République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université « Dr. MOULAY Tahar » de Saida

Faculté des sciences
Département de biologie
Laboratoire de biotoxicologie, pharmacognosie et valorisation biologique des
plantes

(7 Bt (53 32 o> Amaler

Aﬁb.fv lﬂ/‘
)

st . TharMouey Saida )
CAMémoire

Présenté pour I'obtention d"un dipléme du Master en biologie

Option : Microbiologie appliquée

N
Contribution a I’étude de 'activité antibactérienne de I'Oxytétracycline

exposé a certains traitements thermiques sur certaines bactéries a Gram
positif et a Gram négatif

Présenter par:

MeleDjellouli Keltouma Melle Amari Lamia

Soutenue publiquement, le 17.10.2017 devant le jury composé de :

Mr.Kahloula. K  Maitre de conférence « A» Université deSaida Président
Mr. ADLIDE. H Maitre de conférences « B» Université deSaida FExaminateur
Mr. ZIANL K Maitre de conférences « B» Université deSaida Encadreur

Année universitaire : 2017/2018




Remerciements

Au terme de ce travail :

» Tout d'abord, on remercie notre bon *Dieu* qui nous avons éclairés les
chemins du savoir et nous avons accordés la patience a réaliser ce travail.

> Ontient a exprimer toute notre reconnaissance a notre Directeur de mémoire
Mr ZIANI. K. On la remercie de nous avoir encadrés, orientés, aidés et

conseillés a réaliser ce modeste travail.

> Nous adressons nos remerciements a Mr HAMAD AHMED pour ses
efforts fournis pendants la réalisation de travail au niveau de laboratoire.

» On adresse nos sinceres remerciements a tous les professeurs (Ms
KAHLOILA .K, ADLIDE .H), intervenants et toutes les personnes qui par
leurs paroles, leurs écrits, leurs conseils et leurs critiques ont guidé nos
réflexions et ont accepté a nous rencontrer et répondre a nos questions durant
notre recherche.

v AMARI LAMIA




C est avee an tres grond fomnear gue fe dedie ce 1
wodeste travall aus persomes tes plas cheres aa

monde mes chers parents gu m ot permis de
continaer mes étades dans los meilloares conditions et

l‘?&
5 §
; ; 4
é% g’ m ont GppreE @ ne Jamass baigse 3%
A
L
?
ﬁ/‘
?
I

les bras. 1
Ve dedie aussi cetle modeste réalication @ . if
+ Mon warvie i{g
v Mes trés chers freres Mokamed et Yassine
v Mes tres cheres svears Akadify et Fatima et

Aeltoama, Ainsi qae pour lous mes amrs el mes

o

aa/@aw el sur taat/ Soumia et sakar et &al/&/
ANAA




DEDICACE

orins cou termmee 2o oo macdbkto dreavead, /aw"wé
«ALLAH » L
Mo it aprinlls o to dbilis b §
T 155 b frarerats :
%/@’w@‘mm g

G &ty ratiiciooseds b ey focies duw it
Gt 1ece florradle,

Gt ot T
%W

T ore boredivec » %W%Wmaéékﬂdémmw
tb et b e truvad, (

Coe for & tots gr o908 fuarlisgfe i fedh o b b for %
[

& MW&/M%J&WMW )
Keltouma.D

L




Abstract

Antibiotics are the main medicaments used in human and veterinary medicine. OTC
is one of the most widely used antibiotics for the treatment of infectious diseases
within farmed animals. The objective of this study is to evaluate the antibacterial
activity of the OTC and the stability of its chemical structure following exposure to
heat treatments. We began our approach by choosing the bacterial strains that have
been shown to have a natural resistance or sensitivity known from the literature with
respect to this drug. The latter has been exposed to various heat treatments (80, 100,
120, 140 and 160 ° C). Using an absorption spectrophotometer checks the stability of
the chemical structure, whereas the modification of the antibacterial activity is
measured by the minimum inhibitory concentration (MIC) and the diameter of the
inhibition zone. Initial results showed that ATB-sensitive bacteria became more
sensitive from 120 ° C, so the naturally resistant bacterium showed marked
sensitivity. The effect of heat treatment caused a change of the molecule that
generates the appearance of a new toxic or bioactive product. This can be creating
serious problems for consumers’ health following the consumption of food products
of animal origincontains previously cooked OTC residues or which have undergone a
technological treatment based on high temperatures.

Key words:Oxytetracycline, bacterial strains, heat treatments, and antibacterial
activity.



Résumé

Les antibiotiques sont les principaux médicaments utilisent dans la médecine humaine
et vétérinaire. L’OTC est I'un des antibiotiques le plus employé pour le traitement des
maladies infectieuses chez animaux d’élevage. L’objectif de cette étude est d’évaluer
I’activité antibactérienne de I’OTC et la stabilité de son structure chimique suite a
I’exposition aux traitements thermiques. La démarche a deébuté par le choix des
souches bactériennes qu’ont présenté une résistance ou une sensibilité naturelle
connue selon la littérature vis-a-vis ce médicament.Ce dernier est exposé a différents
traitements thermiques (80, 100, 120, 140 et 160 °C). La stabilité de la structure
chimique est vérifiée a I'aide d’un spectrophotométre d’absorption, tandis que, la
modification de l'activité antibactérienne est mesurée par la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et le diamétre de la zone d'inhibition. Les premiers résultats sont
montré que les bactéries sensibles a I’ATB devenaient plus sensibles a partir de
120°C, de méme la bactérie qui été naturellement résistante a montré une sensibilité
marquée. L’effet de traitement thermique a provoqué un changement de la molécule
qui engendre 1’apparition d’un nouvel produit toxique ou bioactive. Cela peut étre
créé des probléemes sérieux pour la santé du consommateur suite a la consommation
des produits alimentaires d’origine animales contient au préalable des résidus des
OTCs cuites ou qui ont subi a un traitement technologique basé sur des températures
éleveées.

Mots clés : Oxytetracycline, souches bactériennes, traitements thermiques, activité
antibactérienne.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN Acides désoxyribonucléique
ARN Acide ribonucléique
AFNOR  Agence Francaises de Normalisation

AFSSA Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments

AMP Ampicilline

AMX Amoxicilline

ARF Antibiotiques Régulateurs de flore
ARN Acide désoxyribonucléique

ARNmM Acide désoxyribonucléique messagee
ATB Antibiotique

ATCC American Type Culture Collection

B. subtilis  Bacillus subtilis

°C degré Celsius

CCM Chromatographie sur Couche Mince
CEE Communauté Economique Européenne
CMI Concentration Minimale Inhibitrice
CPG Code de Santé Publique (catégorie socioprofessionnelle)
CTC Chlorotétracycline

DMSO Diméthylsulfoxyde

DOC Doxycycline

E. Coli Escherichia Coli

ELISA Enzyme Linked-Immuno-Sorbent-Assay
ELL Extraction Liquide-Liquide

Gram (-) Gram negative
Gram (+) Gram positive

g gramme



HPLC
HTCT

Kg
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mg
MH
min
ml
mm
mol
nm
OMS
oTC
OXA
PCM
PH
PLP
SMz
TC
UE
UEMOA

UFC

HY

hear
Chromatographie Liquide a Haute Performance
Haute Temperature a Court Terms
Kilogramme
Litre
Limite Maximale de Résidus
milligramme
Muller-Hinton
minute
millilitre
millimétre
moule
nano metre
Organisation mondiale de la santé
Oxytétracycline
Oxacilline
Peénicilline
Potentiel hydrique
Protéines de liaison a la pénicilline
Sulfaméthazine
Tétracycline
Union européenne
Union économique et monétaire ouest-africaine
Unité forment colonie
micro-gramme
micro-litre
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INTRODUCTION GENERALE

Dés I’aube de son existence, ’homme a toujours évolué avec les bactéries et a
donc subi les ravages causés par les maladies infectieuses. Au XIXe siécle, les
infections bactériennes étaient la premiére cause de mortalité et faisaient des millions
de morts (Cheick na Cisse, 2012).

L’utilisation des antibiotiques en clinique depuis les années 1940, constitue une
étape importante dans I'histoire de la médecine. Leur usage en médecine humaine
dans un but thérapeutique (Okombe et al., 2016) pour le traitement des infections
bactériennes, mais ils sont également indiqués en médecine vétérinaire (Mensah et
al., 2014).Que ce soit dans les élevages d’animaux de production ou pour soigner les
animaux de compagnie (Stoltz Remi,2008)a des buts, thérapeutique, prophylactique,
métaphylactique et comme additifs alimentaires ou promoteur de croissance. Les
antibiotiques les plus utilisés sont les tétracyclines, les pénicillines et les
céphalosporines administrés par voie parentérale (Mensah et al., 2014).

