraderont pas le lactose, la

couleur du milieu reste inchangée. Par contre, I'absence d’antibiotique, se traduit par le virage

de la couleur du bleu vers le jaune, il y a donc acidification (Figure 4) (Singleton, 2008).
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Figure 3 : Principe du test d’acidification (Singleton, 2008).

3.2.3.3. Méthode de diffusion sur gélose

Elle consiste a faire diffuser un antibiotique dans un milieu gélosé contenant une souche
bactérienne sensible a cet antibiotique. Pour ce faire, on dépose des volumes identiques
représentant plusieurs dilutions de la solution contenant I'antibiotique sur des rondelles de
papier buvard. Ces disques sont mis en contact d’une surface gélosée contenant10® & 107
cellules souches indicatrices ou de spores. Pendant I'incubation, I'antibiotique diffuse dans la
gélose de facon radiaire a partir de son point d’application. Aprés 15 a 48 heures a la
température optimale de croissance du micro-organisme, on mesure les diameétres d’inhibition

qui apparaissent sous I'aspect de zones claires (Talnan, 2013).

3.2.4. Méthodes physico-chimiques

Les années 80 ont été marquées par le développement de nouvelles méthodes de
dépistage comme HPLC, la chromatographie sur couche mince et I'électrophorése. Bien que ces
méthodes, produisent des résultats précis du niveau des résidus d’antibiotiques, elles sont
cependant, trés couteuses, trés lentes, et demandent des compétences techniques spécialisées

(Boultif, 2014).
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3.2.4.1. Méthodes enzymatiques

Les méthodes enzymatiques sont trés rapides ont pour principe l'inhibition d’une
enzyme en présence d’un résidu d’antibiotique spécifique. Cette enzyme n’est alors plus
révélée par un indicateur coloré (Bergogne-Berizin et Dellamonica, 1999).

Le test le plus répandu est le Penzyme qui permet de détecter aussi peu que 0.017 Ul des B-
lactames dans le lait en 20 minutes seulement. Repose sur la capacité des B-lactames d’inhiber
I’'enzyme DD-carboxypeptidase responsable de la libération de la D-alanine a partir de I’Acetyl2-
I.Lys-D.Ala-D.Ala. En absence d’antibiotiques, la D-alanine est oxydée par la D-amino-oxydase et
libére du peroxyde d’oxygéne qui en présence d’un indicateur coloré, génére une coloration
rose. En présence d’antibiotiques, cette réaction colorimétrique est inhibée et le lait demeure

blanc (Le Minor, 1982).

3.2.4.2. Méthodes immunologiques

Sont basées sur 'interaction antigéne-anticorps, qui est trés spécifique pour un résidu
particulier. La technique la plus répandue est 'Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) et
le systeme de détection peut étre basé sur des réactifs a enzymes marquées. Il y a différentes
méthodes pour la quantification des antigénes, comme la méthode « double anticorps » encore
appelée ELISA sandwich et le test de compétition directe ELISA (Bergogne-Berizin et
Dellamonica, 1999).

Les Radio-Immuno-Assay (R.l.A.) sont compétitifs et utilisent des anticorps spécifiques pour les
récepteurs des antibiotiques sont basés sur la mesure de la radioactivité du complexe
immunologique en 10 minutes, ces tests permettent la détection des quantités de 05 a 80
partie par billion (ppb) (Le Minor, 1982).

D’autres tests utilisent la luminescence ou la fluorimétrie comme méthode de détection.
Aujourd’hui, il existe de nombreux kits ELISA de différent type utilisables pour un grand nombre
de substances et notamment de nombreux antibiotiques. lls sont disponibles pour un résidu
spécifique ou pour un groupe de composés apparentés comme par exemple le groupe des

fluoroquinolones (Bergogne-Berizin et Dellamonica, 1999).
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3.2.4.2.1. Méthodes radio immunologiques (RIA)

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

carbone 14) (Figure 4, 5) (Stoltz, 2008).

Ag + Ag*+ Ac — AgAc + Ag*Ac
Ag : antigene; Ag™ : antigene marqué; Ac : anticorps

Figure 4: Equation de base des dosages immuno-chimiques par compétition (Stoltz, 2008).
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- Soit des molécules liées au réceptaur
v ©
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RECEPTEUR REFERENCE LIGAND
= anticorps (RIA) = antibiotique radicactif = antibiotique

= par ex. nibosomes (RRA)

Figure 5 : Schéma de principe de RIA et RRA (Maghuin-Rogister et al, 2001).

