République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
/s ?
Université MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou

Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques

Département des sciences alimentaires

Mémoire de fin d’études
En vue de ’obtention du dipldme de Master en sciences alimentaires

Option : Agro-alimentaire et contréle qualité

Theme

Détection des résidus d’antibiotiques dans le lait cru issu du circuit
formel et informel dans la région de Tizi Ouzou

Réalisé par :
M IMARAZENE Mahmoud
M LARIOUAT Sofiane

Devant le jury composé de :
Promotrice : M™ Benmallem Remane Y Maitre de conférences B
Président : M Msela A Maitre de conférences B

Examinatrice : M™ Lammi Mefidene S Maitre de conférences B

Année universitaire : 2023-2024




Remerciement

Nous remercions Allah, le tout puissant, de nous avoir donné 1’énergie pour aller au bout de

ce travail.

Le présent mémoire a été revu, corrige et approuve par notre promotrice Madame Ben
Mallem Remane Y, Maitre de conférences "B". Nous la remercions avant tout de la confiance
qu’elle a manifesté a notre égard, mais aussi pour ses conseils avisés et son soutien tant moral

que scientifique.
Nous tenons a remercier notre honorable jury:

M. Msela A Maitre de conférences "B" a I'université de Tizi Ouzou qui nous a fait

I'nonneur d'accepter la présidence de jury.

Mme. Lammi Mefidene S Maitre de conférences "B" a I'université de Tizi Ouzou qui

nous a honoré de faire partie de notre jury et a consenti d'examiner ce travail.

Nos remerciements s’adressent également, a I’ensemble des enseignants du département
des sciences alimentaires de I'Université de Tizi Ouzou qui ont contribué a notre

formation.

Nous tenons aussi a remercier les responsables du 1’industrie laitiere FERMIER pour
leur accueil chaleureux et leur aide, et a I'égard de toute personne ayant pris part de pres
ou de loin dans I'accomplissement de ce travail.

Nous exprimons notre gratitude a chaque éleveur, en les nommant individuellement, pour leur
compréhension et pour nous avoir fourni des échantillons de lait.




Dédicace

Avec I’expression de ma reconnaissance, je dédie ce modeste travail
accompagné d’un amour profond a :

Celle qui s’est sacrifiée pour me voir réussir, ma chere mere
«FLORA ».
A celui qui m’a guidé et aidé et a fait de moi un homme mon cher pére
«MAKHLOUF ».
A ma chére sceur « THILLELI».
A mon cher petit frére « MOUHEND SAID ».

A « SABRINA ».
A toute ma famille.

Spécialement a mon bindbme « SOFIANE » et toute sa famille.

A toute la promotion « Agroalimentaire et Controle de qualité ».

Et a tous ceux qui ont contribué de loin ou de prés a la réussite et la
réalisation de ce mémoire.

Merci.

Mahmoud




Dédicace

Tout d'abord, je dedie ce travail a mes parents qui m'ont soutenu tout le
temps, et qui m'ont donné I'espoir et le courage d'achever ce travail. Sans

oublier mes deux fréres, ma sceur et toute ma famille.

Je tiens a remercier tous mes amis pour leur soutien, surtout "Rafik, Ramzi,
Mouh, Massi Ing, Massi, Mouloud, Belkacem, Amar et Mahmoud". Vous
avez tous été la pour moi quand j'ai eu besoin de courage, vous étes si
importants pour moi quoi qu'il arrive. Merci encore de m'avoir aide a

trouver des solutions.

Je me dédie a moi-méme, a mon ame pour avoir terminé le travail et avoir

été patient face a tous les obstacles que j'ai rencontrés.

J'apprécie vos precieux efforts, vous serez toujours mes préferés.

Je vous aime tous, SOSO.




Résume :

L'administration fréquente des antibiotiques aux animaux d'élevage, a des fins thérapeutiques
ou pour favoriser leur croissance, peut entrainer la présence de résidus d'antimicrobiens dans le
lait. Ces résidus ont des répercussions importantes sur la santé publique et I'économie pour les
raisons suivantes : réactions allergiques, sélection de bactéries résistantes, toxicite, et I’entrave
a la production de certains produits alimentaires. La cause principale de la présence de résidus
d’antibiotiques dans le lait est le non-respect des délais d’attente. L'objectif de cette étude est
de détecter les résidus d’antibiotiques dans le lait cru destiné a la transformation (CF), et celui
de CIF produit dans des différentes régions de la Wilaya de Tizi Ouzou (Algérie). Un total de
35 échantillons de lait ont été prélevés dans plusieurs fermes et examinés. Le premier dépistage
des échantillons a été effectué par un test dacidification utilisant Géobacillus
stéarothermophilus, suivi d'un test de confirmation sur gélose MH inclinée en utilisant des
spores de G. stéarothermophillus et B. subtillis. Nos résultats ont montré une forte présence de
résidus d'antibiotiques dans le lait cru, avec 16 échantillons positifs (45,71 %). La plupart
d'entre eux contenaient de la pénicilline et/ou de la tétracycline (93,75 %), suivis par des
macrolides et/ou des aminoglycosides (6,25 %). Les résultats indiquent que la plupart des
éleveurs ne respectent pas toujours le délai entre I'administration d'antibiotiques et la collecte
du lait. Par conséquent, le controle des résidus d'antibiotiques doit étre une préoccupation
majeure pour les producteurs et les transformateurs afin de protéger la santé des consommateurs

et d’éviter les pertes économiques dans les industries laitieres.
Mots clés :

Antibiotique, résidus d’antimicrobien, bactéries résistantes, toxicité, réactions allergiques.

délai d’attente, test d’acidification, test de confirmation,



Abstract:

The frequent administration of antibiotics to farm animals, for therapeutic or growth-
promoting purposes, can lead to the presence of antimicrobial residues in milk. These residues
have a major impact on public health and the economy for the following reasons: allergic
reactions, selection of resistant bacteria, toxicity, and hindrance to the production of certain
food products. The main cause of antibiotic residues in milk is non-observance of withdrawal
times. The aim of this study is to detect antibiotic residues in collected and uncollected raw
milk produced in different regions of the Wilaya of Tizi Ouzou (Algeria). A total of 35 milk
samples were collected from several farms and examined. Samples were first screened by an
acidification test using Geobacillus stearothermophilus (calidolactis variety ATCC 10149),
followed by a confirmatory test on MH agar with spores of G. stearothermophillus and B.
subtillis. Our results showed a strong presence of antibiotic residues in raw milk, with 16
positive samples (45.71%). Most of these contained penicillin and/or tetracycline (93.75%),
followed by macrolides and/or aminoglycosides (6.25%). The results indicate that most farmers
do not always respect the delay between antibiotic administration and milk collection.
Consequently, the control of antibiotic residues must be a major concern for producers and

processors in order to protect consumer health.

Key words :
Antibiotic, antimicrobial residues, resistant bacteria, toxicity, allergic reactions. waiting period,

acidification test, confirmation test.
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Introduction générale

La santé humaine est directement liée a I'environnement, et en particulier a la nature et a la
qualité des aliments qui préoccupe largement les autorités de santé publique du monde entier, car
les médicaments vétérinaires ont joué un rdle important dans le domaine de I'élevage et de I'agro-
industrie (Beyene, 2015). La sécurité sanitaire des denrées alimentaires est une préoccupation de
plus en plus importante en matiere de santé publique. Les maladies d’origine alimentaire sont
généralement causées par 1’ingestion des agents pouvant étre de nature chimique, physique ou
infectieuse (bactéries, parasites, etc.) (Serge et al., 2015). Le lait est le liquide sécrété par les
glandes mammaires des femelles mammiferes. Il contient presque tous les nutriments nécessaires
a la vie. Depuis les temps les plus reculés, I'hnomme utilise le lait de chévre, de brebis et de vache
pour se nourrir. Aujourd'hui, le terme "lait" est synonyme de lait de vache. Le lait d'autres
animaux est indiqué en toutes lettres, par exemple le lait de brebis ou le lait de chevre, lorsqu'il
est fourni dans le commerce (Belitz et al., 2008). Le lait est un aliment de haute valeur
nutritionnelle tres riche en protéines, lipides, glucides et en oligo-éléments tel que le calcium
(Aoues et al., 2019).. Le lait bovin prédomine (83%) dans la production mondiale de lait, qui a
augmenté d'environ 60 % en trois décennies, passant de 522 millions de tonnes a 828 millions de
tonnes entre 1987 et 2017 (Gorska- Warsewicz et al., 2019).

La filiere laitiere représente un secteur stratégique de la politique agricole algérienne,
notamment pour son réle polyvalent en tant que fournisseur de protéines animales (lait et viande)
et de source de revenu. En effet, le lait contribue en moyenne avec 16% dans I’apport protéique
journalier, 1’ Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb avec une consommation
moyenne de 147 I/habitant/an en 2015. La production nationale a atteint pres de 3,6 milliards de
litres en 2019 dont 2,7 milliards de litres de lait de vache représentant plus de 75% de la
production totale nationale. La production laitiére demeure insuffisante par rapport a la demande
en lait qui est estimée a presque 6 milliards de litres pour une population d’environ 40 millions
d’habitants (Abdelli et al., 2021). Les antibiotiques vétérinaires sont généralement utilisés en
élevage a des buts, thérapeutique, prophylactique, métaphylactique et comme additifs
alimentaires ou promoteur de croissance, en élevage bovin, une gamme trés variée d’antibiotiques
est utilisée par les éleveurs pour lutter contre diverses maladies et améliorer le rendement de leurs
productions. Les principales pathologies pour lesquelles les antibiotiques sont généralement

utilisés en élevage bovin sont les mammites, les affections respiratoires.

Les antibiotiques les plus utilisés sont les tétracyclines, les pénicillines et les céphalosporines
administrés par voie parentérale. La mauvaise utilisation de ces antibiotiques par les éleveurs et

les vétérinaires ainsi que le non- respect des delais d’attente apres le traitement des animaux

1
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conduisent a la présence de résidus d’antibiotiques dans le lait et les autres denrées d’origine
animale. La présence des antibiotiques dans le lait constitue un facteur limitant pour les mini
laiteries de yaourts parce qu’ils inhibent le processus de fermentation. Les antibiotiques sont
souvent a l’origine de potentiels risques toxicologiques pour le consommateur et de
développement de bactéries résistantes aux antibiotiques (Mensah et al., 2014). Afin de préserver
la santé humaine, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et I'Organisation des Nations unies
pour l'alimentation et I'agriculture (FAO) ont établi des normes relatives a la dose journaliére
admissible et aux limites maximales de résidus dans les aliments (Asredie & Engdaw, 2015). En
Algérie, le contrdle des résidus d’antibiotique n’est pas réglementé. On assiste actuellement a une
utilisation irrationnelle et de maniére totalement abusive et anarchique des antibiotiques en

pratique rurale (Aoues et al., 2019).

