RESUME
de la thése de doctorat intitulée
OPTIMISATION DES METHODES D’EVALUATION RAPIDE DE
CERTAINS INHIBITEURS DU LAIT COLLECTE
préparée pabrd. Docteur médecin vétérinair®op (Popa) Mihaela

sous la direction scientifique de MrReof. univ. Dr. Maria Crivineanu

Mots-clés: lait, inhibiteurs, substances antibactéennes, antibiotiques, tests rapides,
inhibiteurs, Delvotest SP NT 100, radio-immuno-anaise, test ELISA.

La thése de doctorat, hors la table de matiereséseamé, lintroduction et la
bibliographie, comprend deux parties principalestinctes Etude bibliographiqueet
Recherches propris

La premiére partiePARTIE |, ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE , comprend deux
chapitres, a savoir:

Le premier chapitreCHAPITRE | — LE LAIT, COMPOSANT DE BASE DE
L’ALIMENTATION HUMAINE décrit les aspects essentiels de 'importance itlaldas la
diete humaine équilibrée et les principales caretigues du lait, étant structuré en sous-
chapitre ci-apresAlimentation et santé, Importance du lait, Caraidéques organoleptiques
du lait (Apparence et consistance du lait, Couleur du @0t du lait, Odeur du lait),
Caractéristiques physico-chimiques du lait, Compamss chimique du lai{Eau, Lipides,
Glucides, Protéines, Substances minérales, VitaniBesimes)Parameétres de qualité pour
que le lait cru soit accepté dans les unités dédmaent et/ou transformation, Gestion de
I'assurance de la qualité du lait.

Le deuxieme chapitreCHAPITRE Il — LES SUBSTANCES INHIBITRICES DU

LAIT présente des aspects sur les principales substamicibstrices qui peuvent étre
présentes dans le lait et les aspects négatifeedahis de substances antibactériennes du lait
sur la santé humaine et le traitement industriellaity étant structuré en sous-chapitres
suivants :Généralités sur la présence des substances initb#rdans le lait, Classification
des substances antibactériennes, Champ d’actiosaMémes d’action, Pharmacocinétique,
Sécurité des aliments et xénobiotiques chimiquesns€juences de la présence des
substances inhibitrices dans le lait sur le consameor (Effets négatifs des résidus
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d’antibiotiques sur ’'homme, Implications d’ordrechnologique, Limites maximales admises
des résidus d’antibiotiques dans le lait).

La deuxieme partiePARTIE I, RECHERCHES PROPRES, comprend trois
chapitres, & savoMatériaux et méthodes de travail, Résultats etudisions, Conclusions et
recommandations.

Les trois principaux buts de cette these de doctoaété représentés par :

- le suivi de la présence ou de l'absence des résahiscertaines substances
antibactériennes (principalement des antibiotiqus)s le lait cru a travers de tests
rapides basés sur des méthodes microbiologiquas (aalitatifs microbiens);

- lidentification des groupes d’antibiotiques et fanhides dont les résidus ont été
identifiés dans les échantillons positifs, en saitit la radio-immuno-analyse (le test
semi-quantitatif Charm Il basé sur des récepteucsotnens);

- la quantification des résidus de substances améibecnes (a travers la méthode
immuno-enzymatique ELISA) et comparaison des val@btenues avec les limites
maximales admises par la Iégislation nationaleieg@eenne en vigueur.

CHAPITRE Il - MATERIAUX ET METHODES DE TRAVAIL

Pour le déroulement des études, on a prit des #@lbbias de lait cru de cing centres de
collecte et deux fermes de bovines situés aux @lesitde la ville de Bucarest (département
d’lifov) qui fournissent constamment du lait cruypda consommation des personnes de
Bucarest et du lait comme matiére premiére auxéarde transformation. Les échantillons
destinés a la détermination des résidus de sulestantibitrices du lait ont été pris en
respectant certaines régles de prise, étiquetagaditonnement, transport et temps de
traitement des échantillons.

Les recherches ont été effectuées pendant 6 arm@estir de 'année 2008 jusqu’en
2013, sur un nombre de 2214 échantillons de laitcollecté de cing centre de collecte et
deux fermes situés aux alentours de la ville deaBast, comme il suit: 421 échantillons en
2008, 378 echantillons en 2009, 397 échantillon®2@t0, 227 échantillons en 2011, 404
échantillons en 2012 et 387 échantillons en 2013.