Les antibiotiques ont une place importante dans 1’élevage moderne d’aujourd’hui.
Leur nécessité dans I’arsenal thérapeutique et leur utilité économique est cependant
indéniable (Stoltz Rémi, 2008) Aprés leur administration aux animaux, ces
traitements donnent lieu a la présence des résidus dans les tissus et aliments produits
par ces animaux (O.D. Koudandé et al ., 2014)La contamination des denrées
alimentaires d’origine animale par les résidus présente des problémes tant sanitaires

qu’hygiéniques pouvant affecter la santé du consommateur.

Le danger des résidus se manifeste dans les effets cumulatifs ou chroniques qui
résultent de I’ingestion réguliére de faibles quantités de substances toxiques (Zebro
Lamouni Habibata, 2014) sont souvent a 1’origine de potentiels risques
toxicologiques pour le consommateur et de développement de bactéries résistantes
aux antibiotiques vétérinaires (Mensah et al., 2014)en raison de problemes de
toxicité(Valerie Gaudin, 2017).

Le consommateur recherche, de plus en plus a I’heure actuelle, la sécurité sanitaire
des aliments, et en particulier I'assurance de la qualité microbiologique et

toxicologique. Cette sécurité constitue des procédures d'évaluation des risques doivent



faire comprendre leur devenir et leur dégradation pendant la transformation des
aliments surtout durant la cuisson ou le stockage (Lei et al., 2016).Pour cette
raison, les reglements sont en place pour définir les limites maximales de résidus

(LMRY) des antibiotiques autorisés dans les produits alimentaires.

Toutefois, les LMR applicables a la quantité de résidus dans le produit des
aliments  crus, sans  tenir compte des changements qui  se
produisent au cours du traitement. Comme la plupart des aliments d'origine animale
sont habituellement consommeés aprés la cuisson ou le traitement, connaissant l'effet
de différents traitements thermiques sur les résidus sont essentiels lors de I'évaluation

et de lI'exposition humaine (Lei et al., 2016).

A cet égard, notre travail a comporté une premiére partie, correspondant a une
synthese bibliographique dans laquelle nous avons abordé des genéralités sur les
différentes familles des antibiotiques et leur mode d’action, ensuite sur la résistance
bactérienne aux antibiotiques et les principaux mécanismes de cette résistance, enfin

les résidus des antibiotiques et les différentes techniques de détection.

Dans la deuxiéme partie : la démarche a débuté par I’évaluation de I’activité
antimicrobienne de 1’oxytétracycline sur des souches sensibles et résistances a cet
antibiotique et ensuite le méme protocole est appliqué mais apres 1’exposition de

I’oxytétracycline a différentes températures.
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| Chapitre 01 Généralité sur les antibiotigues |

Chapitre 1 : Géneralités sur les antibiotiques

1.1. Introduction

Le mot antibiotique provient de deux termes Grec anti : contre, et bios : la vie (Hazar
Ziadi, 2010).Les antibiotiques se definissent comme des molécules antibactériennes
synthétiques ou naturelles (d'origine biologique) capables d'inhiber la croissance des
bactéries (bactériostatiques) ou les détruire (bactéricides) .1Is ont une toxicité sélective

pour les bactéries mais pas pour l'organisme cible.

Les sources principales des antibiotiques sont les champignons, mais aussi les
bactéries. Il existe également des antibiotiques entierement synthétiques (Boultif
Latifa, 2015).Un antibiotique est donc un médicament qui a pour effet de tuer des
bactéries de facon ciblée. 1l se distingue d'un antiseptique qui détruit tout germe et
parfois méme la cellule, de maniére non sélective. Les antibiotiques peuvent étre
classés selon plusieurs criteres: 1’origine, le spectre d’action, le mécanisme d’action,

etc. (Hazar Ziadi, 2010).

1.2. Classification des antibiotiques

La classification actuelle des antibiotiques est basée sur leur mode d’action,
associ¢ au site d’action. Les quatre principaux modes d’action sont : I’inhibition de la
synthese de la paroi bactérienne, de la membrane cytoplasmique, des protéines au sein
du ribosome et des acides nucléiques (ADN ou ARN) (Figure 1.1), d’autres
mécanismes d’action moins répandus ont également été identifiés, comme par
exemple I’inhibition de la synthése de I’acide folique. Mais Généralement, le mode
d’action le plus souvent mis en ceuvre est I’inhibition de la synthese protéique par
interaction avec le ribosome. Les antibiotiques sont classés en famille en fonction de

leurs origines, nature chimique, mode d’action (Quoc-Tuc DINH, 2012).

Page 3



| Chapitre 01 Généralité sur les antibiotigues |

Inhibition de la synthése
de I'ADN ou de I'ARN

Inhibition de la synthése de la Inhibition de la synthése
membrane cytoplasmique V.. «— delaparoi bactérienne
\ =
X !
N\

$/

] \

Inhibition de la synthése
/ protéique
Autres

Figure 1.1 : Principaux modes d’action des antibiotique (Pierrik Lassalas, 2012)
1.2.1. p-lactamines

Les B-Lactamines représentent la classe thérapeutique la plus utilisée en médecine
humaine. Cette classe thérapeutique regroupe de nombreuses molécules qui possédent
toutes un noyau béta-lactame, associe a des cycles et des chaines latérales variables.
Ce noyau est la cible des béta-lactamases qui I’hydrolysent, et qui rendent

I’antibiotique inactif.

Les B-Lactamines possédent un effet bactéricide gréace a leur inhibition la synthése de
la paroi bactérienne, les cibles des béta lactamines sont les PLP (protéines de liaison
a la pénicilline). Les PLP interviennent dans la synthese et le remodelage du
peptidoglycane, constituant principal de la paroi bactérienne. L’ensemble des [3-
Lactamines forme une large classe d’antibiotiques qui comprend les dérivés de la
pénicilline, les céphalosporines, les monobactames, les carbapénémes et les
inhibiteurs de béta-lactamase (Bibal Delphine, 2008).

A. Pénicillnes

Les pénicillines naturelles sont des molécules synthétisées par certains
champignons microscopiques de la famille des Penicillium (Chemelle Julie,
2010).Les pénicillines sont divisées en trois groupes : les pénicillines G, M et A. Les
pénicillines G sont exclusivement active sur les germes Gram positif (streptocoques et

staphylocoques) tandis que les pénicillines A voient leur spectre élargi aux germes
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Gram négatif (colibacilles, salmonelles). Elles sont inactivées par des béta lactamases,

enzymes sécrétées par certaines bactéries.
B. Céphalosporines

Les céphalosporines (céfaléxine, ceftiofur, cefquinome), trés proches des pénicillines,
se distinguent par leur spectre d’action plus large et par leur résistance a 1’égard des

bétalactamases. (Lefebvre Nicolas, 2005).
C. Monobactamues

Ce sont des B-Lactames monocycliques. Les monobactames ont un seul
représentant en thérapeutique anti-infectieuse. 1l s'agit de I'azthréonam.lls sont actifs
sur les Enterobacteriaceae, les Pseudomonas, la plupart des cocci a Gram négatif. Les

bactéries a Gram positif et les anaérobies sont toujours résistantes.

1.2.2. Aminosides

Ces antibiotiques de la famille des aminoglucosides, sont principalement produits par
Streptomyces ou Micromonospora (Lefebvre Nicolas, 2005).Les aminoglycosides
sont des molécules polaires et polycationiques, leur structure de base commune
comporte un aminocyclitol, auquel se lient par des ponts glycosides, (ou

exceptionnellement) oses (Aminata Dalla Sissoko, 2009).

Cette famille des antibiotiques possédait une activité bactéricide par
I’inhibition de la synthése protéique des bactéries (Bassirou fall, 1999) suite a leur
fixation sur la sous-unité 30S du ribosome bactérien (Aminata Dalla Sissoko, 2009)
leur spectre est tres large : Entérobactéries, staphylocoques, Listeria, Clostridium
diphteriae, B.anthracis, Brucelia, Pasteurella multocida, F. tukrensis. La
streptomycine demeure efficace contre Mycobacteriumtuberculosis (Bassirou fall,
1999).
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1.2.3.Quinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides a large spectre, La cible des
quinolones sont les ADN polymérases de type Il qui assurent le surenroulement
négatif de I’ADN lors de la réplication, la réparation et la transcription de I’ADN

(Ramseyer Jérémie, 2010).