En Algérie, le contrdle des résidus d’antibiotique n’est pas réglementé. On assiste actuellement
a une utilisation irrationnelle et de maniére totalement abusive et anarchique des antibiotiques en
pratique rurale (Aoues et al., 2019), contrairement au contexte européen, la présence de résidus
d’antibiotiques dans les denrées d’origine animale a rarement fait I’objet d’une attention sérieuse
et peu de contréles sont realisés sur les circuits de distribution. La recherche de résidus n’a jamais
été intégrée dans un véritable programme de surveillance jusqu’a I’avénement en 2013 d’un
nouveau programme dénommeé Programme Algérien de surveillance des contaminants et des
résidus dans les aliments (PASCRA) lancé par le ministére de 1’ Agriculture, du développement
rural et de la péche et financé par I’Union européenne, En 1’état actuel des connaissances, il n’y
a pas de données nationales officielles disponibles sur la prévalence des résidus d’antibiotiques,
leur consommation et leur usage ni sur les facteurs de risque au niveau des élevages. Cependant,
de nombreuses études récentes ont fait état de résistances multiples aux antibiotiques chez les
souches bactériennes isolées a partir des différentes especes animales de production (Baazize-
Ammi et al., 2020).

Dans ce contexte, on a procédé a évaluer les différentes caractéristiques physicochimiques du
lait, et de mettre en évidence les résidus d’antibiotiques (3 lactamines et tétracyclines) dans le lait
(issu du circuit formel et informel) en utilisant une méthode microbiologique (méthode officielle
européenne). Dans la partie bibliographique, on a consacré un chapitre sur le lait, un deuxieme
sur les antibiotiques et un troisiéme sur la notion de résidus d’antibiotiques dans le lait. Dans la
partie pratique, on a présenté les résultats obtenus tout en précisant la méthode utilisée et les

différents matériaux. Et enfin on a terminé par une conclusion.
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Chapitre | Généralités sur le lait

1.1. Définition :

Lapremiere définition du lait apparait en 1908, au Congrés international de la Répression
des Fraudes de Paris. Le mot « lait » a été défini comme : « le produit intégral de la traite
totale et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il
doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum ». Le décret du 25 mars 1924
précise que la dénomination « lait » sans indication de I’espéce animale de provenance est

réservée au lait de vache (Noblet, 2012).

Le lait est un liquide biologique comestible généralement de couleur blanchatre produit
par les glandes mammaires des mammiferes femelles. Aliment complet équilibre, il est la
seule source de nutriments pour les jeunes mammiféres au tout début de leur vie avant qu'ils
puissent digérer d'autres types d'aliments. Le lait en début de lactation, de couleur jaunatre,
présente une composition différente et est appelé colostrum. 1l porte les anticorps de la mére,
réduisant ainsi le risque de nombreuses maladies chez le nouveau-né, et contient tous les

nutriments indispensables (Anonyme, 2024).

1.2. Caractéristiques physico-chimiques :
1.2.1. L’acidité

Deux types de mesures sont utilisés : le pH, qui permet de mesurer l'activité des ions
hydrogene dans le lait, et I'acidité titrable (°D), qui est le degré d'acide lactique par litre de
lait (Azzouz et al, 2014).

1.2.1.1 Le pH

Le pH du lait de vache & 25 °C se situe généralement entre 6,5 et 6,7, 6,6 étant la valeur
la plus courante. Le pH diminue avec l'augmentation de la température. Cela implique des
changements induits par la température dans le systeme tampon complexe du lait plutot

gu'une augmentation de I'acidité du lait (McCarthy, 2002).

1.2.1.2 Acidité titrable (en degré Dornic)

L acidité du lait frais est de 15 a 18°D .Elle est mesurée par titrage avec la soude Dornic,
en présence de phénolphtaléine, elle est exprimée en degrés Dornic (Tir et al., 2015).
L'acidité titrable est déterminée dans l'industrie laitiere principalement pour deux raisons :
pour Vérifier la fraicheur du lait et des produits laitiers et pour contréler la fabrication des

produits laitiers cultivés (fermentes) (Cak et Demirel, 2018).
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1.2.2. La densité :

La densité (p) d'une substance est sa masse par unité de volume, La densité varie en
fonction de la composition du lait et sa mesure a été utilisée pour estimer la teneur totale en
solides du lait (Fox et al., 2015).

La densité du lait cru est comprise entre 1,026 et 1,034 g/cm 3 a 20°C. Elle est influencée
par divers facteurs tels que I'historique de la température des échantillons, les différences
biologiques du lait et le traitement du lait. Parmi les différents composants, la variation de la
teneur en matiére grasse est connue pour étre la principale cause de variation de la densité du
lait. La densité du lait augmente si la teneur en solides non gras augmente, mais elle diminue

si la teneur en matiéres grasses augmente (Cak et Demirel, 2018).

1.2.3. Le point de congélation :

Le lait se congeéle a environ -0,55°C, en raison de la présence de lactose et de minéraux
dans sa composition, alors que le lactose et les minéraux ont un effet de 75 % sur le point de
congélation, I'effet des protéines et des lipides sur le point de congélation est insignifiant
(Cak et Demirel, 2018).

1.2.4. Point d'ébullition :

Le lactose et les minéraux solubles, qui forment la solution actuelle dans la structure du
lait, augmentent le point d'ébullition. Grace a ces substances, le point d'ébullition est de
100,16°C. L'ajout d'eau au lait réduit le point d'ébullition et augmente le point de
congélation. Mais I'ajout de substances telles que la soude diminue le point de congélation

tout en augmentant le point d'ébullition (Cak et Demirel, 2018).

1.3. Valeur nutritionnelle :

Le lait est composé en moyenne de 87 % d'eau, de 4 a 5 % de lactose, de 3 % de protéines,
de 3 a 4 % de matiéres grasses, de 0,8 % de minéraux et de 0,1 % de vitamines (Pereira, 2014).

1.3.1. Apport en protéine :

Les protéines du lait sont souvent considérées comme la meilleure source de protéines,
compte tenu de l'indice d'acides aminés essentiels et de l'indice d'acides aminés corrigé de

la digestibilite des protéines.

Les protéines du lait et plusieurs peptides bioactifs résultant de leur hydrolyse
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enzymatique ont montré de multiples roles biologiques susceptibles d'exercer une action
protectrice sur la santé humaine. Les principales actions biologiques comprennent des roles
antibactériens, antiviraux, antifongiques, antioxydants, antihypertenseurs, antimicrobiens,
anti thrombotiques, opioides et immunomodulateurs, en plus d'améliorer I'absorption
d'autres nutriments (Pereira, 2014). Le role principal attribué aux caséines est la fixation des
minéraux et les capacités de transport, principalement pour le calcium et le phosphore.

Les caséines totales peuvent étre divisées en a, B et k-caseines. Elles transportent le
calcium et le phosphore en formant un coagulum et en améliorant leur digestibilité dans
I'estomac. En outre, les caséines sont a l'origine de plusieurs peptides bioactifs qui se sont
révélés bénefiques pour la santé humaine. Ils agissent notamment sur les systémes
cardiovasculaire, nerveux, immunitaire et digestif grace a leurs actions antioxydantes,
cytomodulatrices, immunomodulatrices, antihypertensives et antithrombotiques. Des études
expérimentales ont également montré que certains peptides interférent dans le tractus gastro-
intestinal en favorisant la production de mucine, empéchant ainsi I'adhésion des pathogénes
a la surface intestinale, et ont des effets intéressants sur la motilité intestinale, ce qui peut
justifier un réle possible dans le contrdle du poids par la régulation de la prise alimentaire
(Pereira, 2014). La fraction protéique soluble comprend les protéines suivantes : [-
lactoglobuline, o lactoalbumine, immunoglobulines, sérum-albumine, lactoferrine,
lactoperoxydase, lysozyme, protéose- peptone et transferrine. La lactoferrine et le lysozyme
sont d'importants agents antimicrobiens, tandis que la B-lactoglobuline et I'a-lactoalbumine
ont montré une action suppressive sur le développement des tumeurs. La -lactoglobuline est

un important transporteur de rétinol (Pereira, 2014).

1.3.2. Apport en glucides :

Le lactose contenu dans le lait a un faible indice glycémique, ce qui est généralement
considéré comme un avantage métabolique. Récemment, d'autres avantages de la
consommation de lactose via le lait ont été identifiés ou suggérés : absence d'effets
neurologiques gratifiants lors de l'ingestion, soutien de la fonction immunitaire et facilitation
de I'absorption des minéraux. Il peut protéger le tractus gastro- intestinal du nouveau-né ou
du sein allaitant contre les infections en limitant sélectivement les micro- organismes
environnementaux qui ont plus de difficultés a fermenter le lactose que les polymeéres de
glucose simples liés a I'alpha. En tant que tel, le lactose peut jouer un réle important dans la

formation précoce du microbiote intestinal néonatal (Romero-Velarde et al., 2019).
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Il possede également des propriétés similaires a celles des fibres alimentaires et des
prébiotiques et améliore I'absorption du calcium et du magnésium (Cak et Demirel, 2018).

1.3.3. Apport en lipides :

Les lipides sont parmi les constituants les plus importants du lait pour des raisons
nutritionnelles et éeconomiques. Ils constituent une bonne source d'énergie et conférent aux
produits laitiers des attributs sensoriels et physiques uniques. La matiére grasse du lait est
également le support des vitamines liposolubles naturellement présentes (A, D, E et K) ainsi
que du B-caroténe, un caroténoide pro-vitamine A. Les principaux lipides de la matiere grasse
laitiere sont les triacylglycérides (TAG), qui représentent plus de 98 % de la matiére grasse
totale, les 2 % restants étant constitués de diacylglycérides, de monoacylglycérides, d'acides
gras libres (AGL), de phospholipides, de stérols et d'hydrocarbures. La graisse laitiere est
pratiquement la seule source d'acide butyrique (C4:0), d'acide linoléique conjugué (ALC) et
d'AG a chaine ramifiée dans l'alimentation humaine. L'acide C4:0 est la principale source
d'énergie des cellules épithéliales intestinales et joue un role essentiel dans le maintien de
I'hnoméostasie et de la santé du c6lon (Hamer et al., 2008). L'acide butyrique joue un role
prépondérant dans la préservation des fonctions physiologiques de la muqueuse colique, une
barriere composée principalement de mucines, qui est considérée comme la premiére ligne
de défense contre les agents pathogénes et les substances nocives. La sécrétion de mucine
influence positivement I'adhésion des probiotiques tels que les bifidobactéries et les
lactobacilles, tout en inhibant I'incorporation des bactéries pathogenes (Gomez-Cortés et al.,
2018).

REDUCTION OF INFLAMMATORY

PROCESSES
ANTIMICROBIAL ~ t PROMOTER OF GUT
ACTIVITY HEALTH AND INTEGRITY
9
& BUTYRIC ACID \
PRIMARY ENERGY PROMOTION
SOURCE FOR CELLS l OF SATIETY

INHIBITION OF COLONIC
CARCINOGENESIS

Figure 1 : Le réle de I'acide butyrique dans la santé (Gomez-Cortés et al., 2018)
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1.3.4. Les minéraux et les vitamines :

Les produits laitiers en général et le lait en particulier, en tant que matiére premiére, ont
une composition en micronutriments assez particuliére. Le lait est naturellement reconnu
comme une source privilégiée de calcium, mais dans sa fraction minérale, plusieurs autres
éléments peuvent étre distingués comme le phosphore, le magnésium, le zinc et le sélénium.
La fraction vitaminique est composee des vitamines liposolubles A, D et E mais aussi des
vitamines hydrosolubles du complexe B comme la thiamine et la riboflavine. Le calcium est
naturellement le macro-élément le plus présent dans le lait. La concentration moyenne est de
1200 mg de calcium par litre de lait. La vitamine A est particulierement importante pour la
croissance, le développement, I'immunité et la santé oculaire et sa teneur dans le lait dépend
principalement de la quantité de matieres grasses, mais aussi de facteurs tels que
I'alimentation des animaux et la saison. Récemment, la vitamine D a commencé a mériter
plus d'attention en tant que micronutriment polyvalent, compte tenu de certaines actions
protectrices qui lui sont attribuées. Des études ont suggéré qu'elle a des effets anti
cancérigenes, cardioprotecteurs et immunomodulateurs et qu'elle est néanmoins cruciale
dans l'absorption du calcium, donc dans la formation de la masse osseuse et peut étre

déterminante dans la prévention de I'ostéoporose (Pereira, 2014).