29



Dans cette technique, on mesure la radioactivité liée aux anticorps apres avoir éliminé la
radioactivité libre. Grace a une courbe de calibration, on peut déterminer la concentration de la
substance dans I'échantillon.

Ces méthodes permettent de détecter des concentrations en résidus de l'ordre du ppb
microgramme par kg) (Stoltz, 2008).

Les anticorps sont généralement trés spécifiques.

Dans certains cas, par exemple pour le béta agoniste ou certains antibiotiques comme les
tétracyclines, il existe des anticorps capables de réactions croisées avec plusieurs substances
différentes d’'une méme famille. Dans ce cas, un dépistage multianalyte est possible. Ces
méthodes sont moins utilisées actuellement, mais plusieurs kits sont encore disponibles

commercialement.

3.2.4.2.2. Test ELISA

L’ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay) est analogue au RIA.
Cette fois I'antigene est marqué par une enzyme dont I'activité liée aux anticorps peut étre
mesurée grace a une coloration correspondant a la transformation du substrat de I'enzyme en
produit.
La réponse est inversement proportionnelle a la concentration en analyte dans I'échantillon.
De nombreux kits de dosage Elisa pour les résidus d’antibiotiques ont été développés (Reig et
Toldra, 2008; Jenster et al. 1992).

Elle est cependant dépourvue des inconvénients liés a I'utilisation de la radioactivité.

3.2.4.3. Méthodes chromatographiques

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) et la chromatographie liquide
ultra performance (UPLC) sont les méthodes chromatographiques les plus utilisées. Ces
méthodes physico-chimiques sont basées sur I'extraction et la purification des antibiotiques a
partir des tissus ou des liquides comme le lait (Bergogne-Berizin et Dellamonica, 1999).

De ce fait, la séparation de composés en solution élués s’effectue a travers une colonne
chromatographique a I'aide d’une phase mobile liquide percolée grace a une pression élevée.
Effectivement, il existe une réelle interaction triple entre I'analyte, la phase stationnaire et la

phase mobile basée sur I'affinité physico-chimique entre les trois (Boultif, 2015).
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3.2.4.3.1. Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Couplé a un systéeme d’injection des échantillons a analyser et a un systeme de
détection en continu au sein d’'un chromatographe, un tel systeme de séparation permet des
analyses fines d’une grande qualité dans la mesure ou les différents constituants des mélanges
sont séparés avant d’étre déterminés quantitativement. Les techniques de chromatographie
liguide sont en plein essor pour le contréle en laboratoire grace a la possibilité
d’automatisation (injection, élution, nettoyage de la colonne, détection) (Figure 6). L'utilisation
assistée par ordinateur pour le traitement des données réduit le temps nécessaire pour le

traitement d’un échantillon (Caude et Jardy, 2001).
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Figure 6 : Principe d’un chromatographe en phase liquide (Caude et Jardy, 2001).

L'utilisation des étalons de concentrations connus permet d’identifier et de quantifier les
composants d’un échantillon (Caude et Jardy, 2001).

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

e Le dosage s’effectue grace a la mesure puis la comparaison de l'aire du pic d'élution de

la substance de référence (étalon) a celle du produit a analyser.
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La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été choisie comme méthode
analytique pour confirmer la présence d’antibiotiques appartenant a plusieurs familles dans
divers échantillons (viandes blanche et rouge, foie, rein...) (Abiola et al., 2005), ont utilisé cette
méthode pour confirmer la présence de tétracycline, de sulfamides, de nitrofuranes et de
chloramphénicols dans le gésier et le foie de poulet (Laurentie et Sanders, 2002).

Ont ciblé les molécules suivantes dans divers matrices: ampicilline, les tétracyclines
(Chlorotétracycline, oxytétracycline, tétracycline), les macrolides (Tyrosine, érythromycine,
spiramycine), Chloramphenicol et hygromycine. Le traitement des échantillons passe par une
phase d’extraction dont le protocole differe d’une famille a une autre (Lee, 2007).

L'HPLC peut étre couplée a la spectrométrie de masse (CL/SM-SM) pour détecter et quantifier
les résidus d’antibiotiques dans divers matrices (Gaudin et al., 2005 ; Krebber et al., 2006;

Kunihiro et Kishida, 2007).

3.2.4.3.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

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

2002).
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3.3. Méthodes de confirmation

Les méthodes de dépistage doivent étre complétées par des méthodes de confirmation
qui sont appliquées sur les échantillons détectés positifs par les méthodes de dépistage. Les
méthodes de confirmation doivent identifier sans ambiguité la molécule de résidu et doivent
pouvoir la quantifier a un niveau au moins deux fois inférieur a la LMR. La procédure compléte
pour une analyse de confirmation est colteuse en temps, en équipements et en produits
réactifs. De plus, elle nécessite un personnel formé avec un bon degré d’expertise (Reig et

Toldra, 2007).

