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Recherche des résidus a activité antibiotique
dans les tissus animaux

l. — Mise av point d’une méthode de détection
des antibiotiques dans le muscle

D. FriEREs et P. VALDEBOUZE

avec la collaboration technique de F. BALLAND
Note présentée par M. J. JACQUET

L’utilisation des antibiotiques en élevage pose un important
probleme. En effet, les hygiénistes craignent que les aliments
d’origine animale contiennent des résidus qui pourraient provoquer
chez ’homme des phénoménes d’allergie et de toxicité, ainsi que
Papparition de souches bactériennes résistantes (GOUNELLE et
SzakvARY, 1965). Aussi est-il apparu nécessaire de pouvoir détecter
les antibiotiques & faible dose dans les tissus et produits animaux.

A ce point de vue, le lait et les produits laitiers ont fait 1’objet
de nombreux travaux (AucLAIR et VassaL, 1964 ; KastLi, 1968 ;
JACQUET, 1952, 1953, 1966, 1967 ; JACQUET et RiQUIER, 1968). Les
études sur les viandes sont moins fréquentes et portent sur un
nombre limité d’antibiotiques : tétracyclines (TomMrvama et al.,
1960 ; MErREDITH et al., 1965), pénicilline (PI1TRE, 1964), tétracy-
clines et pénicilline (PEDERSEN, 1961), streptomycine et tylosine
(KLINE et al., 1965), tylosine (VALDEBOUZE et al., 1969). KRAMER
et al. (1968) ont proposé des méthodes pour la recherche de pénicil-
line, bacitracine, tétracyclines, streptomycine, néomycine, polymy-
xine et novobiocine dans le lait, les produits laitiers et les tissus
animaux. Mais, dans le cas ou I'origine de la « contamination » est
inconnue, elles doivent étre appliquées simultanément, ce qui est
matériellement impossible.

C’est la raison pour laquelle nous avons voulu mettre au point
une méthode de détection dans les viandes de tous les antibiotiques
dont I'utilisation est autorisée en France a titre nutritionnel (chlor-
tétracycline, oxytétracycline, érythromycine, bacitracine, hygro-
mycine, framycétine, pénicilline, néomycine, spiramycine, oléan-
domycine tylosine)) ou thérapeutique (chloramphénicol, strepto-
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mycine, tétracycline). Etant donné les faibles doses a mettre en
évidence et les propriétés physicoch imiquesdifférentes des subs-
tances considérées, la voie microbiologique semble étre la plus
efficace. Nous avons choisi une méthode qui consiste a laisser
diffuser ’antibiotique déposé sur un disque de papier filtre dans
une gélose préalablement ensemencée et a observer les inhibitions
de croissance produites. La technique comporte trois étapes : extrac-
tion par trois solvants, concentration de I’extrait par dépdts répétés
de ce dernier sur disque et mise en évidence de l'action antibacté-
rienne sur quatre germes tests.

A. — JUSTIFICATION DE LA METHODE

1. — Extraction.

Certaines techniques mettent en évidence I’antibiotique directe-
ment & partir du broyat musculaire, sans extraction préalable
(PiTRE et OBATON, 1964 ; TakAcs and Kovacs, 1969). Une mise
en solution semble, cependant, préférable car les protéines génent
la diffusion de la substance active. Le choix des solvants a été
guidé par deux critéres :

a) Solubilité des substances considérées : les unes sont solubles
en milieu organique, les autres dans I’eau. D’autre part, la solubilité
varie selon que le produit est a I'état de sel ou de base.

b) Stabilité a des pH différents.

Les trois solvants choisis nous permettent de réunir ces diverses
conditions. Le solvant I (méthanol pur) convient aux antibiotiques
solubles en milieu organique et stables a pH acide. En effet, le pH
d’un broyat de muscle avec le méthanol est de 5,5. Ce solvant a sur
d’autres 'avantage d’extraire un plus grand nombre de substan-
ces, de précipiter les protéines et de s’évaporer rapidement, ce qui
facilite la concentration de l'extrait. Les solvants II (méthanol
pur-tampon pH 8 bicarbonaté 1:1 [v/v]) et III (eau distillée
tampon pH 8 bicarbonaté 3 : 7 [v/v]) correspondent aux produits
stables 4 un pH voisin de la neutraliteé.