Le lait se distingue certainement par sa richesse en vitamines du complexe B,
fournissant 10 a 15 % de l'apport journalier recommandé pour la plupart des gens. Ces
vitamines sont d'importants cofacteurs enzymatiques et participent a plusieurs voies
métaboliques telles que la production d'énergie a partir de nutriments, la synthese de

neurotransmetteurs et d'hormones (Pereira, 2014).
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I1.1. Historique et définition :

Le premier antibiotique identifié fut la pénicilline. Si dés la fin du XIXe siecle Ernest
Duchesne découvrit les propriétés curatives de Penicillium glaucum, la découverte de la
pénicilline est a mettre au crédit de Sir Alexander Fleming qui s’apercut en 1928 que certaines
de ses cultures bactériennes dans des boites oubliées avaient été contaminées par les expériences
de son voisin de paillasse étudiant le champignon Penicillium notatum et que celui-ci inhibait
leur reproduction(Anonyme, 2024). La pénicilline a ensuite été purifiée par Norman Heatley
(Hutchings et al., 2019).

Un antibiotique du grec anti : « contre », et bios : « la vie » est une substance naturelle ou
synthétique qui détruit ou bloque la croissance des microorganismes. Dans le premier cas, on
parle d'antibiotique bactéricide et dans le second cas d'antibiotique bactériostatique (Anonyme,

2024).

11.2. Famille d’antibiotiques et leur mode d’action :

Tableau 1: Principales classes et molécules d’antibiotiques autorisées dans 1’Union européenne

(Mensah et al., 2014)

sarafloxacine,
danofloxacine,
enrofloxacine, flumequine,

marbofloxacine

I’inhibition de la réplication et

de la transcription de I’ADN

Classe Molécules Mode d’action antibactérien  [Spectre d’activité
sulfamides Toutes les substances |Inhibition de la synthése des |Cocci a gram
appartenant au folates par positif
groupe des sulfonamides |I’action des inhibiteurs
compétitifs de la dihydropteroate
synthétas
Quinolones Acide oxolinique, [Inhibe la gyrase de I’ADN |Large spectre sur
difloxacine, bactérien par conséquent Mycobacterium

tuberculosis
(fluoroquinolones,

tuberculosis
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Béta-lactamines

Amoxicilline, ampicilline,
benzylpénicilline,
céfalexine, céfacétrile,

céfalonium

Les béta-lactamines perturbent la
synthese de la couche des
peptidoglycanes des parois
cellulaires bactériennes en se
liant aux protéines contribuant

a cette synthése

Cocci a Gram positif
Bactéries a Gram
positif et Gram
négatif, Treponema
pallidum, Borrelia

Tétracyclines

Chlortétracycline :
doxycycline
oxytétracycline,

tétracycline

Se lient aux sous-unités
ribosomales 30S en inhibant la
liaison de I’aminoacyl-ARNt au

complexe ARNm-ribosome

Treponema pallidum,
Chlamydia, Borrelia,
Rickettsia,
Plasmodium

falciparum

Aminoglycosides

Dihydrostreptomycine ,
gentamicine, kanamycine,
néomycine

streptomyci
ne, apramycine,

spectinomycine

Se lient & la sous-unité 30S du
ribosome bactérien (certains se
lient & la sous-unité 50S) en
inhibant la translocation de la
peptidyl-ARNt du site A au site
P et en causant une lecture
erronée de ’ARNm

Bactéries a Gram
positif et

Gram négatif
(comportant
Pseudomonas
aeruginosa),
Mycobacterium

tuberculosis

Macrolides

Erythromycine*,
spiramycine , tylosine ,
tilmicosine,
gamithromycine,
tulathromycine,

tylvalosine,tildipirosine

Se lient réversiblement aux sous-
unités 50S du ribosome de la
bactérie en inhibant la

translocation du peptidyl- ARNt

Cocci  a Gram
positif, Treponema
pallidum, pathogénes
intracellulaires,
Mycoplasma,

Plasmodium

falciparum

11.3. Pharmacocinétiques des antibiotiques :

Le terme pharmacocinétique fait référence au mouvement du médicament dans, a travers et

hors de I'organisme : I'évolution temporelle de son absorption, de sa biodisponibilité, de sa

distribution, de son métabolisme et de son excrétion (Beyene, 2015).

11.3.1. Absorption :

Elle est déecrite comme le processus par lequel un composé passe de son site d'administration

dans la circulation sanguine. L'absorption est influencée par de nombreux facteurs tels que les

9
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propriétés de la membrane cellulaire, les propriétés du médicament, la voie d'administration et
I'état physiopathologique de I'animal. La concentration plasmatique maximale (Cmax) et le temps
nécessaire pour atteindre la concentration maximale (Tmax) donnent une indication de la vitesse

d'absorption du médicament (Beyene, 2015).
11.3.2. Distribution :

C'est le processus par lequel un médicament est transporté vers tous les tissus et organes.
Apreés avoir penétré dans la circulation systémique, quelle que soit la voie d'administration, les

médicaments sont achemineés dans tout I'organisme et atteignent leur site d'action (Beyene, 2015).
11.3.3. Métabolisme :

C'est le principal mécanisme d'élimination pour la transformation des médicaments ou des
xenobiotiques en métabolites de la réaction chimique. Les hépatocytes jouent un réle
extrémement important dans le métabolisme des médicaments et des composés xénobiotiques
étrangers a I'organisme, dont certains sont toxiques. Les reins sont responsables en dernier ressort
de I'élimination de ces substances, mais pour une élimination efficace, le médicament ou ses
métabolites doivent étre rendus hydrophiles (polaires, solubles dans l'eau). En effet, la
réabsorption d'une substance par les tubules rénaux dépend de son hydrophobie. Plus une
substance est hydrophobe (non polaire, soluble dans les lipides), plus elle a de chances d'étre
réabsorbée. De nombreux médicaments et métabolites sont hydrophobes et le foie les transforme

en composés hydrophiles (Beyene, 2015).
11.3.4. Elimination :

Il s'agit du processus par lequel la molécule mére ou ses métabolites sont éliminés des fluides
corporels. Le rein est le site le plus important de I'excrétion des médicaments. Il existe trois
mécanismes rénaux : la filtration glomérulaire, la sécrétion tubulaire proximale médiée par un
transporteur et la résorption tubulaire passive dépendante du pH dans le néphron distal.
L'insuffisance rénale affecte généralement de maniere significative I'excrétion des médicaments.
Bien que la plupart des composés soient principalement excrétés par voie rénale, certains
médicaments sont partiellement ou totalement excrétes par la bile. 1l a été rapporté qu'il existe une
grande variation entre les especes animales dans leur capacité générale a excréter les médicaments
dans la bile ; par exemple, le poulet est caractérisé comme un bon excréteur biliaire, tandis
que le mouton et le lapin sont caractérisés comme des excréteurs moderés et médiocres (Beyene,
2015).

10
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11.4. Usage des antibiotiques en élevage :

Les trois modes d’intervention utilisés en medecine vétérinaire sont les suivants : les
traitements préventifs (prophylaxie) administrés a un moment de la vie de I’animal ou
I’apparition d’infections bactériennes est considérée comme trés probable ; les traitements
curatifs administrés aux animaux malades ; les traitements de contrdle (métaphylaxie) prescrits

a des groupes d’animaux en contact avec les animaux malades (Mensah et al., 2014).

11.4.1. Usage thérapeutique :

Administration d'un médicament antimicrobien pour le traitement de maladies cliniqguement
évidentes. Elle est également pratiquée pour contréler la morbidité/mortalité chez les animaux, ce
qui implique généralement des doses élevées de médicament pendant une période relativement
courte (Prajwal et al., 2017). L'utilisation indiscriminée d'antibiotiques dans tous les cas de
pyrexie, d'inflammation, de blessures et de maladies virales a des effets résiduels étendus sur les
tissus comestibles. L'utilisation d'antibiotiques uniquement dans des conditions spécifiques est
justifiée car le réle des agents antimicrobiens est principalement de tuer les cellules envahissantes
a division rapide (Nisha, 2008).

11.4.2. Usage en prophylaxie :

Les animaux et les volailles recoivent des niveaux subthérapeutiques d'antibiotiques pour
prévenir une éventuelle infection. Mais les antibiotiques sont spécifiques a leur spectre d'activité
uniquement dans la phase active de multiplication des bactéries. Ils n'offrent donc pas de
protection globale. La prophylaxie antibiotique n'est souhaitée que dans certains cas, comme la
thérapie des vaches taries et les interventions chirurgicales (Nisha, 2008). La plupart des
utilisations prophylactiques impliquent une médication massive d'un groupe d'animaux par le

biais de I'alimentation ou de I'eau (Barton, 2000).
11.4.3. Usage en tant qu’additif alimentaire :

Les promoteurs de croissance sont des antibiotiques qui, administrés a faibles doses dans
I’alimentation animale ont un effet préventif sur certaines infections bactériennes et modifient la
composition du microbiote intestinal entrainant une meilleure assimilation des aliments par les
animaux. Ces effets protecteurs entrainent un effet zootechnique sous forme d’une augmentation
de la vitesse de croissance. Par souci de protection du consommateur, les instances européennes
responsables de I’autorisation de mise sur le marché des additifs destinés a I’alimentation animale

ont considére que le bénéfice zootechnique ne justifiait pas cette utilisation. En effet, il existe un
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risque de sélection de bactéries résistantes pouvant avoir un effet désastreux sur la santé publique.

Cependant aux Etats-Unis, un grand nombre d’antibiotiques reste autorisé a faible dose
comme facteurs de croissance. Dans I’UE, seuls les antibiotiques ionophores (monensin, narasin,
salinomycine et lasalocid A) sont encore autorisés comme coccidiostatiques et en tant
qu’additifs alimentaires (Mensah et al., 2014), les agents antimicrobiens améliorent I'absorption
des nutriments disponibles dans I'épithélium intestinal, favorisent la synthése des facteurs de
croissance et des vitamines et détruisent les agents pathogenes, ce qui réduit efficacement la
libération de toxines, Les antimicrobiens couramment utilisés pour le traitement, la prophylaxie
et la stimulation de la croissance chez les animaux destinés a l'alimentation sont la
streptopénicilline, la benzylpénicilline, I'enroflaxocine, I'amoxicilline, I'ampicilline, le sulfa

triméthoprime, la tylosine, le sulfaméthoxazole et I'oxytétracycline (Prajwal et al. , 2017).
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Les agents antimicrobiens sont largement utilisés dans la gestion du bétail laitier a des fins
prophylactiques et thérapeutiques. Bien que [l'utilisation de ces médicaments ait
considérablement amélioré la santé et I'efficacité de la production des animaux producteurs
d'aliments (Alomirah et al., 2007), une utilisation incorrecte, une mauvaise administration ou des
erreurs commises par les agriculteurs et les vétérinaires dans le respect du délai d'attente pour les
animaux traités peuvent entrainer la présence de résidus d'antimicrobiens dans le lait et les

produits laitiers (Serraino et al., 2013).