On distingue les antibiotiques de : la 1%¢ génération : Acide nalidixique ; la
2°Megénération : fluoroquinolones : Norfloxacine, Ofloxacine, Ciprofloxacine et la
3emegénération : Lévofloxacine, Moxifloxacine. IIs sont trés efficaces contre les
bactéries entériques comme E. coli et Klebsiella pneumoniaeet contre Haemophilus,
Neisseria, Pseudomonas aeruginosaet d’autres bactéries pathogénes a Gram
négatives, ainsi que les Gram positives telles que Staphylococcus aureus,

Sreptococcuspyogenes et Mycobacteriumtuberculosis (Sedrati Amina, 2014).
1.2.4.Macrolides et apparentés

Les macrolides sont des macrolactones (Ramseyer Jérémie, 2010) ayant une
structure lactonique géante liée a des sucres simples ou aminés. Habituellement les
Macrolides divisés on vrais et apparentés (ou synergistines et lincosanides) (Periti et
al., 1992).Les macrolides sont des antibiotiques bactériostatiques (Lefebvre Nicolas,
2005) qui agissent en inhibant la synthése protéique bactérienne. Ils se fixent sur
I'unité 50S du ribosome et bloquent ainsi la réunion du dernier stade de la synthese.
Leur spectre d’activité est orienté principalement vers les Gram (+), coques
(staphylocoques et streptocoques) et bacilles (Corynebacteries, Listeria, Clostridium).

(Ramseyer Jéremie, 2010).
1.2.5.Sulfamides

Les sulfamides sont des molécules de synthése, dérivées de I'acide para-amino-
benzoique. (Sekhri-Arafa Nedjoua, 2011)Les sulfamides antibactériens sont des
molécules bactériostatiques a large spectre qui agissent sur la synthése bactérienne d'acides
folique. Ils sont actifs sur : les coccis a Gram positifs comme les staphylocoques et

streptocoques et aussi les bacilles a Gram positifs telles que : Listeria, Bacillus
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anthracis, Clostridium. Les bacilles a Gram négatifs : entérobactéries (Salmonella et
Proteus sont inconstamment sensibles), (Fanny Routaboul, 2011).

1.2.6. Tétracyclines

Les tétracyclines sont des antibiotiques isolés par la plupart de souches de
Streptomyces, elles ont été découvertes pour la premiere fois en 1945 par Benjamin
Duggar, elles sont utilisés dans le contrdle des infections bactériennes chez les
animaux et chez les humains (Hazar Ziadi,2010) Ce sont des antibiotiques
bactériostatiques a tres large spectre, elles voient leur usage limité aujourd'hui par
I'émergence de résistances(Van Bambeke et al.,2008).Les cyclines de cette famille
ont éte divisé on deux : cyclines naturelles (Chlortétracycline et Tétracycline) et les
cyclines hemi-synthétiques (Oxytétracycline, Doxycycline et Minocycline).

1.2.6.1. Structure chimique

Les tétracyclines possedent un caractére amphipathique par la présence de cycles

lipophiles d'une part et de substituant hydrophiles d'autre part.
1.2.6.2. Mode d'action

Les tétracyclines sont exclusivement bactériostatiques (Michel Briand,
2002).Elles inhibent la synthése protéique en se fixant sur la structure cible, un site
localisé sur la sous-unité 30S des ribosomes pour lequel elles présentent une grande
affinité. Elles perturbent ainsi I’interaction codon-anticodon entre I’ARNt et I’ARNm
ce qui bloque la phase d’¢longation. Les tétracyclines agissent donc au stade de la

traduction protéique. (Boultif Latifa, 2015).
1.2.6.3. Spectre d'activité

L'action inhibitrice des tétracyclines sur la synthése protéique n'est limitée que par
sa capacité a rejoindre sa cible. Etant donné la large distribution de transporteurs dans
le monde bactérien, ou méme parasitaire, ces antibiotiques présentent un spectre en
principe extrémement étendu. Les tétracyclines sont donc actives vis-a-vis des coques
et bacilles a Gram positif, des coques et bacilles a Gram négatif, y compris des

germes intracellulaires, ainsi que des anaérobies. Des espéces bactériennes possédant
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un mécanisme d’efflux constitutif (Pseudomonas, Proteus) et des germes atypiques
(Van Bambeke et al., 2008).

1.2.6.4. Mécanisme de résistance

Il existe deux types de résistance aux tétracyclines. La premiere est liée a un
plasmide, elle entraine un efflux actif des tétracyclines grace a des protéines (T) et
situées dans la membrane interne. La seconde résistance entraine une protection des
sites actifs du ribosome par d’autres protéines (T) et. La protéine (T) et(K) est une des
protéines qui entraine I’expulsion des tétracyclines et les protéines (T) et(O) ou (T)
et(M) vont elles, protéger les sites actifs ribosomaux (Michel Briand, 2002).

A. Oxytétracycline

Est un antibactérien naturel de la famille des tétracyclines, isolé en 1948 par Finlay a
partir d’échantillons de terre, produite par un champignon inférieur de ’ordre des
Actinomycta les (Streptomycesrimosus), elle possede une activité bactériostatique a
spectre large sur les bactéries a Gram positif et négatif. L’oxytetracycline se
caractérise par : un squelette de base dérivé du naphtacéne qui résulte de la
condensation en ligne de quatre cycles insaturés a six chainons ; une structure trés
oxygénée comportant notamment : un noyau phénol, un enchainement _3-
dicétophénolique, structure a doubles liaisons conjuguées comprenant un hydroxyle
phénolique et énolique et 2 fonctions cétones, un hydroxyle énolique ; une fonction
amine tertiaire basique (groupement diméthylamine) et une fonction carboxamide
(Raphaél Delépée,2009).

A.1. Caractéristiques et propriétés physiques

L’Oxytétracycline est une poudre cristalline jaune de masse molaire 460,4 g et de
point de fusion 182°C. Sous sa forme non ionisée, elle est peu soluble dans I’eau.
Sous sa forme ionisée, elle est soluble dans I’eau et les alcools mais insoluble dans les
solvants organiques. La présence de plusieurs carbones asymétriques confere a
I’oxytétracycline une action sur la lumiere polarisée. Le pouvoir rotatoire spécifique
de Ioxytétracycline est de -196  dans une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a

0,1 mol/L (Raphaél Delépée, 2009).
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A.2. Propriétés chimiques

La présence d’un groupement diméthylamine en position 4 est a I’origine du
caractere basique de ’oxytétracycline. Par contre, les fonctions cétones et alcools
induisent une acidité faible. L’oxytétracycline posséde donc trois pKa a 3, 3 (fonction
énolique, carboxamide et cétone du cycle A), 7,3 (enchainement dicétophénolique) et
9,1 (groupement diméthyamine). En milieu aqueux ou polaire, I’oxytétracycline
manifeste un caractére amphotére. Le point isoélectrique se situe a un pH de 5,0. La
salification de la fonction amine tertiaire permet la préparation de sels tels que les
chlorhydrates. Ces sels sont facilement dissociables donc hydrosolubles. Les solutions
de ces sels sont acides et facilement hydrolysables, les rendant ainsi instables.
(Raphaél Delépée, 2009).

A.3. Activité antibactérienne

L’oxytétracycline est un antibiotique bactériostatique inhibant la protéosynthese
bactérienne dont le spectre d'activité s'étend des germes Gram positif aux germes
Gram négatif. Elle est également active sur les bactéries anaerobies, les mycoplasmes,
les rickettsies, les Chlamydiae et les leptospires. Elle possedé enfin une activité sur les
amibes, les coccidies ainsi que sur histomonas et contre les bactéries pathogenes a
Gram négatif des genres Aeromonas, Edwardsiella, Yersinia, Vibrio, Pseudomonas,
Flexibacter, Cytophaga, Flavobacterium, Haemophilus. L’oxytétracycline est
également active contre quelques bactéries pathogénes a Gram positif des genres
Renibacterium, Streptococcus et Clostridium. Par ailleurs, I’activitéantibactériennede
I’oxytétracycline contre Aeromonassalmonicida, Vibriosalmonicida,

Vibrioanguillarum et Yersiniaruckeri (Raphaél Delépée, 2009).
A.4. Mode d’action

Le mode d’action principal réside dans I’inhibition de la synthese protéique en
empéchant la liaison de ’aminoacyl-ARNt & la sous- unité 30 S du ribosome
bactérien. L’oxytétracycline a également pour action I’inhibition de nombreux

systémes enzymatiques microbiens par chélation des cations des métaux bivalents.