Cependant, un produit n’est jamais totalement soluble dans
un solvant et totalement insoluble dans un autre. Dans le tableau 1
sont indiqués les solvants les mieux adaptés aux divers antibiotiques.
Ce critére permet de classer les antibiotiques en trois groupes
{1 — 2 — 3) selon le solvant qui se montre le meilleur.
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TaBLEAU 1

Solvants d’extraction et germes tests permettant d’obtenir
les sensibilités optimales

Groupe ‘ Antibiotique Solvant Germe-test eSner;)s.ill))i‘li:;:'a'

Bacitracine ......... I M. flavus 0,05

k Chloramphénicol.. ... I B. cereus 5,0

1 S Chlortétracycline . ... I B. cereus 0,04
Oxytétracycline ..... I B. cereus 0,09

, Tétracycline ........ I B. cereus 0,09

i Erythromycine ..... IT S. lutea 0,01

9 s Oléandomycine .. ... II B. cereus 0,09
, Spiramycine ........ II S. lutea 0,09

\ Tylosine ........... 11 S. lutea 0,20
Framycétine ........ 111 B. subtilis 0,20

( Hygromycine ....... 111 B. subtilis 30,0

3 g Néomycine ......... 111 B. subtilis 0,20
Pénicilline .......... 111 S. lutea 0,10

( Streptomycine ...... 111 B. subtilis 0,20

2. — Concentration de lextrait.

I1 est inutile d’insister sur la nécessité de concentrer au maximum
Textrait pour accroitre la sensibilité de la détection.

Le procédé utilisé est celui proposé par PiTrRE et OBaToN (1964),
et déja appliqué au dosage de la tylosine dans les tissus de porc
(VALDEBOUZE et al. 1969). Il consiste a augmenter la quantité
d’antibiotique fixée sur le disque par adjonctions répétées de liquide.

Les extraits a base de méthanol s’évaporent facilement et on
peut en déposer sur chaque disque XVI gouttes. En revanche,
les surcharges d’extraits aqueux, moins volatils, restent en pratique
inférieures & X gouttes. Nous avons, d’ailleurs, constaté que I'aug-
mentation du nombre de gouttes au-dela de ce point n’améliore pas
la sensibilité, mais au contraire, la diminue.



TABLEAU 2

Seuil de détection des différents antibiotiques ajoutés en surcharge & du muscle de pore
Résultats exprimés en parties par million (p. p. m.)

Solvant I Solvant II Solvant 111

Antibiotique ceﬁ'us subﬁ:lis luia ﬂ%&s cerl'?e'us subB;;'lis hﬁéa ﬂgzus ceﬂ'us sulﬁ;'lis llgéa ﬂ:({;ts
Chlortétracycline. | 0,04 0,09 | 020F | 0,40F | 0,09 0,7 - == 1,0 — — —
Oxytétracycline .| 0,09 0,40 08 F| 08 F 0,40 1,0 — — — — — —
Tétracycline ....| 0,09 0,40 — — 0,20 0,8 — — 1,0 — == —
Bacitracine ..... — — 0,20 0,05 — — 0,6 0,20 — — 1,0 0,8
Erythromycine ..| — — 0,20 = 0,09 0,09 0,01 0,8 F| 0,09 0,09 0,02 0,8
Oléandomycine ..| 0,40 — = — 0,09 0,40 0,40 F| 0,40 F| 0,09 0,40 0,10 0,40 F
Spiramycine .... — == — = 0,7 0,7 0,09 0,40 — — 0,09 0,7
Tylosine ........ = = 0,8 F | 0,20 0,8 0,40 0,20 0,20 1,0 1,0 0,40 0,40
Pénicilline. ...... — 0,20 0,20 0,40 — 0,10 0,02 1,0 — 0,20 0,10 —
Néomycine ..... — — — — — — — — — 0,20 — —
Framycétine. . ... — — —_ = —_ — —_ — — 0,20 — —
Streptomycine .. — — — — — 0,40 — — —_ 0,20 —_ —

— Pas d’action inhibitrice 4 des concentrations inférieures a4 1 p. p. m,

F : zones & contours flous,

8€8
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3. — Mise en évidence de I'antibiotique.

Parmi les micro-organismes possibles, ont été retenus ceux que
distinguent leur polyvalence et leur sensibilité aux antibiotiques.

Quatre germes ont été jugés nécessaires pour les déterminer
tous : Micrococcus flavus, Sarcina lutea, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis. Nous avons indiqué dans le tableau 2 lequel d’entre eux
est le plus sensible a un antibiotique déterminé. Les concentrations
des ensemencements sont abaissées au maximum de fagon a obte-
nir, pour une dose donnée d’antibiotique, la zone d’inhibition la
plus grande possible, qui reste nette. Deux couches de gélose
sont généralement utilisées ; la premiére sert de support a la
seconde, qui est seule ensemencée. Dans les cultures de B. cereus,
nous avons pu supprimer la couche de base, ce qui, & ensemen-
cement égal, augmente la sensibilité, comme 1’ont remarqué KLINE
et al. (1965).