I11.1. Notion de résidu d’antibiotique :

Les résidus sont définis comme étant tous principes actifs ou leurs métabolites qui subsistent
dans les viandes ou autres denrées alimentaires provenant de I’animal auquel le médicament en
question a été administré. Le reglement 470/2009 du Parlement européen et du Conseil définit
les résidus comme toute substance pharmacologiquement active, qu’il s’agisse de principes
actifs, d’excipients ou de métabolites présents dans les liquides et tissus des animaux apres
I’administration de médicaments et susceptibles d’étre retrouvés dans les denrées alimentaires

produites par ces animaux (Mensah et al., 2014).

Médicaments Promoteurs
vétérinaires de croissance

Résidus

o

Aliments

Produits phyto-
pharmaceutiques

Figure 2 : Processus de formation de résidus dans les aliments (Mensah et al., 2014).
111.2. La limite maximale de résidus :
Le niveau ou la concentration d'un médicament ou d'un produit chimique considéré comme

non dangereux et autorisé par les organismes de réglementation dans les denrées alimentaires ou

les aliments pour animaux destinés a la consommation animale ou humaine & un moment précis,
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appelé LMR. L'unité utilisée pour cette concentration maximale admissible est le milligramme
par kilogramme pour les produits solides et le milligramme par litre pour les liquides (Sachi et
al., 2019).

La limite maximale de résidus (LMR) est la concentration maximale de résidus résultant de
I'utilisation d'un médicament vétérinaire qui peut étre légalement autorisée ou reconnue comme
acceptable dans ou sur une denrée alimentaire, attribuée a des produits alimentaires individuels.
Les LMR sont fixées sur la base de données toxicologiques pertinentes (Asredie et Engdaw,
2015).

Tableau 2: Limites maximales de résidus (LMR) (ug /kg) pour les antibiotiques vétérinaires
(Nisha, 2008)

Antibiotique LMR
Benzyl penicillin 4
Ampicillin 4
Amoxycillin 4
Oxacillin 30
Tetracycline 100
Oxytetracycline 100
Chlortetracycline 100
Streptomycin 200
Neomycin 100
Sulphonamides 100
Trimethoprime 50
Erythromycine 40
Quinolones 75
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111.3. Le délai d'attente :

L'utilisation de médicaments pour animaux nécessite actuellement dans les industries laitiéres
le respect primordial du délai d'attente. 1l s'agit du temps écoulé entre les dernieres doses
administrées a I'animal et le moment ou le niveau de residus dans les tissus (muscle, foie, rein,
peau et graisse) et les produits (lait, ceufs, miel) est inférieur ou égal a la LMR. Tant que le délai
d'attente n'est pas écoulé, l'animal ou ses produits ne doivent pas étre utilisés pour la

consommation humaine (Asredie et Engdaw, 2015).

Le délai d'attente peut varier considérablement en fonction des propriétés chimiques et

physiques des médicaments et de la voie d'administration (Sachi et al., 2019).

Le temps d'attente peut également étre défini comme l'intervalle entre la derniére administration
d'un médicament vétérinaire aux animaux dans des conditions normales d'utilisation et le moment
ou un animal traité peut étre abattu pour la production de denrées alimentaires sdres. Par
consequent, le non-respect du temps d'attente entraine I'apparition de résidus dans les aliments
d'origine animale tels que la viande et le lait, qui sont utilisés pour la consommation humaine
(Getahun et al., 2023).

Tableau 3: Le délai d’attente de quelques antibiotiques (Menkem et al., 2019)

Antibiotique Délai d’attente ( jours)
Oxytetracycline 15-35

Erythromycine 2-14

Ampicillin 6-15

Tetracycline 5

I11.4. Causes de présence des résidus d’antibiotiques dans le lait :

Les résidus d'antibiotiques sont indésirables dans les produits laitiers pour un certain nombre
de raisons. lls peuvent donner une image négative des produits laitiers aux yeux du public, on
s'inquiete des effets déléteres possibles des résidus d'antibiotiques sur la santé publique et les
résidus peuvent nuire a la fabrication de certains produits laitiers de culture. Les résidus
d'antibiotiques pénetrent dans l'approvisionnement en lait au niveau de l'exploitation et les
producteurs de lait portent eux-mémes la responsabilité finale de la vente de lait exempt de

résidus, il est important que les producteurs comprennent les facteurs qui conduisent aux résidus
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d'antibiotiques dans le lait et la maniere dont ces résidus peuvent étre évités (McEwen et al.,
1991).

e Mauvais dossiers de traitement, mauvaise gestion, difficulté a identifier les animaux traites,
manque de conseils sur les périodes de retrait, utilisation d'antimicrobiens en dehors de
I'étiquetage, absence de notification de la période de retrait du médicament, accessibilité des
antimicrobiens aux profanes, utilisation prolongée ou doses inutiles d'antimicrobiens, absence ou

mangue d'application de iila Iégislation restrictive sur l'utilisation des antimicrobiens, manque de

sensibilisation des consommateurs a I'ampleur des dangers pour la santé humaine (Prajwal et al., 2017).

e Les résidus d'antibiotiques se retrouvent dans les aliments principalement & la suite d'un
traitement thérapeutique des animaux ou d'une supplémentation de I'alimentation animale (Singh
etal., 2014).

e La méconnaissance des délais d'attente ou I'abus délibéré peuvent conduire a des niveaux

élevés de résidus de médicaments dans le lait (Singh et al., 2014).

e Le non-respect des délais d’attentes et des échecs dus au personnel embauché (Singh et al.,

2014)

e L'utilisation d'eau contaminée par des antibiotiques ou I'élimination inappropriée des

déjections animales (Ghimpeteanu et al., 2022).

e Les dosages hors étiquette et l'utilisation de médicaments qui n'ont pas été approuvés pour
I'espéce en question peuvent entrainer la présence de résidus indésirables (Asredie et Engdaw,
2015).

e La contamination du lait par des antimicrobiens s'explique principalement par le fait qu'une

vache traitée est accidentellement introduite dans le lactoduc.
e L'unité de traite n'est pas nettoyée et désinfectee entre les utilisations.

e L'équipement utilisé pour traire les vaches traitées est manipulé sans précaution et toutes les
vaches laitiéres traitées aux antimicrobiens sont traites en dernier, mais la conduite de lait n'a pas

été détournée du réservoir a lait (Asredie et Engdaw, 2015).

¢ Des soins sanitaires inadéquats pendant le transport des animaux ou des produits, y compris
la contamination croisée des aliments pour animaux avec des médicaments appliqués par

inadvertance, le transfert de médicaments de I'environnement et d'un animal a l'autre peuvent
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également causer des résidus

e L'utilisation inappropriée, y compris l'utilisation de médicaments en dehors de I'étiquette ou

illégaux (Beyene, 2015).

e |'état pathologique d'un animal peut affecter la pharmacocinétique des médicaments
administrés, ce qui peut influencer le potentiel de résidus. Cela peut se produire soit lorsque la
maladie affecte le systéme métabolique (et par conséquent le métabolisme du médicament), soit
lorsque la présence d'une infection et/ou d'une inflammation entraine I'accumulation du

médicament dans les tissus affectés (Beyene, 2015).
e Mauvaise formation des éleveurs (Sachi et al., 2019).

e L'élimination inappropriée des récipients vides d'antibiotiques dans les locaux de
I'exploitation, qui peut contaminer les aliments des animaux. Les animaux peuvent les lécher ou

méme étre exposés accidentellement a des aliments contaminés (Sachi et al., 2019).

I11.5. L’impact des résidus d’antibiotiques :
111.5.1. Sur ’organisme humain :
I11.5.1.1. Réaction d’hypersensibilité :

Il s'agit d'une réponse a médiation immunitaire a un agent médicamenteux chez un patient
sensibilisé et l'allergie médicamenteuse est limitée a une réaction médiée par les IgE. Les
médicaments sont des molécules étrangeres, mais leur poids moléculaire est généralement trop
faible pour étre immunogeéne, et ils agissent comme des haptenes. Les réactions allergiques aux
antimicrobiens peuvent inclure I'anaphylaxie, la maladie sérique, la réaction cutanée et les
réactions d'hypersensibilité retardée. Ces effets surviennent apres que les étres humains ont
consommeé des aliments d'origine animale contenant des résidus de médicaments qui ont des
effets allergiques des antimicrobiens utilisés comme additifs alimentaires ou en chimiothérapie.
La pénicilline et la streptomycine semblent, d'apres leur utilisation clinique chez I'hnomme, étre
plus susceptibles de produire une hypersensibilité ou une allergénicité que d'autres médicaments

actuellement utilisés (Asredie et Engdaw, 2015).

Les B-lactamines, et en particulier la pénicilline et les céphalosporines, provoquent des
réactions allergiques légeres, telles que des éruptions cutanées et des dermatites allergiques, mais

peuvent également conduire a des états anaphylactiques (Kyuchukova, 2020).
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111.5.1.2. Effet cancérogéne :

Les résidus d'antibiotiques ont des effets cancérigénes potentiels en interagissant avec des
éléments cellulaires tels que I'ADN et 'ARN (Sachi et al., 2019). Le Comité mixte FAO/OMS
d'experts des additifs alimentaires a déterminé que le chloramphénicol était génotoxique et

pouvait causer le cancer (Prajwal et al., 2017).

111.5.1.3. Effet mutagéne :

Le terme mutagéne a été utilisé pour décrire les agents chimiques ou physiques qui peuvent
provoquer une mutation dans une molécule d’ADN ou endommager le composant génétique
d'une cellule ou d'un organisme. Il a été démontré que plusieurs produits chimiques, notamment
des agents alcalinisants et des analogues de bases de I'ADN, ont une activité mutagéne. On
s'inquiéete de plus en plus du fait que les médicaments ainsi que les produits chimiques de
I'environnement peuvent constituer une menace probable pour la population humaine en
provoquant des mutations génétiques ou des ruptures chromosomiques qui pourraient avoir des

effets négatifs sur la fertilité humaine (Prajwal et al., 2017).

111.5.1.4. Effet tératogene :

Le terme tératogene s'applique a un médicament ou a un agent chimique qui produit un effet
toxique sur I'embryon ou le feetus pendant une phase critique de la gestation. En conséquence,
une malformation congénitale qui affecte I'intégrité structurelle et fonctionnelle de I'organisme
est produite (Asredie et Engdaw, 2015). Diverses anomalies congénitales peuvent étre observées
chez les nouveau-nés en raison d'une exposition a long terme aux résidus d’antibiotiques pendant

la période de gestation (Sachi et al., 2019).

111.5.1.5. Perturbation de microbiote intestinal :

Les habitants normaux de l'intestin coexistent avec d'autres et se colonisent pour empécher les
microbes pathogenes de provoquer des maladies. Les résidus d’antibiotiques dans le lait résultant
de l'utilisation d'antibiotiques a large spectre peuvent tuer une large gamme de microflore dans
I'intestin, y compris les organismes non pathogeénes, ce qui peut rendre les micro-organismes

pathogeénes plus proéminents et perturber le microbiote intestinal normal (Sachi et al., 2019).