Afin de déterminer les résidus des substancesitribés des échantillons de lait cru
on a déroulé une succession d’étapes de travsalvair :

1. Le test qualitatif microbien

On a utilisé le screening (le suivi) des substamnuabitrices présentes dans le lait cru.
Etant un test qualitatif, celui-ci ne donne desoinfations précises ni sur la substance
inhibitrice concernée, ni sur la quantité retroudams I'’échantillon, mais il présente des
avantages majeurs : détecte les échantillon pasitdut éliminer les échantillons négatifs, est
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relativement bon marché, ne nécessite pas un aliggeecolteux, peut étre appliqué a la fois
dans des conditions de terrain et de laboratoireestrésultats sont fournis en 3 heures
environ. Ce test a permis d’identifier la présededa plupart des substances antibactériennes
utilisées dans la thérapie vétérinaire et ayargrand risque de contamination du lait.

Le test utilisé durant cette étude (Delvotest SPIN0) a permis I'identification de la
présence dans les échantillons de lait cru analgsésubstances antibactériennes ci-dessus :
pénicilline G, cloxacilline, dicloxacilline, oxatihe, nafcilline, ampicilline, amoxicilline,
céfapirine, céphalonium, céphalexine, cephacetid&fopérazone, ceftiofur, tétracycline,
oxytétracycline, clortétracycline, tylosine, érghrycine, lincomycine, spiramycine,
gentamicine, neomicine, dihidrostreptomycine, kayare, chloramphénicol,
sulfamethazine, sulfadimethoxine, sulfathiazoldfaslinzine, dapsone, triméthoprime, étant
considéré a présent le test de ce type le plusipesit.

2. Le Test semi-quantitatif Charm Il basé sur des régeteurs microbiens

Ce test a été utilisé pour les échantillons quiréagit positivement au test qualitatif
microbien et il est basé sur le liaison irrévessitdés groupements fonctionnels des substances
antibactériennes de I'échantillons des sites réceptdes bactéries testées. Le test implique
également I'utilisation des substances antibactéee radio-activement marquéé€ ou®H
qui sont en compétition avec les inhibiteurs deHantillon.

3. Le test quantitatif immuno-enzymatique

Le test ELISA a été utilisé comme méthode quantaaafin de déterminer les résidus
de substances antibactériennes du lait. La méthmdauno-enzymatique est basée sur la
réaction antigéne-anticorps et les résultats olstgpeuvent étre quantifies aux fins de
I'appréciation quantitative des résidus de subsmnohibitrices des échantillons de lait
analysés. Pendant les recherches effectuées, ofilis#® wules kits pour déterminer les
substances antibactériennes fournies par les eisgepR-Biopharm (Allemagne) et Bioo
Scientific (Etats-Unis de ’Amérique).

CHAPITRE IV — RESULTATS ET DISCUSSIONS

En utilisant letest qualitatif microbien Delvotest SP NT 100 a partir de 2008
jusqu’en 2013 on a analysé 2214 échantillons detaipris de cing centre de collecte et deux
fermes situés aux alentours de la ville de Buca@spartement d’lifov). Parmi les 2214
échantillons analysés, 2032 échantillons (91,78%) fourni des résultats négatifs, 94
échantillons (4,25%) ont fourni des résultats doxitgpendant que 88 échantillons (3,97%)
ont fourni des résultats positifs.

Afin de dépister les éventuelles réactions faussérpesitives et pour clarifier la
situation des échantillons douteux, on a ré-andBséchantillons qui ont fourni des résultats
positifs et douteux suite a I'application initiatki test Delvotest SP NT 100, apres leur
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traitement thermique pendant 10 minutes a 82°CteSuinouveaux tests des échantillons
ayant initialement une réaction positive et douteapres le traitement thermique, on a établi
un nombre de 84 échantillons (3,79% du total) guaiient présenté lors du premier test une
réaction faussement positive et a la fin on lesresitléré des échantillons négatifs.