B. Chlortétracycline

Page 9



| Chapitre 01 Généralité sur les antibiotigues |

Cholrtétracycline est un antibiotique de la famille des tétracyclines,
bactériostatique a large spectre, a été découvert en 1948 a partir de Streptomyces
aureofaciens (Aminata Dalla Sissoko,2009)elle agit sur les germes a Gram négatif et
a Gram positif ainsi que sur les mycoplasmes en inhibant la synthese protéique

bactérienne.
C. Tétracycline

Est un antibiotique bactériostatique, chef de file de la famille des tétracyclines. Elle
agit sur : Brucella, Pasteurella, Chlamydia, Rickettsia, Listeria, Leptospira,
Haemophilus, etc. Elle agit en inhibant la synthése protéique bactérienne et en
inhibant de nombreux systéemes enzymatiques microbiens par chélation des cations

des métaux bivalents (Lefebvre Nicolas, 2005).
D. Doxycycline

Ce médicament est un antibiotique de la famille des cyclines. Il est indiqué
habituellement dans le traitement de certaines infections a germes sensibles a la
doxycycline :Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Streptococcus

pyogenes, Streptooccusagalacticae, etc.(Afssa , 2006).
E. Minocycline

Cette molécule est un dérivé tétracyclinique semi-synthétique dont l'activité
bactériostatique est basee sur I'inhibition de la synthese bactérienne des protéines
(Eleni Siop, 2012), le spectre est large et comprend les staphylocoques, les
streptocoques, meningocoques, gonocoques, Brucella, Pasteurella,
Mycoplasmapneumoniae,Chlamydia pneumoniae, Listeria, Rickettsia, Treponema,
Vibriocholeriae( Jean Claude Kiouba,2002).

1.3. Usage des antibiotiques

L’importance des antibiotiques est capitale dans la lutte contre les maladies
infectieuses. Ces molécules sont employées dans de nombreux domaines comme
principal moyen de lutte contre les infections bactériennes, en particulier en médecine

humaine mais également en médecine vétérinaire, que ce soit dans les élevages
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d’animaux de production ou pour soigner les animaux de compagnie et pour maitriser

certaines maladies bactériennes présentes sur les végétaux . (Afssa, 2006).

Les antibiotiques sont tout d'abord utilisés a titre thérapeutique curatif. L’objectif
majeur est d’obtenir la guérison des animaux cliniquement malades et d’éviter la
mortalité. I1 réduit I’excrétion bactérienne, permettant dans certains cas d’obtenir une
guérison bactériologique et, lors d’infection zoonotique, il peut éviter la

contamination humaine (Frank Dupleix Khalen Woumbe, 2013)

Utilisation en métaphylaxie Lorsqu'une infection collective et trés contagieuse se
déclare dans un élevage avec de grands effectifs et évolue sur un mode aigu, avec
suffisamment d'éléments concordants pour incriminer une (des) bactérie(s),
I’ensemble du groupe d’animaux est traité. Les sujets qui sont exposés mais ne
présentant pas encore de signes cliniques (sains ou en 26 incubation) font donc 1’objet
d’un traitement en méme temps que ceux qui sont déja malades. Cette pratique est
qualifiée de métaphylaxie. Elle permet de traiter les animaux soumis a la pression
infectieuse alors qu’ils sont encore en incubation ou lorsque les manifestations

cliniques sont tres discretes (Sinaly Dosso, 2014)

L'usage des antibiotiques dans I’aliment a titre d’additifs est trés limité actuellement.
Ces « antibiotiques régulateurs de flore » (ARF) ou « antibiotiques promoteurs de
croissance » (AGP pour « antibiotic growth promotors ») sont utilisés a des doses tres
faibles, non curatives et en vue d’améliorer la croissance des animaux par un effet
régulateur au niveau de la flore intestinale. Ces antibiotiques sont tous des agents
chimiothérapeutiques non utilisés en médecine humaine pour limiter les risques de
sélection de résistance vis-a-vis de molécules d’intérét médical majeur pour la

médecine humaine. (Sinaly Dosso, 2014)

Usage prophylactique: les antibiotiques peuvent parfois étre administrés a des
périodes critiques de la vie des animaux soumis a une pression de contamination
réguliére et bien connue. Dans la filiere porcine, des antibiotiques peuvent étre donné
a titre préventif au moment du sevrage qui constitue un stress important pour les
animaux. L’antibioprophylaxie est aussi utilisée lors d’opérations chirurgicales pour

prévenir les Infections bactériennes (Bibbal Delphine, 2008)
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1.4. Problémes liés a la présence des résidus d’antibiotiques dans ’aliment

Les problémes liés a la présence des résidus d’antibiotiques sont d’ordre sanitaire
et technologique. Il faut toutefois distinguer la notion d’inhibiteurs qui correspond a
un probleme technologique et la notion de résidus qui correspond a un probléme de
santé publique (Boultif Latifa, 2015).
1.4.1. Problémes sanitaires

Les réactions allergiques ont été observées chez des personnes déja sensibilisées,
suite a la consommation de denrées d’origine animale. D’autant plus qu’ils réunissent
plusieurs conditions pouvant donner lieu a des manifestations de type allergique. Les
antibiotiques les plus souvent incriminés sont les pénicillines, suivis des sulfamides

et, dans une moindre mesure les tétracyclines ou I’aspiramycine. (Boultif Latifa,
2015).

1.4.2. Problémes toxiques

1.4.2.1. Toxicité directe

La toxicité directe des résidus d’antibiotiques est assez difficile a mettre en

évidence car il s’agit en générale de toxicité chronique. Certains scientifiques

évoquent alors une possible toxicité hépatique (Sinaly Dosso, 2014)

1.4.2.2. Risgques cancerigenes

Certains antibiotiques ont des propriétés carcinogénes connues. En effet, les résidus
de ces antibiotiques peuvent avoir un effet carcinogene sur le long terme, suite a une
consommation réguliére d’aliments contenant ces résidus. Ces antibiotiques sont alors
interdits d’utilisation chez les animaux de production. C’est le cas des Nitrofuranes.
Ces derniers, incluant la nitrofurazone, sont des antibiotiques qui sont utilisés en
médecine humaine pendant une courte durée chez les patients. Ces molécules sont

bien connues comme carcinogenes génotoxiques. (Sinaly Dosso, 2014)
1.4.2.3. Risques bactériologiques

Le risque bactériologique lié a la consommation de denrées alimentaires

contenant des résidus d’antibiotiques peut étre attribu¢ a deux phénomenes : la
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modification de la flore digestive pouvant entrainer des troubles et une
symptomatologie indésirables, et la sélection chez I’homme de souches de germes
pathogénes ou opportunistes tels quels Pseudomonas, les entérobactéries,les
entérocoques, les staphylocoques et les levures, diminuant ainsi I’immunité naturel.
Ce déficit immunitaire peut conduire a certains problémes sanitaires tels qu’une
atteinte du systéme nerveux, des o0s, des dents (coloration des dents en jaune), du foie,
du sang, ainsi que I’apparition de bactéries mutantes résistantes aux antibiotiques,

engendrant des échecs thérapeutiques. (Boultif Latifa, 2015).
1.4.3. Problémes technologiques

Les fabrications les plus sensibles sont celles ou interviennent les ferments
lactiques et les germes d’aromatisation types : yaourt, fromages a caillage acide et a

caillage mixte, creme et beurre maturés (Boultif Latifa, 2015).
1.4.4 Antibiorésistance

La présence de résidus d’antibiotiques dans les aliments peut constituer des risques
pour les consommateurs ; risques parmi lesquels on note la sélection de bactéries
pathogenes antibiorésistantes. D une manicre générale, les résidus antibiotiques, tant
gu’ils ne dépassent pas les niveaux légaux, n’exercent pas une pression suffisante
pour sélectionner des souches résistantes au sein de la flore intestinale humaine
(Sinaly Dosso, 2014).
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Chapitre 2 : Résistance bactérienne aux antibiotiques

2.1. Introduction

L’introduction des antibiotiques en thérapeutique a révolutionné le traitement des
maladies infectieuses. Malheureusement, nous sommes aujourd’hui rattrapes par la
résistance aux antibiotiques. Effectivement, depuis ces trente derniéres années,
I’antibiorésistance préoccupe bon nombre de cliniciens. Progressivement, les
infections sont devenues difficiles a traiter et nous assistons de plus en plus a des
impasses thérapeutiques (Jean Luc Aboya Moroh, 2013).