111.5.1.6. La résistance aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques est la capacité d'un micro-organisme a résister aux effets d'un

antibiotique. La faible efficacité d'un antibiotique dans le traitement d'une infection peut étre
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considérée comme une résistance a cet antibiotique. Cette résistance aux antibiotiques est
aujourd'hui un probléeme mondial de santé publique. Les facteurs influengant le développement
de la résistance comprennent la concentration du médicament, la durée d'exposition, le type
d'organisme, le type d'antimicrobien et I'état immunitaire de I'hdte (Menkem et al., 2019).
L'utilisation d'antimicrobiens chez les animaux destinés a l'alimentation peut avoir pour
conséquence que des bactéries résistantes aux antimicrobiens atteignent la population humaine
par diverses voies. Les bactéries résistantes aux antimicrobiens telles que E. coli peuvent
coloniser l'intestin des personnes. Les personnes exposées pour des raisons de santé (agriculteurs
qui utilisent des aliments contenant des antimicrobiens, travailleurs d'abattoirs, cuisiniers et
autres personnes manipulant des aliments) présentent souvent une incidence d'E. coli résistante
dans leurs excréments superieurs a celle de la population générale. Bien que de nombreuses
bactéries ne soient pas pathogénes, certaines especes bactériennes présentes dans l'intestin des
animaux provoquent des infections zoonotiques chez I'nomme, comme les especes Salmonella et
Campylobacter. Le développement et la propagation de la résistance aux antimicrobiens
représentent une menace sérieuse avec des implications potentielles pour la santé publique
(Asredie et Engdaw, 2015). Le mécanisme d'acquisition de la résistance est principalement
attribué a la sélection de génes de résistance capables de provoquer la dégradation enzymatique
des antibiotiques par les bactéries, la modification de la cible de I'antibiotique, le changement de
la perméabilité membranaire et I'établissement de voies métaboliques alternatives. Ces genes de
résistance chez les bactéries peuvent ensuite étre transmis a la génération suivante de bactéries par
un transfert de génes vertical (d'une génération a l'autre) ou horizontal (d'une bactérie a l'autre par

I'intermédiaire d'un plasmide)(Arséne et al., 2022).

111.5.2. Impact sur I’industrie agroalimentaire :

La présence de residus d'antibiotiques dans le lait destiné a la fabrication de produits laitiers
fermentés peut influencer les processus technologiques, entrainant une diminution de la qualité
des produits finaux et, par conséquent, des conséquences économiques pour le secteur laitier. Les
problemes que la présence d'antibiotiques peut causer dans I'élaboration des produits laitiers ont
été décrits il y a longtemps et ont été résumés comme des échecs dans la croissance des cultures
de départ, dans le caillage du lait, dans la maturation du fromage et dans la production d'acide et
d'arbme. Les bactéries lactiques aident les produits laitiers a acquérir leur propre arébme, odeur et
texture. De nombreuses bacteries lactiques (BL) sont utilisées comme cultures de départ pour la
production de produits laitiers fermentés. En outre, les bactéries lactiques non starter, provenant

de la matiére premiére et de l'environnement, contribuent au développement normal des
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caractéristiques des produits laitiers. Ainsi, la plupart des problemes causés par les résidus
d'antibiotiques sont dus au fait qu'ils inhibent le développement des BL, légérement ou
complétement, et retardent la production d'acide par ces bactéries. L'abaissement du pH est trés
important, par exemple, dans le processus de fabrication du fromage, car il augmente l'activité
des enzymes et la vitesse de coagulation, ce qui est important surtout pour les fromages a pate
dure et a longue maturation. En outre, un abaissement insuffisant du pH peut entrainer une
fermentation précoce, favorisée par les clostridies ou les levures, et des defauts dans les

caractéristiques sensorielles du yaourt et du fromage (Virto et al., 2022).

111.5.3. Impact sur ’environnement :

L'utilisation inconsidérée et inappropriée des antibiotiques peut entrainer des concentrations
plus élevées d'antibiotiques dans I'environnement, ce que I'on appelle la pollution par les
antibiotiques. On estime qu'environ 75 % des antibiotiques ne sont pas absorbés par les animaux,
mais excretés sous forme de déchets. Le traitement de I'aquaculture et I'élimination inappropriée
des récipients usagés et des médicaments non utilisés, peuvent entrainer le déversement de
résidus d'antibiotiques dans I'eau et dans les sols. Recemment, des résidus d'antibiotiques comme
les fluoroquinolones (par exemple, la ciprofloxacine) et les sulfamides (par exemple, le
sulfaméthoxazole), qui sont chimiquement stables, sont souvent détectés dans I'environnement,
et la résistance a ces antibiotiques est freqguemment signalée. Ces résidus sont considérés comme
des polluants car ils perturbent la flore normale des sols et de I'eau, ce qui entraine la production
de bactéries résistantes par pression sélective(Arsene et al., 2022).

I11.6. Techniques de détection des résidus d’antibiotiques :
111.6.1. Tests d'inhibition microbiologique :

Les tests d'inhibition microbiologique sont I'une des méthodes analytiques de dépistage les
plus utilisées. Le principe de cette technique repose sur une reaction entre les bactéries et les
antimicrobiens présents dans les échantillons biologiques. Les tests d'inhibition microbiologique
se présentent le plus souvent sous deux formes, a savoir les tests en tube et les tests sur boite de
Pétri

Le test en tube d'un test microbiologique comprend un milieu de croissance inoculé avec une
bactérie, complété par un indicateur de pH ou d'oxydoréduction. Ensuite, des échantillons
biologiques sont ajoutés au tube et, en I'absence d'antimicrobiens particuliers dans I'échantillon

biologique, les bactéries commencent a se développer et a produire de I'acide, ce qui entraine un
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changement de couleur détectable. Inversement, si I'échantillon biologique contient des
antimicrobiens qui inhibent la croissance bactérienne, aucun changement de couleur ne se

produira dans le tube.

Le test microbiologique sur plaque consiste en une couche de gélose nutritive inoculée avec
des bactéries, et les échantillons biologiques sont déposés sur la surface. Si aucun antimicrobien
specifique n'est présent dans I'échantillon biologique, les bactéries commencent a se développer
sur toute la plaque. Si un antibiotique specifique est présent dans I'échantillon biologique
(viande ou lait), aucune croissance bactérienne ne se produira sur I'échantillon, ce qui peut étre

observé dans la zone d'inhibition sans bactéries (Getahun et al., 2023).

111.6.2. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :

L’HPLC est une technique de séparation qui implique l'injection d'un petit volume
d'échantillon liquide dans un tube rempli de fines particules (3 a 5 microns (um) de diamétre
appelées phase stationnaire), ou les composants individuels de I'échantillon sont déplacés le long
du tube rempli (colonne) avec un liquide (phase mobile) forcé a travers la colonne par une pression
élevée délivrée par une pompe. Ces composants sont séparés les uns des autres par le garnissage
de la colonne qui implique diverses interactions chimiques et/ou physiques entre leurs molécules
et les particules du garnissage. Ces composants séparés sont détectés a la sortie de ce tube
(colonne) par un dispositif de passage (détecteur) qui mesure leur quantité. Le résultat de ce

détecteur est appelé "chromatogramme liquide™ (Kebede et al., 2014).

111.6.3. Les biocapteurs :

Cette méthode dépend de la reconnaissance du residu antimicrobien cible par un élément
biologique appelé biorécepteur, qui convertit I'événement de reconnaissance en un signal
mesurable ; cette méthode est simple, rapide, hautement sélective et peu codteuse. Un
biorécepteur peut étre un anticorps, une enzyme, une protéine, un acide nucléique ou un organite
vivant (cellules, tissus) ou des organismes entiers. Cette méthode a été appliquée avec succes pour
la détection des antimicrobiens dans les aliments d'origine animale. Les échantillons positifs de
la premiere étape de dépistage doivent étre confirmes lors de la deuxieme étape. Le résultat positif
des échantillons positifs ne doit pas dépasser la limite de la LMR. La concentration est exprimée
en mg/kg ou mg/L (Atta et al., 2022).

111.6.4. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS/MS) :

Gréace a la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, la détermination de
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sept classes d'antibiotiques a été possible, soit un total de 30 antibiotiques en moins de 8 min. La
préparation d'un échantillon consiste en la pesée de 1 g d'échantillon et est évaporée puis reprise
avec 1 mL d'eau ultra pure et utilisée pour l'introduction dans le LC/MS/MS. L'équipement
LC/MS/MS est optimisé pour I'identification et la quantification de chaque composé d'intérét. En
principe, un échantillon est extrait avec un mélange de solvants, purifié en passant par une
colonne SPE, puis injecté dans le LC/MS/MS. Pour les résidus d'antibiotiques, la méthode
d'analyse doit répondre aux criteres de performance de la décision n° 2002/657 de la Commission
européenne. En général, quel que soit le laboratoire dans lequel les résidus d'antibiotiques sont
déterminés par LC/MS/MS, le protocole d'extraction est généralement le méme, a savoir
I'extraction de I'échantillon avec un solvant organique, la purification par passage dans une
colonne SPE, l'injection dans le LC/MS/MS, et les criteres de performance doivent étre conformes

a la décision n°® 2002/657 de la Commission européenne (Ghimpeteanu et al., 2022).

111.7. Delvotest :

Il s'agit d'un test classique de détermination des antibiotiques dans le lait qui repose sur le
principe méme de I'inhibition microbienne. En I'absence d'antibiotique, la suspension bactérienne
se développe et on note I'opacité du milieu, ou le changement de couleur di a I'apparition d'acide
dans l'activité de croissance des bactéries. En présence d'un antibiotique, la souche bactérienne
ne se développe pas et on observe une zone d'inhibition ou une absence de changement de couleur
du milieu. Ce type de test est trés sensible aux B-lactamines, mais peut également étre utilisé pour
les sulfamides et d'autres antimicrobiens. Ce type de test nécessite une incubation de plusieurs
heures avant que les résultats puissent étre visualisés, c'est pourquoi ce test a été modifié en
empruntant les principes du dosage immuno-enzymatique, formant ainsi des complexes anticorps-
antibiotiques qui développent une réaction colorée en présence d'une enzyme. Une faible
intensité est généralement positive, tandis qu'une forte intensité est considérée comme négative.
Ces tests sont plus colteux que les tests conventionnels avec des inhibiteurs microbiens, mais
fournissent un résultat en quelques minutes. L'inconvénient majeur est qu'ils ne détectent que les

substances qui réagissent immunologiquement avec le récepteur (Ghimpeteanu et al., 2022).
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IV.1. Objectif :

Notre étude a pour objectif d’évaluer la présence des antibiotiques dans le lait destiné a la
transformation (circuit formel) et le lait livré aux créemeries ou vendu directement a la population

(circuit informel).
IV.2. Période et lieux de prélévement :

L’¢échantillonnage du lait a été réalisé dans différentes régions de la wilaya de Tizi Ouzou en
Algérie (Annexe 1), dans la période de Mars jusqu’a Mai 2024.