4. — Interprétation des résultats.

Lors de la mise au point de la méthode, une gamme de chaque
substance étalon a été préparée dans les trois solvants et ajoutée
en surcharge a du muscle de porc. Son activité antibactérienne
testée sur les 4 micro-organismes choisis a permis de connaitre la
sensibilité des différents germes en fonction du solvant d’extraction.
Le tableau 2 regroupe les limites de sensibilité pour les antibioti-
ques étudiés. Lors de I’analyse d’un échantillon, les critéres de
solubilité et de sensibilité aux différents germes sont les deux
facteurs essentiels de différentiation des antibiotiques. Mais celle-ci
n’est possible que dans le cas ou un seul antibiotique est présent, et
encore sous forme libre.

Par exemple, a la lecture des boites, on observe les résultats
figurés dans le tableau 3.

TaBLEAU 3
Solvant B. cereus B. subtilis M';{::Z?“s S'l’l: tcel:a
) — — = _
Im.......... + — — +
Ir ......... + — — ‘ +

+ présence de roues d’inhibition.
— absence de roues d’inhibition.
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La substance provoque I’apparition de zones d’inhibition unique-
ment lorsqu’elle est extraite par les solvants II ou III. Tous les
antibiotiques classés dans le troisitme groupe inhibent les cultures
de B. subtilis, ce qui n’est pas le cas ici. Il s’agit donc d’un produit
du deuxiéme groupe. Or, dans cette série, il y a un seul cas ou une
action antibiotique s’exerce a faible concentration, a la fois sur
B. cereus et S. lutea et sur eux seuls : ’oléandomycine.

B. — REsuLTATS

La validité de cette méthode a été étudiée dans deux séries
d’expériences portant sur :

1) la recherche de résidus a action antibiotique dans les tissus
d’animaux ayant recu une dose alimentaire connue d’un antibio-
tique déterminé ;

2) des essais d’identification d’antibiotiques ajoutés en surcharge
a du muscle de pore.

1. — Recherche d’un antibiotique dans les tissus d’animaux ayant
regu une dose connue.

Les tissus de trois lots d’animaux ont été analysés :

a) dans un lot de vingt poulets nourris durant toute leur crois-
sance avec un aliment a 12 g par tonne de chlortétracycline (dose
normale), nous n’avons pu mettre en évidence de résidus, ni dans
la chair (cuisse, blanc), ni dans le foie de ces animaux ;

b) neuf poulets ont re¢u un aliment a 1.000 g par tonne d’oxyté-
tracycline (20 a 50 fois la dose habituelle) pendant 12 jours, et ont
été abattus aprés 48 heures de jeine hydrique. L’analyse a porté
sur les mémes tissus que précédemment. Elle a montré (tableau 4)
la présence de résidus allant de 0,09 a 0,17 p. p. m. dans le foie
(4 animaux), de 0,14 a 0,19 p. p. m. dans le blanc (4 animaux) et de
0,09 a 0,40 p. p. m. dans les cuisses (6 animaux). Les tissus ou se
retrouvaient les traces d’antibiotiques n’appartenaient pas toujours
aux mémes individus : la présence simultanée de ’activité antibio-
tique dans les trois tissus d’'un méme animal n’a été observée que
dans deux cas;

¢) sur 10 porcs ayant ingéré durant toute leur croissance (entre 20

et 100 kg) un aliment contenant 100 g par tonne (5 fois la dose
normale) de tylosine, aucune activité antibiotique n’a pu étre
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décelée dans les divers tissus prélevés (muscle, graisse, foie, rein,
sang) (VALDEBOUZE et al., 1969).

2. — Essai d’identification d’antibiotiques ajoutés séparément en
surcharge @ du muscle de porc.

Différents antibiotiques, inconnus de l’expérimentateur, ont
été ajoutés en surcharge & du muscle de porc & une concentration
double de la limite de sensibilité précisée au tableau2 et a 1 p. p. m.
I a été possible d’identifier la bacitracine, le chloramphénicol,
la tylosine, I'oléandomycine, la spiramycine, I’érythromycine, la
pénicilline, la streptomycine et 1’hygromycine. Par contre, les
substances des deux groupes suivants n’ont pu étre séparées entre
elles :

— chlortétracycline, oxytétracycline, tétracycline
— néomycine, framycétine.