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique lorsqu’elle peut croitre
en présence d’une concentration plus élevée de cet antibiotique que la concentration
qui inhibe la majorité des souches de la méme espéce (Zomahoun Carene Iréedé
Nadia Prisca,2004).La résistance bactérienne aux antibiotiques est un facteur
compliquant I’action de ces antibiotiques. Il en existe 3 modes (figure 2.1 & figure
2.2) :

= La modification de la cible : la cible de I’antibiotique est modifiée et
I’antibiotique ne peut plus s’y fixer ;

= L’inactivation enzymatique : I’antibiotique est modifi¢ par la production d’une
enzyme bactérienne et ne reconnait plus sa cible ;

=  L’imperméabilité : c’est la diminution de la pénétration et I’efflux actif par des

pompes plus ou moins spécifiques.

Ces mécanismes sont responsables a des résistances naturelles : caractéristique
propre appartenant a I’ensemble des souches d’une espece bactérienne, elle est
toujours transmissible a la descendance et des résistances acquises : caractéristique ne

s’appliquant qu’a certaines souches au sein de la méme espece bactérienne, variable

dans le temps (Lai Michel, 2013).
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Figure 2.1 : Principaux mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques
(Olivier Meunier, 2015)
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2.2. Résistance naturelle

Toutes les souches appartenant a la méme espece sont résistantes a un méme
antibiotique. Cette résistance définit le spectre naturel d’activité d’un antibiotique.
D’un point de vue génétique la résistance naturelle est d’origine chromosomique (El
Brahemi Redouane, 2013). Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante a
'amoxicilline, ampicilline et a laticarcilline, grace a une B-lactamase chromosomique
naturelle. Les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car
le passage des aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systeme
de transport actif absent chez les anaérobies (Sekhri-Arafa Nedjoua, 2011).

2.3. Résistance acquise

Elle existe grace a I'acquisition d'un ou de plusieurs mécanismes de résistance qui
déterminent un phénotype bien précis de résistance, difféerent du phénotype sauvage,
caractérisant les souches n'ayant pas acquis ce mécanisme. La résistance acquise a été
observée des le début de I’antibiothérapie mais sa fréquence était faible.
Ultérieurement, la généralisation de I’utilisation des antibiotiques a conduit a une
sélection des souches résistantes et on constate, quotidiennement, que de trés
nombreuses souches ne se comportent pas a 1’égard des antibiotiques conformément a
ce que les spectres d’activité permettraient de le supposer. Ce phénomeéne a atteint une
telle ampleur que la seule identification bactérienne ne permet plus de prédire le
comportement d’une souche isolée vis-a-vis des antibiotiques (Sekhri-Arafa
Nedjoua, 2011),

2.3.1. Mécanismes génétiques de la résistance acquise

Le mécanisme de la résistance est fonction d'une information portée par le code
génétique de la bactérie. Le support de cette information peut étre le chromosome
bactérien, un plasmide ou un élément génétique transposable (ou
transposons).L"acquisition d'une résistance est due soit a la mutation d'un gene

existant, soit a I'acquisition d'un nouveau géne (Bassirou Fall, 1999).
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2.3.1.1 Résistance chromosomique

Elle ne concerne que 10% des résistances acquises. La résistance chromosomique
résulte d’une mutation dont elle en présente tous les caractéres (Sekhri Arafa

Nedjoua, 2011), elles sont:

- Spontanées: elles existent avant I’utilisation d’antibiotique et ne sont donc pas
provoquées par la présence d’antibiotique ;

- Stables : elles se transmettent verticalement dans le clone bactérien ;

- Spécifiques : elles ne concernent qu’un seul antibiotique ou qu’une famille
d’antibiotiques. Dans ce cas, la résistance a un antibiotique peut aboutir a une
résistance croisée pour des antibiotiques appartenant a une méme famille.
(Zomahoun Carene Irédé Nadia Prisca, 2004).

2.3.1.2 Résistance extra chromosomique

La résistance aux antibiotiques acquise par les bactéries est principalement due a la
présence de trois types d'élements extra-chromosomiques portant des genes de
résistance: Les plasmides, les transposons et des cassettes de résistances insérées sur
un intégrons. Ce type de résistance est transmissible d'une souche ou d'une espéce a
une autre selon trois modes de transmission, a savoir la conjugaison (transfert direct
entre deux bactéries ayant établi temporairement un contact physique), la
transformation (transfert d’/ADN nu) et la transduction (transport d'/ADN bactérien par
des bactériophages) (Alpha Amadou Diallo, 2013)

La résistance plasmidique concerne de nombreuses familles d’antibiotiques et de
bactéries. Beaucoup de plasmides sont le support du plusieurs genes de résistance.
L’utilisation d’une molécule antibiotique sélectionne des résistances a plusieurs
classes d’antibiotiques (co-sélection) et les souches qui acquierent ces éléments sont
multi résistantes (résistance associée). De plus, les plasmides conjugatifs ou
mobilisables peuvent étre transférés horizontalement par conjugaison, parfois entre
des especes phylo génétiqguement tres éloignées (ce mode de transfert a été observé de
bactéries a Gram positif vers des bactéries & Gram négatif). Bien que les plasmides ne
se maintiennent pas obligatoirement de fagon stable dans la cellule receveuse, ces
caractéristiques expliquent la large diffusion de la résistance plasmidique dans les

populations bactériennes (Ramseyer Jérémie, 2009).
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A. Transposons

Ce sont des fragments d’ADN, capable de changer sa localisation dans le génome
sans jamais apparaitre a [’état libre. Ils codent pour les déterminants de la
transposition et ceux d’autres fonctions telles que la résistance aux antibiotiques en
s’intégrant soit dans le chromosome soit dans le plasmide, en allant de I'un a 1’autre
(Mehdi Saadaoui, 2008). Les transposons conjugatifs peuvent é&tre transférés
horizontalement par conjugaison. C’est un support génétique de ce type qui
expliquerait la large diffusion de la résistance aux tétracyclines (Ramseyer Jérémie
,2009).

B. Intégrons

Ces éléments sont plus frequemment rencontres chez les bactéries a Gram négatif. Ce
sont des systémes de recombinaisons qui peuvent concentrer 1I’expression de plusieurs
déterminants génétiques de résistance en amont d’un seul et méme promoteur. Il a été
reporté qu’ils intervenaient par exemple pour la dissémination des résistances aux

sulfonamides et a la streptomycine (Bernard Rémi, 2009).
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Tableau 2.1 : Principaux mécanismes de résistance acquise aux antibiotiques
(Youness EI Alj, 2008)

Type de résistance

Meécanismes de résistance

Altération de la cible
(aminosides (streptomycine,
spectinomycine) ; b-lactamines ;
macrolides-lincosamides-streptogramines,
B-quinolones ; rifampicine ; sulfamides ;
tétracyclines ; triméthoprime ;

glycopeptides).

- Altération des protéines ribosomales

- Altération ou nouvelle PLP

- méthylation de I'ARN ribosomal

- altération de la topo-isomérase Il et IV

- altération de I'ARN-polymérase

- DHPS insensible

- protection ribosomale

- DHFR insensible

- modification de la structure du précurseur

du peptidoglycane

Détoxification enzymatique
(aminosides ; -b-lactamines ;
chloramphénicol ; macrolides ;

lincosamide ;streptogramines A, B).

- acetyl transférases, adénylyl-
transférases,phosphotransférases

- b-lactamases

- acétyltransférases

- estérases, phosphotransférases

- nucléotidyltransférases - acétyltransférases,

hydrolases

Modification de la perméabilité
(b-lactamines, quinolones,
chloramphénicol,

tétracyclines,triméthoprime,  sulfamides,
polymyxines ;

lincosamides, tétracyclines, quinolones).