L’étude a été réalisée sur 35 échantillons du lait prélevés a partir des cuves de stockage (issu
de plusieurs vaches de chaque ferme) dans des flacons stériles en verre tout en respectant les
regles d’hygiene recommandés. Les échantillons sont ensuite transportés dans des glacieres afin

de maintenir une basse température (4°C).
IVV.3. Cadre de I’étude :

Cette étude a été réalisée au niveau de deux institutions. En premier lieu, nous avons effectuée
une analyse physicochimique du lait dans un laboratoire d’une industrie laitiere «STLD»
(Férmier) situé a DRAA BEN KHEDA. Cette analyse a permis d’évaluer les différents
paramétres y a compris la matiére grasse, protéines, lactose, pH...etc. En deuxiéme lieu on a
effectué¢ une recherche de résidus d’antibiotiques dans le lait au niveau du laboratoire de
microbiologie du département des sciences alimentaires de 1’université « Mouloud Mameri » a

Tizi Ouzou.
1V.4. Matériels et méthode :

Nous avons utilisé divers matériels, ces outils ont été choisis en fonction des besoins

spécifiques de notre étude (Annexe 2).
IV.4.1. Les tests physico-chimiques des échantillons du lait :

Les analyses physicochimiques ont été faites a I’aide d’un appareil « LACTOSCAN SP » qui

permet d’analyser plusieurs parameétres y a compris la densité, MG, protéines, lactose, ESD...etc
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Figure 3: Réalisation des analyses physicochimique du lait.

IV.5. Recherche d’antibiotique au niveau du laboratoire de I’université Mouloud

Mammeri:

La recherche de résidus d’antibiotiques dans le lait cru a été effectuée selon la méthode
officielle européenne de détection de résidus d’antibiotiques dans le lait (décision de la
commission 91/180/CEE du 14 février 1991) et qui est appliquée dans la communauté
européenne depuis le 1% janvier 2002 (décision européenne 91/180.CEE ; Réglement CE

N°1664/2006). Deux tests sont successivement mis en ceuvre :
IV.5.1. Test d’acidification

Qui se base sur la mise en évidence d’une éventuelle inhibition de Géobacillus
stearothermophillus variété calidolactis ATCC 10149, en présence d’un indicateur de pH

(pourpre de bromocrésol).
IVV.5.2. Test de confirmation

Correspond a la réalisation de deux tests de diffusion sur gélose avec les souches suivantes :

Géobacillus stearothermophillus, Bacillus subtilis.

Les modes opératoires et les réactifs sont illustrés dans les Annexes « 4, 5 et 7 ».
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IV.6. Préparation des suspensions bactériennes et réalisation des tests :

Afin de garantir des résultats fiables, les souches ont été revivifiees, et sont utilisees au bout

d’une semaine.
1V.6.1. Le test d’acidification :

Dans notre étude, le test d’acidification a été effectué en utilisant Géobacillus
strearothermophillus qui présente une trés bonne sensibilité particulierement pour la pénicilline et
les tétracychlines. Cette bactérie a été revivifiée dans des tubes contenant de BHIB, puis inoculé
dans la gélose MH (Muller Hinton) dans des boites de pétri a 1’aide d’une anse de platine, et
ensemencée en stries pour avoir des souches pures, distinctes et récentes, incubée dans une étuve
a 55°C pendant 24h, puis conservée jusqu’au moment d’utilisation (une semaine au max). Une
culture de réserve a été conservée dans le glycérol a -10°C, afin d’assurer la conservation de la
souche. A chaque fois, on procede a un repiquage a partir de la culture sur MH pour avoir toujours

des bactéries récentes.

La solution a ensemencer a été préparée dans le jour d’essai et ne sera pas utiliser une autre

fois, le mode opératoire est illustré dans I’ Annexe 3.

Figure 4: Suspension de Geobacillus stearothermophilus

Aprés incubation des tubes dans 1’étuve a 55°C pendant 24h, une coloration jaune du milieu
gélosé signifiée que ces échantillons du lait sont exempts des substances inhibitrices. Une
coloration pourpre ou pourpre partielle signifiée que le lait contient des substances inhibitrices.
Ces échantillons ont été soumis a un test de diffusion sur gélose (voir le mode opératoire, la

réalisation et le résultat dans les Annexes 5, 6 et 9 respectivement).
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IV.6.2. Le test de confirmation (diffusion sur gélose) :

Par contre, le test de confirmation a été realisé par les souches : Géobacillus
stearothermophillus afin de détecter la famille des penicillines et les tétracyclines, et Bacillus
subtillis qui a pour but de détecter la famille des macrolides et les aminosides. La bactérie
bacillus subtillis a été inoculée dans la gélose MH, encemensée en stries puis incubée a I’étuve a
37°C (température optimale de croissance) pendant 24h.

Figure 5 : Bacillus subtilis Figure 6: Géoacillus stearothermophilus

Les suspensions des souches (cultures jeunes de 18h) ont été préparées en homogénéisant les
colonies pures dans de 1’eau physiologique (NaCl 9 g/L d’eau), puis ajusté a la densité optique
(DO) 0,08-0,1 par évaluation au spectrophotometre a 625 nm (équivalent au standard McFarland
0.5). La standardisation est importante pour obtenir des résultats reproductibles et comparables,
elle assure que la méme quantité de bactéries est testée pour chaque antibiotique, permettant une
comparaison directe des résultats. Les souches standardisées devraient étre utiliser le plus vite
possible pour que la standardisation soit efficace. Les boites de pétri ont été ensuite inondées par
les suspensions bactériennes, la mise en évidence des résidus d’antibiotiques se fait par
imprégnation des disques de papier filtre stérile dans le lait a tester puis, ces derniers sont
appliqués sur le milieu gélosé avec addition d’un disque de pénicilline G comme témoin. Les
boites ont été incubées a 1’étuve a 55°C et 37°C pour G. stearothermophillus et B. subtillis
respectivement. La présence d’inhibiteurs se manifeste par I’apparition d’une zone translucide

au tour du disque de papier filtre d’au moins 2mm de diameétre mesurée a 1’aide d’une regle (voir
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le mode opératoire dans I’Annexe 7). Le résultat de ce test, et les familles d’antibiotiques
recherché sont illustrés dans les Annexes 8 et 10.
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Résultats et Discussions

V.1. Résultats :

Les propriétés et caractéristiques physicochimiques sont des variables importantes pour le
contréle de la qualité du lait. L'importance de I'analyse physico-chimique du lait réside dans la
garantie de sa qualité, de sa sécurité et de sa conformité aux normes. Ces analyses évaluent divers
parameétres tels que I'acidité, la densité et la teneur en matiéres grasses afin de garantir que le lait
est propre a la consommation et a la transformation (Elhefian, 2017).

Les antimicrobiens sont utilisés dans I'élevage bovin laitier principalement pour traiter ou
prévenir les maladies et, dans une moindre mesure, pour augmenter la production de lait ou
améliorer I'efficacité de I'alimentation. Toutefois, l'utilisation massive d'antimicrobiens a créé
des problemes potentiels de résidus dans le lait, notamment le risque de réactions allergiques, la

résistance aux antibiotiques (Asredie et Engdaw, 2015).
V.1.1. Les analyses physicochimiques :

Tableau 4 : Résultat de I’analyse physicochimique du lait.

Parametres Moyenne lait du CF £ | Moyenne lait du CIF Normes (JORAJAFNOR)
ET +ET
pH 6.51 +0.08 6.51 +0.09 6.6-6.8 (AFNOR)
Densité 1029.17 + 2.73 1029.25 + 2.45 1030-1032 (JORA)
MG g/l 3495+11.71 41.85+8.33 34 au minimum (JORA)
ESD g/l 80.81 £ 8.65 77.56 + 22.57 9.-95 (AFNOR)
Protéines g/l 30.9+2.82 31.35+1.67 31.5-35.5 (AFNOR)
Lactose g/l 40.67 £8.31 43.71+£2.95 47-52 (AFNOR)

Moy + ET : moyenne + écart type

V.1.2. Discussion :

Le lait est considéré comme un aliment important. Il doit étre offert aux consommateurs sans
additifs chimiques et sans antibiotiques afin de garantir la sécurité alimentaire, et d'éviter des
effets dangereux pour la santé. Cela doit s'accompagner de la mise en ceuvre de bonnes mesures

d'hygiéne a tous les niveaux de la chaine laitiere (Salman et al., 2012).
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Dans l'industrie laitiére, le pH est souvent la premiere indication d'une contamination
microbiologique, mais il est plus souvent manipulé pour créer et produire toute une gamme de
produits laitiers, y compris le fromage (Aydogdu et al., 2023). Le pH est un bon indicateur sur
1’état de la fraicheur du lait (Tir et al., 2015). Les valeurs de pH des échantillons varient de 6,4 a
6,6 avec une moyenne de 6,51 soit pour le lait collecté et non collecté, cette moyenne est
supérieure a celle trouvé par Mati et al (2011) qui est de 6,49 et inférieure a celle trouvé par
Debouz et al (2016) qui est 6,62. dix échantillons du lait de CF et quatre du lait de CIF sont
conformes avec la norme établie par AFNOR (1986), qui est de 6,6 a 6,8, alors que 21 échantillons
(de CF et CIF) ne répondent pas a cette norme. Ces valeurs de pH se rapprochent de celles trouvé
par Tir et al (2015) qui varient entre 6,3 et 6,75. Selon Mathieu (1998), les variabilités de pH
sont liées au climat, au stade de lactation, aux disponibilités alimentaires et a 1’état de santé des

vaches, mais aussi a la fraicheur du lait.

La densité du lait étudié été d’une moyenne de 1029,17 pour le lait de CF et 1029,25 pour le
lait de CIF, ces valeurs sont inférieures a la norme requise qui se situe entre 1030-1032 (JORA
1993), mais 5 échantillons du lait de CF et 5 du CIF sont conforme a cette norme, tandis que 24
échantillons sont inférieurs a la norme, et un seul échantillon été supérieure (1036,9). Cette
moyenne est presque la méme trouvé par Tir et al (2015) qui est 1029,7, mais aussi elle est
inférieure a celle trouvé par Mati et al (2011) (1034,5) et supérieure a celle obtenue par Debouz
et al (2016) et qui est 1028. Selon Debouz et al (2016), la densité dépend de la teneur en matiere
séche, en matiere grasse, de la température et du régime alimentaire de 1’animal. Un lait pauvre
en matiére séche aura une densité faible (Tir et al., 2015). La densité peut nous indiquer aussi un
état de fraude du lait par les producteurs ou les collecteurs.

Un total de 13 échantillons (lait de CF et CIF) présentent une teneur en matiére grasse
inférieure a la norme prescrite par la loi algérienne, qui limite la teneur a 34g/l au minimum (JORA
1993), tandis que 22 échantillons sont conformes, contrairement a Tir et al (2015) qui ont trouveés
que tous les echantillons présentent une teneur inférieure a la méme norme. L’analyse statistique
a donné une moyenne de 34,95 g/l pour le lait de CF et 41,85 g/l pour le lait de CIF, ces valeurs
sont inférieurs a celle trouvé par Mati et al (2011) qui est de 61,9. Selon Tir et al (2015), la
variabilité de la teneur en matiere grasse dépend de la race, 1’alimentation, les conditions

climatiques et le stade de lactation.

Les teneurs en extrait sec obtenues sont 80,81 g/l (LC) et 77,56 (LNC), ces valeurs sont
conformes a la norme prescrite par AFNOR 1986 (9-95 g/l). Ces valeurs sont inférieurs a celle

trouvés par Tir et al (2015) qui est de 87,49 g/l , et supérieurs a la valeur trouvée par Mati et al
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(2011) qui est 10,64 g/l.

La teneur en matiére séche du lait varie en fonction du stade de lactation. Ainsi, elle diminue
durant le mois suivant le vélage (mise bas), puis augmente suite a 1’accroissement de taux de

matiére grasse et azotée (Debouz et al., 2016).