De la sorte, suite a l'utilisation du test qualftahicrobien Delvotest SP NT 100,
parmi les 2214 échantillons de lait cru analysé&4,62échantillons (95,57% des échantillons
totaux analysés) ont présenté un résultat négagiidant que 98 échantillons (4,43% des
échantillons totaux analysés) ont été détectés @punitifs, a savoir ont contenu des résidus
de substances antibactériennes ayant une coneamtsaipérieure a la limite de détection de
la méthode.

En ce qui concerne la corrélation entre les éclhamsi positifs et la saison, I'analyse
des données obtenues a relevé que, durant lideereancernée, le plus grand nombre
d’échantillons positifs a été enregistré pendastn®is de printemps (mars-mai). Suite au
traitement statistique des résultats obtenus, avbservé une décroissance graduelle du
nombre des échantillons positifs pour les résidusubstances antibactériennes au début et
durant I'été et une nouvelle croissance au débufadkomne, et non au taux enregistrés
durant les mois du printemps. Par rapport au maistabre, la dynamique des échantillons
positifs a manifesté une ligne descendante durdmvet, pendant cette saison la
contamination avec des résidus de substances ctétiemnes ayant le plus bas niveau de
toute I'année.

La détermination semi-quantitative des résidusle substances antibactériennes des
échantillons de lait cru a été ré-analysé@ravers la méthode de radio-immuno-analyse
Charm 1, afin d’identifier les groupes de substances awctiriennes des résidus présents
dans les échantillons déterminés comme positifée sai 'application du test qualitatif
microbien.

La méthode utilisée a permis la classification demstances antibactériennes
présentes comme des résidus dans les échantillerisitdcru analysés dans 7 groupes
distincts : aminoglycosides du tipe I, aminoglydesi du tipe Il, phénicols, béta-lactamines,
macrolides/lincosamides, tétracyclines, sulfamides.

Suite aux analyses effectuées, parmi les 98 édloastianalysés, 69 échantillons
(70,41%) ont été contaminés par une seule classsuldstances antibactériennes et 29
échantillons (29,59%) ont contenu de résidus dstanbes antibactériennes classifiées dans
deux groupes différents.

Durant la période concernée, dans les échantitonsaminés par un seul groupe de
substances antibactériennes, les antibiotiques-ld&tmines ont été identifiés dans 38
échantillons (55,07%), les tétracyclines dans JHagtllons (15,94%), aminoglycosides du
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tipe | (neomicine, gentamicine) dans 5 échantill¢n5%), aminoglycosides du tipe Il
(streptomicine, dihidrostreptomicine, gentamicinglans 7 échantillons (10,14%),
macrolides/lincosamides dans 5 échantillons (7)2%%les sulfamides dans 3 échantillons
(4,35%). Les antibiotiques du groupe des phénicaist été identifiés dans aucun échantillon
analyse.

Quant aux échantillons dans lesquels on a identii§ résidus de substances
antibactériennes appartenant a deux groupes ditren a remarqué la fréquences tres
élevée de l'association des béta-lactamines et agtyicosides, étant donné que ces deux
groupes d’antibiotiques complétent tres bien leuanep d’activité ; parmi I'ensemble des
associations déterminées durant les expériences,identifié cette combinaison dans 20 des
29 échantillons analysés. On a également iderdd® échantillons dont on a déterminé des
associations entre diverses aminoglycosides etctétlines, cette chose étant liée a
I'utilisation de ces antibiotiques dans le traitemges mammites des aches laitieres.

Selon les résultats globaux, on a identifié 60 Btithens de lait contenant des résidus
d’antibiotiques du groupe des béta-lactamines @%)2 40 échantillons de lait contenant des
résidus d’aminoglycosides (31,50%), 15 échantillates lait contenant des résidus de
tétracyclines (11,81%), 9 échantillons de lait eoant des résidus de macrolides /
licosamides (7,09%) et 3 échantillons de lait eaaht des résidus de sulfamides (2,36%).
On n’a pas identifié des échantillons de lait coate¢ des résidus d’antibiotiques du groupe
des phénicols.