érythromycine,

- altérations des protéines de membranes
externes (porines)
- efflux actif, nouveau systéme de transport

membranaire

ARN : acide ribonucléique ; PLP : protéines liant la pénicilline ; DHFR : dihydrofolate

réductase ; DHPS : dihydroptéroate synthétase.
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2.3.2 Meécanismes biochimiques de résistance acquise

Qu’ils soient d’origine extra-chromosomique ou inscrits dans le chromosome
bactérien, ces mécanismes sont nombreux. Plusieurs mécanismes sont souvent

impliqués simultanément dans la résistance aux antibiotiques. (Sophie Ziai, 2014).

ABSENCE DE CONCENTRATION INTRACELLULAIRE

IMPERMEABILITE EFFLUX
N familles (Bas Niveau) Tétracyclines

CIBLE MODIFIEE

Quinolones
Tétracyclines
Macrolides /
Lincosamides
Sulfamides
Triméthoprime
g-lactamines

ENZYME INACTIVATRICE / MODIFICATRICE

g-lactamines
Aminosides

Figure2.3 : Mécanismes biochimiques d’acquisition de la résistance (Ramseyer
Jerémie, 2010)

2.3.2.1 Mécanismes d’inactivations enzymatiques de antibiotique

Ce mécanisme est le plus fréquent et concerne toutes les classes majeures
d’antibiotiques. Des enzymes, produites par les bactéries, inactivent l'antibiotique en
le modifiant ou en I'hydrolysant pour empéche son interaction avec la cible. C’est le
principal mécanisme de résistance aux f-lactamines et aux aminosides. La résistance
est le plus souvent semi-croisée du fait, soit des variations de I’affinité de chaque
enzyme pour les différentes molécules de la famille (B-lactamases), soit de la présence
ou de I’absence des radicaux cibles (enzymes modificatrices des aminosides) (Sophie

Ziai ,2014).

La modification chimique ou l'inactivation enzymatique se fait en présence
d'oxygéne et de NADPH en changeant chimigquement la tétracycline. Les protéines
encodées par les genes tet (X), tet (34) et tet (37) sont les seules connues qui utilisent

ce mécanisme de résistance (Mélanie Trudel, 2015).
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A. Bétalactamases

Les bacteries résistantes élaborent les bétalactamases qui sont des enzymes qui
agissent sur la structure de I’antibiotique par ouverture du cycle béta lactame. Ainsi

ces enzymes hydrolysent les bétalactamines.

Parmi ces bétalactamases, on peut citer principalement les pénicillinases (qui
détruisent les pénicillines) et les céphalo sporinases (qui détruisent les
céphalosporines).Les pénicillinases ont pour substrat préférentiel les pénicillines G,
les aminopénicillines, les carboxypénicillines et les uréidopénicillines. (Zomahoun
Caréne Iredé Nadia Prisca, 2004).

A.1.Pénicillinases

Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines. Une faible action peut étre
observée avec les cephalosporines de premiére genération. Les genes codant pour les
pénicillines sont portés essentiellement par les plasmides. Cependant, on retrouve
chez K. pneumoniaeune enzyme type penicillinase: SHV-I dont le support génétique
est le chromosome. Ces pénicillinases sont fabriquées en permanence par la bactérie
en J'absence de tout inducteur (constitutives) sauf celles de S. aureus. Il existe une
trés grande variété de pénicillinases : TEM, SHV, aXA, PSE. Elles peuvent étre
spécifiques a un genre (pénicillinases de S. aureus) ou largement distnbuées
(Nafissatou Dia, 1998)

A.2. Céphalosporinases

Pour les céphalosporinases elles sont naturellement chromosomiques chez certaines
especes d'entérobactéries, comme Enterobacter et Serratia, elles entrainent la
résistance a amp et C1G, quand elles sont déréprimees, la résistance s'étend aux C3G.
On décrit depuis quelques années un transfert plasmidique de ces céphalosporinases
chez K.pneumoniaela rendant 1a aussi résistante aux [-lactamines y compris aux C3G
(Sekhri Arafa Nedjoua ,2011)
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B. Enzymes inactivant les aminosides

L’inactivation enzymatique des aminosides est le mécanisme de résistance le plus
souvent observé. Il permet d’expliquer la résistance de plus de 95 % des souches
d’entérobactéries  résistantes aux aminosides, de 95 % des souches
d’Acinetobacterspp. De 95 % des souches de bactéries a Gram positif et de 50 % des
souches de Pseudomonas aeruginosa. Tous les aminosides possédent des
groupements aminés et des groupements hydroxyles nécessaires a leur activité et ces
groupements peuvent étre la cible de trois classes d’enzymes : les acétyltransférases
catalysent 1’acétylation des groupements aminés ; les nucléotidyltransférases ou O-
adénylyl (ANT ou AAD) agissent par adénylation des groupements hydroxyles ; les
phosphotransférases transferent un groupement phosphate sur les groupements
hydroxy les (Mehdi Saadaoui, 2008).

C. Inactivation des Quinolones

Quinolones Pendant longtemps la résistance aux quinolones était considérée
purement chromosomique, mais les études récentes montrent qu'elle peut-étre aussi
plasmidique. La résistance plasmidique est décrite pour la premiére fois en 1998 aux
USA chez une souche de K.pneumoniae hebergeant un plasmide codant pour une
protéine Qnr A, protégeant I'ADN gyrase de la fixation des quinolones. Deux autres
62 mécanismes de résistance plasmidique sont rapportés récemment: inactivation des
quinolones par l'acetyltransférase AAC (6')-1b-cr et dernierement, excrétion active
des fluoroquinolones via la pompe d'efflux QepA, Il n'existe pas de criteres
phénotypiques sur un antibiogramme permettant de distinguer les mécanismes de
résistance chromosomiques et plasmidiques aux quinolones. (Sekhri Arafa Nedjoua
,2011).

2.3.2.2 Modification de la pénétration des antibiotiques

Pour atteindre leur cible, certains antibiotiques doivent traverser la membrane externe
chez les bactéries a Gram négatif et la paroi chez les bactéries a Gram positif. Ainsi, il
existe des mécanismes de résistance modifiant la perméabilité de ces différentes
barriéres et empéchant ainsi la pénétration de I’antibiotique jusqu’a sa cible. Chez les

bactéries a Gram négatif, la modification du lipide A par ajout d’une chaine acylée
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supplémentaire entraine une rigidification de la membrane externe et donc une

diminution de sa permeabilité

Les porines, présentes sur la membrane externe des bactéries a Gram négatif, sont
elles aussi utilisées pour empécher la pénétration de I’antibiotique. En effet, ces
porines s’ouvrent pour permettre des échanges de nutriments avec le milieu extérieur,
mais cette ouverture permet a certains antibiotiques, comme les P-lactames, de
franchir cette membrane et d’atteindre leur cible. Ainsi, les souches de P.aeruginosa
ou de Klebsiella pneumoniaeayant perdu les génes codant pour certaines de ces
porines deviennent hautement résistantes aux [p-lactames. (Stéphanie Coumes

Florens, 2011).
2.3.2.3 Résistance par mécanisme d’efflux actif

Ce type de résistance est largement répondu chez les bacilles Gram négatifs. Des
mutations dans les régions régulatrices des opérons des systémes d'efflux multi-
drogues peuvent conduire a une sur-expression des systemes d'efflux constitutifs,
associée ou non a une perte des porines, et conférer une multirésistance aux
antibiotiques. Ainsi, la mutation des genes mar RAB d’Escherichia coli entraine une

résistance aux quinolones, au chloramphénicol et aux tétracyclines.

Une acquisition de génes peut étre a l'origine de systéemes d'efflux spécifiques.
Contrairement aux systemes d'efflux multi-drogues, les systemes d'efflux spécifiques

ne permettent que I'exportation de molécules apparentées.