Les taux protéiques moyens du lait de CF et CIF sont de 30,9 et 31,35 g/l respectivement est
tres proche de la norme AFNOR (31,5-35,5 g/l). La moyenne trouvée est élevée a celle obtenue
par Mati et al (2011) et qui est 5,38 g/, mais elle est inférieure a celle de Elhefian (2017) qui est
de 42,5 g/1. D’apres Debouz et al (2016), la concentration des protéines laitieres varie selon la

saison, le stade de lactation et le nombre de mises en bas.

Les teneurs moyennes en lactose du lait de CF et CIF sont 40,67 g/l et 43,71 g/l
respectivement, elles sont non conformes a la norme prescrite par I’AFNOR (47-52). Les valeurs
trouvés sont inférieures a celle obtenue par Debouz et al (2016) qui est de 50.47+£2.069/l, et a
celle de Elhefian (2017) qui est de 46 g/l.

V.1.3. La recherche des résidus d’antibiotiques :
V.1.3.1. Test d’acidification :

Les résultats du test d’acidification des différents échantillons de lait sont illustrés dans la

figure 7.
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Figure 7: Résultats de I'analyse des échantillons de lait cru (CF et CIF) apres le test

d'acidification.
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D’aprés la figure 7, le lait de CIF posseéde un pourcentage plus élevé que celui de CF en
terme des échantillons positifs et négatifs. Alors que le pourcentage des échantillons douteux du

lait de CF est plus élevé que celui de CIF.

La figure 8 montre les proportions des echantillons de lait positifs, douteux et négatifs au

test d’acidification sur I’ensemble du prélevé.

Total

M Positifs
W Douteux

Négatifs

Figure 8: Résultat du test d’acidification du lait cru prélever.

Le résultat a montré que 37% des échantillons du lait analysé étaient positifs, 29% étaient

douteux, ce qui signifie la présence des substances inhibitrices, et 34% étaient négatifs.
V.1.3.2. Test de diffusion sur gélose :

Les échantillons positifs et douteux (23 échantillons) ont été soumis a un test d’inhibition sur

gé¢lose MH afin de confirmer la présence des résidus d’antibiotiques.

L’analyse statistique du taux de détection des résidus par les bactéries testes selon le type du

lait a été effectuée par le test Khi-carré. Le résultat est mentionné dans le tableau 6.

Tableau 5: Taux de détection des résidus par les bactéries testes.

B. subtilis G. Stéarothermophilus

Positif (%) |Négatif (%) [P value |Positif (%) Négatif (%) P value
Lait de CF 14,3% 95,7% 0,537 47,8% 52,2% 0,121
Lait de CIF |0% 100% 41,7% 58,3%
Total lait  2,9% 97,1% - 45,7% 54,3 -
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Le résultat du test de confirmation est présenté dans la figure 9

W Résidus
d'antibiotiques.

|
Autres substances

Figure 9: Résultat du test de confirmation

Les pourcentages de détection des résidus d’antibiotiques par les bactéries testes sont

illustrés selon le test de confirmation dans la figure 10.

HG.
stéarothermophillus

M B. subtilis

Figure 10: Taux de détection des résidus d’antibiotique par les bactéries G.
stearothermophillus et B. subtillis.selon le test de confirmation

La répartition des échantillons positifs selon I’ensemble du lait prélevé est illustrée dans la

figure 11.
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Figure 11: Répartition des échantillons positifs sur I’ensemble du lait prélevé.

11 échantillons sur 23 du lait de CF ont été positifs (contiennent des résidus d’antibiotiques),

tandis que dans le lait de CIF, 5 échantillons sur 12 sont avérés positifs.
V.1.4. Discussion des résultats

Les résultats de cette étude ont montré, apres le test d'acidification (premiére étape), la
présence de résidus d'antibiotiques dans 13 échantillons (37,14%) sur 35 prélevements de lait cru
examinés dont 34,78% pour le lait de CF et 41,66% pour le lait de CIF. En revanche, le
changement de coloration du milieu, du violet au jaune a été observé dans 12 échantillons
(34,3%) qui étaient considérées comme négatifs, et 10 échantillons (28,6%) ont été douteux (la
couleur était intermédiaire entre le violet et le jaune). Suite a ces résultats, on a procédé a un test
de confirmation. Ces valeurs sont différentes de celles trouvées par Titouche et al (2013) qui sont
de 67,25%, 28,65% et 4,09% respectivement pour des échantillons positifs, négatifs et douteux.
De méme pour Ouabdesselam et al (2020), qui ont indiqué des proportions de 20,51% positifs,
76,49% négatifs et 3% douteux. Shirin et al (2014) ont trouvé des valeurs de 30,07%, 66,74% et
3,18% respectivement pour des échantillons positifs, négatifs et douteux. Ces résultats
démontrent la large utilisation des pénicillines et des tétracyclines dans le traitement des
infections en élevage laitier en Algérie. En particulier pour les mammites par injection d'ions

intramammaires.

La méthode d'analyse microbiologique mise en ceuvre en utilisant G.stearothermophilus
comme micro-organisme test est caractérisée par un seuil de détection des antibiotiques le plus

proche possible des limites maximales de résidus (LMR) des antibiotiques les plus fréguemment
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utilisés dans le traitement des bovins laitiers. En effet, la sensibilité de la nouvelle technique
d'acidification est bien meilleure pour les deux familles d'antibiotiques les plus répandues dans
les spécialités intramammaires utilisées en Algérie (béta-lactames et tétracyclines). En effet,
Géobacillus stearothermophilus est caractérisé par une sensibilit¢ remarquable aux béta-
lactames, sa croissance est inhibée par une concentration de 5 ppb d'ampicilline (Ouabdesselam
et al., 2020).

Toutefois, la plupart des échantillons de lait cru positifs présentaient un pourcentage élevé de
contamination par la pénicilline et/ou la tétracycline (93,75%). Inversement, les macrolides et/ou
les aminoglycosides n'ont été détectés que dans un seul échantillon (6,25%) qui €té du lait de CF.
Dans I’étude réalisée par Titouche et al (2013), 88.75% des échantillons ont été contaminés par la
pénicilline et/ou la tétracycline, 12.5% par les macrolides et/ou les aminoglycosides. D’autre part
nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Ouabdesselam et al (2020), qui sont de 93,62%

et 6,38% pour B. stearothermophillus, et B. subtillis respectivement.

Cette analyse a montré que les pénicillines et les tétracyclines sont les antibiotiques les plus
utilisés en élevage laitiers dans la wilaya de Tizi Ouzou (93,75%), ce pourcentage est supérieure a
celui obtenus par Titouche et al (2013) et qui est de 88,75%. Les macrolides et les aminosides en
deuxiéme place avec un pourcentage de 6,25%, alors que Titouche et al (2013) ont trouvés un
pourcentage supérieure qui est de 12,5%.

L’étude a révélé que le nombre total des échantillons positifs était de 16 échantillons, soit avec
un pourcentage de 45,71%, cette valeur est supérieure a ceux obtenues par Salman et al (2012),
Aoues et al (2019) et Arora et Chhabra (2005) qui sont 33,8 %, 38% et 28,89% respectivement,
mais inférieure a celles trouvées par Titouche et al (2013) qui est de 46,87%

Nous avons constaté que 6 échantillons contaminés par la pénicilline et/ou la tétracycline ont
présentés un plus grand diametre d'inhibition (plus de 15+1mm) pour G. stearothermophillus, ce

qui signifie que cette bactérie est tres sensible a la pénicilline et/ou la tétracycline.

Le test de confirmation a révélé que 16 échantillons (69,57%) contiennent vraiment des
résudus d’antibiotiques parmi les 23 examinés qui sont présumés positifs ou douteux apres le
test d’acidification, tandis que les 7 autres échantillons (30,43%) restants pourraient é&tre

contaminés par d’autres substances inhibitrices tels que les sulfamides, les désinfectants ...etc.

Ce résultat indique l'utilisation excessive d'antibiotiques dans le traitement des vaches laitiéres
et pourrait étre associe a I'absence d'elimination ou d'isolement des vaches laitiéres traitées aux

antibiotiques. Ainsi, le lait contaminé est mélangé au lait non contaminé et avec le lait d'autres
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exploitations lors de la collecte (Bouchoucha et Bouaziz, 2022). Les traitements thermiques, y
compris la pasteurisation, n'ont aucune action sur les résidus d'antibiotiques (Bouchoucha et
Bouaziz, 2022).

Le pourcentage élevé de contamination du lait par des inhibiteurs tels que les résidus
d'antibiotiques peut probablement s'expliquer principalement par des préparations
pharmaceutiques intra-mammaires massives et incontrélées pour le traitement et la prévention
des mammites bovines, la contamination par le matériel de traite, ne respectant pas les délais
d'attente apres le traitement, et ensuite par un ajout volontaire d'inhibiteurs de croissance des
germes (antibiotiques, antiseptiques) afin d'arréter la croissance microbienne et de stabiliser la
qualité microbienne du lait (Titouche et al., 2013), I'utilisation prolongée ou les doses inutiles
d'antimicrobiens (Prajwal et al., 2017), les dosages hors étiquette et l'utilisation de médicaments
qui n'ont pas été approuveés pour l'espéce en question peuvent entrainer la présence de résidus
indésirables (Asredie et Engdaw, 2015).

Selon Titouche et al (2013), Outre le risque pour la santé publique (réactions allergiques,
influence sur la flore intestinale et risque d'émergence et d'augmentation de souches résistantes
aux antibiotiques), les résidus d'antibiotiques représentent un réel probleme pour les
transformateurs de lait en raison de leur impact négatif sur le processus de fermentation lactique.
En effet, les bactéries lactiques comme Streptococcus thermophillus, Lactobacillus bulgaricus et
Lactococcus lactis peuvent jouer un réle essentiel de starter en acidifiant le lait, entrainant ainsi
la précipitation des protéines du lait (caséine), le développement d'arémes liés a l'activité
protéolytique et aux souches lactiques lipolytiques et I'inhibition de la croissance des micro-
organismes d'altération ou des bactéries potentiellement pathogenes comme les coliformes,
Pseudomonas, S. aureus et Listeria monocytogenes. La présence de résidus d'antibiotiques dans
le lait cru peut inhiber partiellement ou totalement la croissance des bactéries lactiques
impliquées dans I'élaboration de produits laitiers tels que le fromage et le yaourt, entrainant des
accidents de fabrication. Les accidents les plus courants sont les défauts de coagulation, et le
risque de prolifération incontr6lée des germes gazogenes, insensibles aux antibiotiques, tels que

les coliformes, Bacillus, Clostridium et Proteus.

La réglementation européenne précise que le lait cru mis sur le marché, ne doit pas contenir
de résidus d’antibiotiques en concentration dépassant la LMR (limite maximale de résidus). En
Algérie, le décret n°39 du 02 juillet 2017 fixe les critéeres microbiologiques applicables aux
denrees alimentaires et exige 1’absence totale de résidus d’antibiotiques dans un millilitre de lait

cru (Aoues et al., 2019).
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A T’issu de ce travail, en ce qui concerne les paramétres physicochimiques, la majorité
des échantillons du lait analysé ne répondent pas aux normes recommandées, que ce soit
pour le pH et le lactose, la densité et la matieére grasse, contrairement a I’ESD et le taux

protéique qui sont conformes aux normes en vigueur.

Les résultats de cette étude indiquent clairement la forte contamination de nos
échantillons du lait cru par des résidus d'antibiotiques, avec un pourcentage de 45,71%
(47,82% pour le lait de CF et 41,66% pour le celui de CIF). Cela peut s'expliquer par
I'utilisation intensive et abusive de médicaments vétérinaires, des mauvaises pratiques
sanitaires, ainsi que par le non-respect du délai entre I'administration de I'antibiotique et la

collecte du lait.