Les méthodes de confirmation sont aujourd’hui des méthodes physico-chimiques, la
confirmation des échantillons positifs se fait au moyen de méthodes analytiques comme :

e La chromatographie liquide haute performance avec ionisation électro-spray a
pression atmosphérique (HPLC-ESI) associée a la spectrométrie de masse (SM) (Laurentie et al.,
2002). C’est la technique de choix pour identifier et doser le chloramphénicol par exemple (Reig
et Toldra, 2007).

e [|'HPLC-SM avec ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI en anglais) (Combs

et al., 1999; Delepine et al., 2002; Reig et Toldra, 2007).

La chromatographie liquide associée a la spectrométrie de masse en tandem est utilisée depuis
le début de I'année 2002 par le laboratoire national de référence pour la confirmation des
échantillons trouvés positifs par les méthodes microbiologiques dans le cadre du programme
de contréle des résidus d’antibiotiques mis en place par la DGAI Cette technique est également
utilisée pour la confirmation des échantillons détectés positifs dans le cadre des plans de
surveillance et de contréle des substances interdites telles que le chloramphénicol et les
nitroimidazolés Des développements sont également en cours au laboratoire national de
référence, pour des substances interdites telles que les nitrofuranes (Tableau 6) (Delepine et

al., 2002).
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Tableau 6 : Analyses de laboratoires pratiquées dans le contrdle des résidus d’antibiotiques

(DGPA ; 2015).
Analytes Risque pour Législation | Screening Confirmation
Recherchés le
consommateu Méthode |Laboratoir | Méthode |Laboratoir
r e e
Chloramphenico | Aplasie Substance |LC/MS/M |INRAP LC/MS/M | ANSES,
I médullaire s S S France
Nitrofurannes, | Mutagene - Interdites
Nitroimidazoles | Cancérigene
Pénicillines Allergie Antibiotiqu | Premitest | LDA HPLC ANSES,
Céphalosporines es Screening | Dordogne France
Macrolides autorisés,
Tetracyclines usage
Sulfamides raisonné IRVT

Aminoglycoside
s

Quinolones
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CONCLUSION

Les matrices alimentaires d’origine animale (lait, viande, ceufs, miel, etc) sont
susceptibles de contenir des résidus de médicaments vétérinaires et plus particulierement des
résidus d’antibiotiques suite a des traitements préventif ou curatif sur des animaux. Les résidus
sont définis comme des substances pharmacologiquement actives, persistant dans les denrées
alimentaires aprés I'administration a un animal (principe actif, métabolite, excipient, etc) et

pouvant présenter un danger pour la santé humaine.

Il convient donc de s’interroger sur les risques qu’encourent les consommateurs vis-a-vis de
cette présence qui peut conduire a un développement des réactions allergiques chez certains
individus hypersensibles, a I'’émergence de la résistance bactérienne, a la perturbation dans la
composition de la flore digestive, a 'augmentation du risque de la carcinogénicité jusqu’a la

toxicité aiglie pouvant causer la mort (cas du chloramphénicol).

En Algérie, un mauvais usage des antibiotiques peut étre constaté; par conséquent, il est
urgent que tout ceux qui sont impliqués dans le geste thérapeutique prennent conscience de ce

probléme et contribuent chacun de son c6té a préserver I'arsenal antibiotique disponible.
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RECOMMANDATIONS

La plus part de denrées alimentaires d’origine animale échappe a tout control hygiénique
et sanitaire, elles peuvent contenir des résidus d'antibiotiques, néfaste pour la santé du
consommateur et pour la transformation. Pour minimiser les accidents de ces derniers, nous

recommandons:

e L’identification des animaux traités.

e L’'observance des prescriptions délivrées par son vétérinaire en respectant strictement
les posologies, les voies d’administration et les temps d’attentes indiqués sur
I'ordonnance.

e FEtablir une prescription, systématique et rationnelle, pour tout traitement délivré.
L'ordonnance, qui matérialise cette prescription, doit indiquer clairement I'animal
concerné, le mode d’emploi de chaque médicament, la dose, la durée d’administration,
et les délais d’attentes.

e Limiter les usages hors AMM (Autorisation de la Mise sur Marché) des médicaments.

e Préconiser des temps d’attentes plus longs, lors d’'usage hors AMM.

e Bien raisonner la voie de traitement.

e Toutes les denrées alimentaires d’origine animale doivent subir un control

systhématique.
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