En ensemble, a partir de I'année 2008 jusqu’en 281favers la technique ELISA,
on a quantitativement déterminé des résidus detaulEs antibactériennes dans 27
échantillons de lait cru. Parmi ces 127 échantlld@d0 échantillons ont été positifs pour les
résidus debéta-lactaminesla valeur la plus baisse des résidus a gig/Bg, et la valeur la
plus élevée a été de pd/kg, avec une moyenne de 26;ifkg.

Quoique le kit ELISA utilisé dans cette étude nijaéts permis la détermination de
chaque représentant de la classe des béta-lactatiseulement du groupe per ensemble, on
peut considérer les taux déterminés élevés, taxmmpte que les limites maximales admises
de la pénicilline G, de I'ampicilline et de 'amaxline dans le lait sont de dg/kg, dans les
conditions dans lesquelles ces antibiotiques sm@mus comme les béta-lactamines les plus
utilisés dans la thérapeutique.

En ce qui concerne les résiduaminoglycosidesdurant la période concernée pendant
I'étude on a analysé 40 échantillons positifs. dhwient de remarquer que la méthode a
permis d’identifier de facon exacte I'antibiotiquaminoglycosidique; de ce fait, dans les
échantillons analysés on a identifié les antibisiqgentamicine, streptomicine /
dihidrostreptomicine et neomicine.
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Les résidus de gentamicine ont été déterminés daabantillons de lait; la valeur la
plus baisse des résidus a été de dg/fg, et la valeur la plus élevée a été de 2§Kg, avec
une moyenne de 221,14/kg. Tous les 7 échantillons ont présenté deduésupérieurs a la
limite maximale admiselQ0 ug/kg).

Les résidus de neomicine ont été déterminés darstantillons de lait; la valeur la
plus baisse des résidus a été de 3@8g, et la valeur la plus élevée a été de 2,;288g,
avec une moyenne de 849,8®)/kg. Il convient de remarquer que seulement deux
échantillons ont présenté des valeurs de la nepengtipérieures a la limite maximale admise
(1.500ug/kg).

En ensemble, a partir de I'année 2008 jusqu’en 2013 enregistré 21 échantillons
positifs pour les résidus de streptomicine / dibstieptomicine; la valeur la plus baisse des
résidus a été de 3Q@y/kg, et la valeur la plus élevée a été de |@J/8g, avec une moyenne
de 409,95ug/kg. Tous les 21 échantillons ont présenté deslugssupérieurs a la limite
maximale admise 200 pg/kg). Ni dans le cas des résidus daemomicine /
dihidrostreptomicine on n’a pas observé une terslasiaire d’évolution décroissante des
concentrations déterminées durant les six annétsdd.

Durant les 6 années d’étude on a enregistré 15élbbias positifs pour les résidus de
tétracycline la valeur la plus baisse des résidus a été deid/k8, et la valeur la plus élevée
a été de 443g/kg, avec une moyenne de 224,2i’kg. Tous les 15 échantillons ont présentée
des résidus supérieurs a la limite maximale adigeug/kg).

Parmi les 127 échantillons positifs pour des résuk substances antibactériennes, les
macrolidesont été identifiées et quantifiées dans 9 échanslde lait cru.

Les résidus de tilosine ont été déterminés darchéndillons de lait; la valeur la plus
baisse des résidus a été deu§g, et la valeur la plus élevée a été de 1d/&g, avec une
moyenne de 88,1yg/kg. Tous les 6 échantillons ont présenté desluéssupérieurs a la
limite maximale admisebQ pg/kg).

Les résidus d’érythromycine ont été déterminés @adshantillons de lait; la valeur la
plus baisse des résidus a été deud¥g, et la valeur la plus élevée a été dei§kg, avec
une moyenne de 78g/kg. Tous les 3 échantillons ont présenté desluéssupérieurs a la
limite maximale admise4Q pg/kg).

Les résidus dsulfamidesont été déterminés dans 3 échantillons de lawalaur la
plus baisse des résidus a été deugikg et la valeur la plus élevée a été de 1glkg, avec
une moyenne de 125,38y/kg. Parmi les trois échantillons positifs seulamdeux ont
présenté des résidus supérieurs a la limite magiadhise 100 ug/kg).

CHAPITRE V. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS présente un nombre
de 17 conclusions et recommandations issus delsatssobtenus.
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