L’étude a montré que les béta-lactames et les tétracyclines sont les familles

d’antibiotiques les plus utilisés en élevage bovins dans la région de Tizi Ouzou.

Les résidus d’antibiotiques dans les aliments d’origine animale sont préoccupants en
raison des risques toxicologiques pour le consommateur. L'adoption de certaines mesures de
sécurité et de lignes directrices peut contribuer a réduire les résidus a des niveaux non
toxiques y compris la mise en ceuvre des lois de régulation dans les exploitations laitiéres,
Pratiques d'hygiéne et de gestion appropriées dans les fermes d'élevage et les unités laitieres,
identifier et isoler les vaches traités, assurer la qualité de I'eau de boisson pour les animaux
pour éviter les infections et réduire l'utilisation d'antibiotiques, Pratiques de gestion des
antibiotiques dans I'élevage doivent étre conformes aux normes et réglementations locales
pour éviter I'abus et le non-respect des délais d'attente, utiliser des systemes de collecte et de
stockage sécurisés pour éviter la contamination croisée des laits, Informer et former les
éleveurs et les professionnels de la filiere sur les risques liés aux résidus d'antibiotiques et

les mesures a prendre pour éviter la contamination. . .etc.

Parmi les alternatives aux antibiotiques, on peut citer les bactériocines (peptides
antimicrobiens) qui sont de petites protéines bioactives produites naturellement par certains
micro-organismes vivants, ils peuvent servir de bio-protecteurs contre la détérioration et la
contamination par des agents pathogénes, car ils ont démontré une excellente activité
antimicrobienne contre les bactéries, et empéchent la prolifération des micro-organismes
thermophiles formant des spores. La vaccination aide a prévenir I'évolution des infections
en incitant les cellules immunitaires (cellules B, les cellules T) a développer une immunité

adaptative en produisant des anticorps spécifiques contre les agents pathogeénes. Les
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anticorps du jaune d'ceuf de poule constituent une approche thérapeutique efficace contre
plusieurs maladies virales et bactériennes. Les extraits de plantes ou les phytobiotiques sont
principalement  utilisés dans l'alimentation animale pour leurs diverses
activitespharmacologiques, telles que les propriétés antimicrobiennes, anti-inflammatoires
et anti oxydantes, la phagothérapie qui utilise des bactériophages comme agents anti-
bactériens.
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Annexe 01 :

Région

Nombre d’échantillons

Boghni

Illoula

Iilten

Makouda

Azzefoune

Boumerdes

Freha

o O O W O N ©

Annexe 02 :

1. Matériels utilisés :

Matériels utilisés

Echantillon du lait

Eau physiologique stérile

Tubes a essai stérile Seringue
Lactoscan Eau distillée
Becher Pinces
Pipettes pasteur Autoclave
Disques de papiers filtre stériles Bain marie
Spectrophotomeétre Ecouvillons
Lanse Bec bunsen

Papier absorbant

Fioles gaugeés

Etuve

Portoirs

Micropipettes

Embouts

Flacons stériles en verre

Pied a coulisse

Milieu de culture :

> Gélose : Muller Hinton
> Bouillon : BHIB
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Annexe 03 : Préparation de la solution a ensemencer :

e Mettre une partie des spores de B. stearothermophillus dans un tube contenant de 1’eau
physiologique stérile.

e Faire fondre le milieu gélosé (Muller Hinton) puis le refroidir a 55°C.

e Rajouter une partie de la suspension des spores fraiches a cing parties de milieu gélosé
dans un tube.

e Mélanger soigneusement.

e Transféerer rapidement avant la solidification, 0,3 ml du milieu ensemencé dans les tube

contenant les échantillons du lait a analyser.
Annexe 04 :

e L’cau utilisé doit étre distillée, et ’eau physiologique doit étre stérile.

e Le milieu gélosé est Muller Hinton, préalablement fondu a 100°C et refroidi a 55°C.

Composition de la solution de triméthoprime :

Triméthoprime 5 mg
Ethanol 96% 5 ml
Eau distillé 1000ml

Mélange nutritif :

On fait dissoudre le mélange nutritif et I’indicateur dans 1’eau distillée est stériliser par filtrage

(diameétre de filtration = 0,45 microns).

Extrait de levure 3 mg
Glucose 20 mg
Amidon soluble 32 mg
Pourpre de bromocrésol 0lg
Eau distillée 200 ml

Solution de pénicilline :

Dans notre cas, on a utilisé un disque de pénicilline G.
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Annexe 5 : Mode opératoire :

e Introduire 2 ml de lait dans un tube a essai stérile sans mouiller les parois.

e Placer les échantillons du lait a analyser dans un bain d’eau régler a 80°C pendant 10
minutes.

e Apres identification de chaque tube, enlever le bouchon puis placer sur un portoir le
nombre requis pour 1I’examen des échantillons et des témoins.

e Ajouter 50 x/ du mélange nutritif dans chaque tube.

e Ajouter 300 u/de la solution a ensemencer.

e Ajouter 300 de solution de triméthoprime

e Introduire un disque de pénicilline G.

e Fermer les tubes, les mettre dans un portoir puis les incuber dans une étuve a 55°C pendant

au moins 4 heures.

e Les échantillons dont la couleur est pourpre et douteuse seront mis a un test de
confirmation.

Annexe 6 : La réalisation du test d’acidification

En présence

d'antibiotiques

Incubation

Milieu gélosé ER ' Rbnance E
g d'antibiotiques

contenant du
glucose et la
bactérie test

Annexe 7 : Mode opératoire de I’épreuve de confirmation :

e Faire fondre le milieu gélosé MH, puis le refroidir a 55°C.

e Couler dans les boites de pétri le milieu gelosé, laisser refroidir.

e Inonder les boites par des spores fraiches de G. stearothermophillus et B. subtilis qui doit

étre standardiser, pour obtenir une densité appropriée de colonies avoisinant 10
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e Imprégner les disques du papier filtre par le lait & tester a 1’aide d”une pince, puis ajouter un

disque de peénicilline G comme témoin.

e Incuber les boites de pétri selon la température d’incubation de I’organisme test (55°C et

37°C pour G. stearothermophillus et B. subtilis respectivement.

e Apres 24h d’incubation, les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés grace au pied a

coulisse.

Annexe 8 :
Microorganisme test Famille /Antibiotique recherché
G. stearothermophillus Pénicillines Pénicilline G

Tétracychlines

Tétracychlines

B. subtilis

Macrolides Aminosides

Spiramycine
Erythromycine
Streptomycine

Annexe 9 : la répartition des échantillons du lait selon le test d’acidification.

Figure : résultats de test d’acidification (Echantillons positif)
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Figure : résultat de test d’acidification (Echantillon négatif)

Figure : résultats de test d’acidification (Echantillons douteux)
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Echantillon  Pourpre

Douteux

Lait collecté

Lait non collecté

Ililten 01

Ililten 02 +
[Hlilten 03

llilten 04

llloula 01

Illoula 02

Bmrds 01

Bmrds 02 +
Bmrds 03

Bmrds 04

Bmrds 05

Freha 01

Freha 02 +
Freha 03

Freha 04

Freha 05

Freha 06

Makouda 01

Makouda 02

Makouda 03

Azzefoun 01

Azzefoun 02

Azzefoun 03 +
Boghni 01 +
Boghni 02

Boghni 03 +
Boghni 04

Boghni 05

Boghni 06

Boghni 07

Boghni 08

Boghni 09
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Azzefoun 04 +
Azzefoun05 +
Ililten 05 +

Annexe 10 : La répartition des échantillons positifs du lait selon le test de diffusion.

Figure : Résultats de test de confirmation obtenus en utilisant la bactérie Géobacillus

stearothermophilus

Figure : Résultats de test de confirmation en utilisant Bacillus subtilis.
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du Echantillon Diamétre de la

zone d’inhibition

Azzefoun 01
Azzefoun 02 14 mm
Azzefoun 03 28 mm
Bmrds 02 14 mm
Freha 02 12 mm
Freha 04 8 mm

Freha 06 10 mm
Ililten 02 12 mm
Makouda 01 20 mm
Makouda 02 18 mm
Makouda 03 12 mm
Boghni 01 10 mm
Boghni 04 8 mm

Azzefoun 04 14 mm
Azzefoun 05 12 mm
Ililten 05 8 mm
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Annexe 11: Analyses physicochimiques du lait

Type Echantillon MG Pr PH densité ESD Lactose

[llilten01 23.3¢/l 27,6 6,5 1028,99 [774 38,8
Ililten02 37.29/1 29,9 6,4 1027,82 |/7,6 42,2
Ililten03 59.99/I 25,4 6,4 1021,24 65,1 35,4
Ililten04 43.89/1 30 6,6 1027,23 [/7,4 4,24
[lloula01 19.49/1 32,5 6,6 1031,9 84,3 46,1
Illoula02 33.49/1 30,9 6,5 1029,13 80,1 43,8
BMRDS01 (35.1g/I 31,6 6,4 1029,58 79,9 43,5
BMRDS02 [31.2¢/I 30,6 6,5 1028,83 |77,1 41,9
BMRDS03 [34.2¢/I 32,6 6,4 1030,61 824 44,9
BMRDS04 [34.69/I 31,2 6,4 1029,24  [789 42,9

B BMRDS05 339/l 31,3 6,6 1029,42 |79 43
% Freha01 27,59/l 32,5 6,6 1031,1 82,2 44.8
'E Freha02 30,69/1 32,1 6,6 1030,42 81,1 44,2
Freha03 34,99/1 32,9 6,6 1030,9 83,4 45,4
Freha04 35,80/1 31,4 6,6 1029,35 [7194 43,2
Freha05 33,1g/l 30,7 6,6 1028,84 [7/7,5 42,2
Freha06 11,59/1 28,7 6,6 1029,56  [76,8 40,4
AZFNO1 37,79/l 31,5 6,4 1029,1 10,5 42,5

AZFNO2 60,99/1 40,6 6,5 1036,9 10,5 41
AZFNO3 27.19/1 28,8 6,4 1027,4 73,3 41,3
Makouda01 (37.5g/I 30,8 6,5 1029,27 82,7 43,5
Makouda02 (37 29,9 6,6 1028,68 80,2 42,2
Makouda03 42,5 27,2 6,6 1025,43  [72,9 38,1
BGHO1 22.2¢/l 33,3 6,6 1032,34 85,7 46,9
BGHO02 34.5¢/1 32,1 6,6 1030,36 83,2 45,5
BGHO03 36.50/1 31,6 6,6 1029,69 81,9 44,7
e BGHO04 29.2¢9/1 32,7 6,4 1031,43 84,8 46,4
% BGHO05 35.79/1 32,8 6,4 1031,05 85,3 46,5
g BGHO06 29.99/1 33,2 6,5 103196 (86,4 47,3
-% BGHO7 45,39/l 29,9 6,5 1027,26  [/74 42,2
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BGHO08 30,60/1 30,7 6,4 1029,29 10,5 43,4
BGHO09 50,29/1 27,5 6,6 1024,42 10,5 38,7
Ililten05 46.50/1 30 6,4 1024,66  [71,2 42,4
AZFNO4 27.1g/1 28,8 6,4 1027,4 80,1 39,5
AZFNO5 34.7g/1 31,3 6,5 1029,4 79,3 41,1
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