C. — DiscussioN
1. — Sensuibilité.

La maniére de déterminer la sensibilité de la méthode, en sur-
chargeant le tissu témoin avant broyage, est celle qui a déja été
utilisée dans le dosage de la tylosine dans les tissus (VALDEBOUZE
et al., 1969). Ce procédé semble préférable, car il tient compte des
possibilités de fixation des antibiotiques sur les protéines, qui dans
notre méthode sont précipitées par le méthanol.

L’examen du tableau 1 montre que la majorité des substances
peuvent étre détectées a des concentrations situées entre 0,01
et 0,2 p.p. m., ce qui peut étre considéré comme une sensibilité
satisfaisante. Cependant, une réserve doit étre faite pour le chlo-
ramphénicol et ’hygromycine qui ne sont mis en évidence qu’a
des doses nettement supérieures, respectivement 5 p.p.m. et
30 p. p. m.. Dans le cas du chloramphénicol, cette limite de sensi-
bilité est trop élevée, étant donné les accidents toxiques par atteinte
de la moelle osseuse que peut provoquer ce médicament.

2. — Spécificité.

Comme le faisaient remarquer JAcQUET et RiQuiEr (1968) a
propos du lait « une sensibilité aussi grande peut parfois devenir
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un inconvénient dans la mesure ou I'inhibition de la culture n’est
pas spécifique ». On peut craindre, en effet, que des substances
autres que des antibiotiques aient une action antibactérienne.
C’est pourquoi nous avons étudié les interférences possibles prove-
nant des anticoccidiens et des sulfamides. D’autre part, de méme
que dans le lait certains constituants naturels, les lacténines,
peuvent interférer dans la recherche des antibiotiques, de méme dans
les muscles témoins de certaines espéces on observe la présence de
substances a action inhibitrice.

1) Interférence des anticoccidiens.

Le D. O. T. et 'amprolium n’interférent pas; mais, le nitrofu-
razone et le furazolidone ont une action antibactérienne sur les
cultures de B. cereus a partir respectivement de 4 et 2 p. p. m., et
peuvent étre confondus avec les tétracyclines.

2) Interférence des sulfamides.

Deux sulfamides couramment utilisés en thérapeutique vétéri-
naire ont été testés : la sulfaguanidine et la sulfaméthoxypyridazine.
Ces deux substances n’interférent qu’a des concentrations élevées :
respectivement 1700 p. p. m. et 250 p. p. m., et uniquement sur
les cultures de B. subtilis.

3) Interférence de substances naturelles.

Quelques essais sur le muscle de veau et de beeuf témoin ont mis
en évidence la présence dans ces tissus d’un composant inhibant
les cultures de M. flavus, cet effet étant plus marqué chez le
beeuf. SiI'on améne I'extrait méthanolique 4 pH 7, on constate la
disparition de ces zones.

Ce type d’observation a déja été fait par plusieurs chercheurs
{SKARNES et WATSON, 1957 ; HANSEN et al., 1963 ; PEDERSEN, 1965 ;
JAacqQuerT, 1967). HANSEN et al., pensent que cette inhibition serait
due a Iacide lactique. Mais des surcharges d’acide lactique sur un
muscle de porc ne provoquent cette action qu’a partir d’une
concentration de 1 p. 100 et sur les quatre germes tests.

Pour éviter cette interférence, la méthode a été modifiée comme
suit, pour les examens de muscle de veau et de beeuf : la partie
de T'extrait méthanolique mise en contact avec les cultures de
M. flavus est amenée & pH 7 avec de la soude N. Ceci n’empéche pas
de détecter la bacitracine.
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TABLEAU 4

Résidus d’oxytetracycline dans les tissus de poulets
Résultats exprimés en p. p. m. de tissu frais

Poulet Foie Blanc Cuisse

1 0,09 0,14 —

2 — — 0,40
3 — — 0,12
4 0,09 0,14 0,13
b} 0,19 — —

6 — — 0,09
7 — — —

8 0,17 0,15 0,11
9 — 0,19 0,13

— pas de résidus a des concentrations < 0,08.

D. — CoNcLUSION

Nous disposons d’'une méthode permettant de détecter dans les
tissus et organes des animaux tous les antibiotiques sous forme
libre et & des concentrations généralement faibles. Mais il faut étre
trés prudent quant a I’origine de la substance inhibitrice. Lors de
I’examen de viandes de provenance inconnue, aucune identification
ne peut étre faite avec certitude puisque I’on ignore toujours si un
ou plusieurs produits ont été administrés a I’animal. Enfin, certains
antibiotiques peuvent étre fortement liés aux protéines et ainsi
échapper a toute détection. Une telle méthode nous a permis,
malgré ses imperfections, d’aborder le probléme des résidus a acti-
vité antibiotique dans les viandes et d’en évaluer I'importance
pratique.
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