Le Premier exemple connu de résistance acquise par efflux transmembranaire
spécifique est celui des tétracyclines. Des transposons (Tn 10 et Tn 1721) codent pour
des protéines (protéines Tet) qui exportent les tétracyclines a travers la membrane
cytoplasmique. Selon les protéines Tet synthétisées, la résistance concerne toutes les
tétracyclines sauf la minocycline ou toutes les tétracyclines y compris la minocycline.
(Mehdi Saadaoui, 2008)
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2.3.24 Résistance par modification ou substitution de la cible

Une troisieéme stratégie afin de contrer I’effet d’un antibiotique est la modification de
la cible de celui-ci. En effet, la présence de mutations peut modifier le site actif de la
cible de I’antibiotique et ainsi empécher sa liaison. La résistance aux [-lactamines est
le résultat de mutations au niveau des PLPs (100). De plus, la résistance aux
fluoroquinolones est médiée par I’acquisition de mutations dans les genes codant pour
I’ADN gyrase et la topoisomérase IV, qui sont les cibles des fluoroquinolones.
Egalement, une modification chimique de la cible peut causer la résistance en
empéchant I’antibiotique de s’y lier. Par exemple, la méthylation de ’ARNr 23S au
site de liaison des macrolides par une ARN méthyltransférase peut causer la résistance

a cette famille. (Andréanne Lupien, 2015).
EXEMPLE : Modifications des cibles des sulfamides et du triméthoprime

La substitution de cible est un des mécanismes de résistance observés avec les
sulfamides et le triméthoprime. Il résulte de I’acquisition de plasmides codant pour
une dihydroptéroate synthétase ou une dihydrofolate réductase, ayant un réle
physiologique identique a celui des enzymes codées par le chromosome mais
insensibles a I’agent antibactérien. Ces bactéries produisent donc des enzymes
chromosomiques sensibles et des enzymes plasmidiques résistantes. Une modification
par mutation de la dihydroptéroate synthétase ou de la dihydrofolate réductase
confere, respectivement, une résistance aux sulfamides ou au triméthoprime. (Sekhri
Arafa Nedjoua, 2011).

A. Modifications des PLP

Les PLP sont des enzymes qui interviennent dans 1’assemblage du peptidoglycane. La
fixation des bétalactamines inactive ces enzymes entrainant ainsi le blocage de la
synthese du peptidoglycane. Ainsi la bactérie est donc privée de paroi. Ce sont des
résistances mutationnelles (staphylocoques, entérocoques) ou acquises par

transformation (pneumocoques). (Zomahoun Carene Irédé Nadia Prisca, 2004).
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B. Modification de la cible ribosomiale

Les ribosomes sont le lieu des syntheses protéiques. lls peuvent étre altérés dans
leur structure et leur fonctionnement par la fixation d'un antibiotique. Une
modification de la cible ribosomiale acquise par mutation diminue I'affinité du site de
fixation de l'antibiotique et rend la bactérie résistante. Ce mécanisme est responsable
de résistances aux tétracyclines, aux macrolides et lincosamindes, aux phénicoles, a la
fucidine et plus rarement aux aminosides (Sophie Ziai , 2014). Ces mutations ont été
caractérisées chez Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Streptococcuspneumoniae, Enterococcusfaecalis, Mycobacterium tuberculosis. Chez
Mycobacterium tuberculosis, un autre type de mutation est impliqué dans la résistance
a la streptomycine. Il s’agit d’une mutation dans le géne rrs, codant pour I’ARNr 168,
et qui a pour conséquence d’altérer la fixation de la streptomycine sur les ribosomes.

(Sibylle Bevilacqua, 2011)
C. Altération de la synthése des acides nucléiques

L'ADN gyrase est une enzyme essentielle pour la réplication de 'ADN bactérien. En
paralysant son activité, les antibiotiques de la famille des quinolones ont un effet
bactéricide. Des mutations peuvent conduire a la production d'enzymes modifiées
insensibles a ces antibiotiques. L'"ARN polymérase (transcriptase) est nécessaire a la
synthése des ARN messagers. Les rifamycines bloguent l'action de cette enzyme. Les
résistances acquises par mutation sont dues a L'acide tétrahydrofolique est un
coenzyme indispensable a la synthese des acides nucléiques. Ces résistances sont
acquises par mutation ou codées par des plasmides ou des transposons. (Sophie Ziai,
2014).

Une substitution de I’acide aminé 447 d’Escherichia coli ou 458 de
Staphylococcusaureus est observée chez des souches résistantes a 1’acide nalidixique,
a l’acideoxolinique et a la fluméquine mais sensibles a I’acide pipémidique et aux
fluoroquinolones. L’association d’une mutation dans le géne gyrA et dans le géne gyr
B a été observée chez une souche de Staphylococcus aureus (Sibylle Bevilacqua,
2011).
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D. Modification du précurseur du peptidoglycane

Les glycopeptides (vancomycine, et teicoplanine) ont une affinité pour les précurseurs
du peptidoglycane comportant le dipeptide D-alanyl-D-alanine. Les cibles potentielles
sont donc soit intra cytoplasmiques soit situées au niveau de la paroi en formation.
Ces cibles ne sont pas toutes atteintes, car elles ne sont pas toutes accessibles aux
glycopeptides. Chez les bactéries & Gram positif, ces antibiotiques diffusent librement
a travers les mailles du peptidoglycane. En revanche, ils ne peuvent traverser la
membrane cytoplasmique et leur action s'exerce sur la paroi en formation. Gréace a des
liaisons hydogenes, les glycopeptides forment un complexe avec les dipeptides D-
alanyl-D-alanineprésents dans la paroi en formation. Du fait de I’encombrement
stérique induit parla présence de ces grosses molécules, il y a inhibition des

transglycosylases et des transpeptidases.

L’¢longation de la paroi et la croissance bactérienne sont inhibées (effet
bactériostatique), puis d’autres mécanismes doivent intervenir, car les glyco
peptidesont un effet bactéricide lent. Ce mode de résistance est codé par des génes qui
sont présents sur des transposons localisés sur le chromosome ou sur un plasmide
autotransférable (El Brahmi Redouane, 2013).

E. Modification enzymatique de la cible

Ce mécanisme est impliqué dans la résistance aux macrolides. Il est lié a la
production de méthylases dont les génes sont plasmidiques ou chromosomiques. Cette
enzyme va méthyler la sous-unité 50s des ribosomes, et ainsi empécher les macrolides
de s’y fixer. Ce phénomeéne s’observe chez des bactéries a Gram + (Staphylocoques).

La production de transcriptase modifiée (Sophie Ziai, 2014).

2.4 Facteurs favorisants I’antibiorésistance

24.1 Usage humain des antibiotiques

Avec I’augmentation de I'utilisation et du mésusage des antibiotiques, la résistance
concerne maintenant chaque bactérie pathogene connue. Certaines résistances posent
plus de probléemes. En milieu hospitalier les causes des infections diverses

(pulmonaires, osseuses, sepsis) (Sophie Ziai, 2014).
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2.4.2 Usage vétérinaire des antibiotiques
2.4.2.1 Additifs alimentaires

L’utilisation des additifs, par I'utilisation d’antibiotiques a des concentrations
inférieures a la CMI pendant parfois de trés longues durées, a été incriminée dans la
sélection de résistances bactériennes. Diverses études menées dans les pays nordiques
sur la présence de souches résistantes a I’avilamycine (antibiotique largement utilisé
comme facteur de croissance) de Enterococcusfaecium isolées chez des volailles ont
tendu a démontrer que celles-ci étaient plus fréquemment retrouvées chez les animaux
ayant recu cet antibiotique sous forme d’additif au cours de leur vie (Marie Claude
Chatellet, 2007).

2.4.3 Usage agricole des antibiotiques

2.4.3.1 . Protection des cultures et plantes transgéniques

Dans ce domaine, l'apparition de résistance chez les bactéries pathogénes pour les
plantes a été constatée tres tot. Au-dela des effets sur la production elle-méme et la
lutte contre les ravageurs, ce phénomene comporte des risques pour la sante, liés au
développement de résistance chez les bactéries et a leur transfert aux bactéries
pathogenes pour I'nhomme et les animaux. Depuis quelques années, on voit apparaitre
sur le marché des plantes génétiquement modifiées, fruits des techniques du génie
génétique. Nombre de ces plantes comportent, inséré dans leur génome, un gene de
résistance aux antibiotiques. Ce géne, appelé marqueur, permet de suivre le bon
déroulement de l'opération de transgénese. Les génes de résistance aux antibiotiques
peuvent migrer des plantes aux bactéries du tube digestif des animaux ou de

I'Homme, ou des plantes aux bactéries du sol (Youness El Ali, 2008
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Chapitre 3 : Méthodes de controle des résidus d’antibiotique

3.1 Résidus des antibiotiques

Les résidus sont définis comme : « toutes substances pharmacologiquement actives, qu’il
s’agisse de principes actifs, d’excipients ou de métabolites présents dans les liquides et tissus
des animaux aprés administration des médicaments et susceptibles d’étre retrouvés dans les
denrées alimentaires produites par ces animaux et susceptibles de nuire a la santé humaine »
(Laurentie et Sanders, 2002). La définition de résidus est codifiée dans une directive
européenne (directive 81/851/ CEE, 1981). Dans cette directive, les résidus sont définis
comme etant « tous les principes actifs ou leurs métabolites qui subsistent dans les viandes ou
autres denrées alimentaires provenant de 1’animal auquel le médicament en question a été

administré ».
3.2. Nature et propriétés des résidus

La nature chimique des résidus est fortement conditionnée par les biotransformations et les
méthodes de dosage et d’indentification. Deux grands types résidus peuvent étre distingues :
les résidus extractibles et non-extractibles. Cette distinction est basée sur les possibilités de

passage des composés étudiés dans le solvant d’extraction (Stoltz Rémi, 2008)
3.2.1. Résidus extractibles

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

proportion faible des résidus totaux (Dziedzic, 1988).
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3.2.2. Résidus non-extractibles

Ils constituent la fraction des résidus qui persistent dans les échantillons de tissus analysés
aprés isolement des résidus libres, leur nature ne peut étre déterminée qu’apres destruction
quasi-complete des protéines, par hydrolyse enzymatique ou acide par exemple. Ce type des
résidus non-extractibles forment des complexes macromoléculaires avec des protéines par
fixation du principe actif initial ou d’un de ses métabolites sur des protéines. Ces résidus liés
ont une demi-vie assez longue et constituent la majeure partie des résidus tardifs (Dziedzic,
1988).

3.3.  Facteurs de risque associés aux pratiques

L’acces a un arsenal thérapeutique proposé par I’industrie pharmaceutique, 1’usage
croissant de produits antiparasitaires et des antibiotiques pour prévenir et traiter les maladies
accroissent la probabilité d’une présence de résidus de ces substances dans les produits

d’origine animale.

Les facteurs favorisant la présence des résidus d’antibiotiques dans les aliments d’origine
animale sont, entre autres, le non-respect des délais d’attente aprés 1’administration des
antibiotiques, la non-consultation des vétérinaires avant 1’utilisation d’antibiotiques, I’absence
de formation préalable en production animale et le type d’élevage, intensif ou extensif

pratiqué par I’exploitation (Valérie Get Regine F., 2012).

Le délai d’attente correspond a la durée consécutive a la derniére administration du
traitement pendant laquelle les denrées produites par I’animal ayant recu le traitement ne
peuvent pas étre commercialisé. Sa détermination se base sur des études expérimentales
menées sur des animaux de destination représentatifs des conditions d’utilisation, mais en
bonne santé. La fixation du temps d’attente tient compte de la variabilité pharmacocinétique
entre individus dans les différents processus d’absorption, distribution, métabolisation et
excrétion des résidus (principe actif et métabolites). Ces processus sont fonction a la fois du
statut physiologique de I’animal et des caractéristiques génétiques influengant le métabolisme

ou ’excrétion.
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Ces études sont pour la plupart menées pour des races représentatives des grandes
productions des pays développés et ne tiennent pas compte des particularités des espéces
animales africaines qui peuvent différer au niveau de leur patrimoine génétique, mais
également en matiere de régulation de leur physiologie, adaptée aux conditions climatiques.
Ces différences influent sur la cinétique des résidus et pourraient nécessiter d’adapter les
temps d’attente requis lorsque les médicaments sont administrés a des races locales. A ce
stade de développement des médicaments vétérinaires, ces variations ne sont pas prises en
compte (Valerie G., et Regine F., 2012).

Tableau 3.1 : Principales classes d’antibiotiques et les risques potentiels (Epiez, 2014)

Classe Risques pour la santé
Sulfamides Allergie (avec des éruptions cutanées), le syndrome de Sweet, le
syndrome de DRESS, leucopénie
Quinolones Réactions immédiates d’hypersensibilité (urticaire, cedéme de Quincke,
choc anaphylactique), exanthéme, syndrome de Sweet
Bétalactamines Réactions immédiates : urticaire, cedéme de Quincke, rhinite,

bronchospasme et choc anaphylactique, une anémie hémolytique, une
neutropénie, eosinophilie. Eruptions cutanées, syndrome de Stevens-
Jonhson, syndrome de Lyell

Tétracyclines Syndrome d’hypersensibilité du médicament, lupus érythémateux
d’origine médicamenteuse comme 1’éruption, I’anaphylaxie, le
syndrome de DRESS, syndrome de Sweet

Aminoglycosides Dermatite de contact allergique
Phénicoleés Rare suppression de la moelle osseuse : anémie aplasique
Macrolides Rares
Lincosamides Blocage neuromusculaire avec paralysie post-anesthésique, dépression

cardiaque apres injection 1V trop rapide, des allergies et une
dégeénérescence hépatique modérée

3.4. Parametres fixés pour la protection du consommateur

Selon les propriétés physicochimiques et le mode d’administration de I’antibiotique, il peut
rester des résidus d’antibiotique dans les ceufs, pouvant étre toxiques pour ’homme. Afin
d’éviter tout danger pour le consommateur, les prescriptions des antibiotiques sont contrdlées

(Ben Azzeddine Chams, 2009).
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3.4.1. Limite Maximale de Résidus (L.M.R.)

Par définition, c’est « la concentration en résidus a ne pas dépasser dans les denrées
alimentaires d’origine animale pour éviter tout risque pour le consommateur du fait de la
présence de ces résidus ». Elle s’exprime en ppb (ug/kg) par rapport au poids frais (Ben
Azzeddine Chams, 2009).

3.4.2. Dose sans effet

11 s’agit de la dose maximale de substance qui, ingérée quotidiennement durant toute sa vie
et chez l'animal le plus sensible, n'entraine aucun effet négatif dans les conditions actuelles
des connaissances. Elle s'exprime en mg de substance par kilo de poids vif et par Jour. Elle est
déterminée par un ensemble d'expérimentations réalisées sur des animaux de laboratoire (Ben
Azzeddine Chams, 2009).

3.4.3. Dose journaliére admise (DJA)

La Dose Journaliére Admissible, que ’on appelle également dose journaliére acceptable a
été définie en 1973 par le comité OMS (Organisation Mondial du Santé) d’experts :« par la
dose qui est ingérée quotidiennement par I’homme, méme pendant toute une vie, dans son

régime alimentaire, ne doit produire aucun effet nocif quel qu’il soit ».
3.4.4. Temps d’attente

Selon T’article L 617-2du CSP (Code de la Santé Publique) de la CEE(Communauté
Economique Européenne), le temps d’attente d’un médicament défini par :« le délai a
observer entre l’administration du médicament a I’animal dans les conditions normales
d’emploi et D'utilisation des denrées alimentaires provenant de cet animal, garantissant

qu’elles ne contiennent pas de résidus en quantités supérieures aux limites maximales établies

par le reglement n°90-2377(CCE) ».
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3.5. Méthodes de contrdle des résidus

Dans I’'UE (union européen), ’autocontrole et le controle des résidus sont basés sur le
recours a des méthodes analytiques, mises en ceuvre de maniére standardisée. Une bonne part

de ces analyses se réalise au laboratoire.

Le cadre réglementaire en vigueur au sein de I’'UE est basé sur la directive (96/23/CE,
(2002) qui structure le réseau des laboratoires officiels en fixant les exigences en termes de
qualité et de performances analytiques (décision 2002/657, 12 ao(t 2002). Ce cadre a
contribué a ’harmonisation des controles. Par contre, dans les pays de TUEMOA (union
économique et monétaire ouest-africaine), le recueil des références des méthodes harmonisées
d’analyse des produits alimentaires n’a pas pris en compte les méthodes d’analyse des résidus

de médicaments vétérinaires.

Les méthodes d’analyse utilisées sont différentes d’un pays a un autre et méme d’un
laboratoire a un autre, du fait de I’inexistence de méthodes homologuées par TUEMOA avec
la mondialisation des échanges, les méthodes d’analyse doivent étre standardisées et
appliquées par les différents laboratoires avec des niveaux de performance équivalents. La
stratégie de controle des résidus est en général basée sur une approche en deux étapes : 1’étape
de la détection des résidus avec des méthodes sensibles (faible taux de résultats « faux
négatifs ») ; et I’étape de confirmation nécessitant une quantification par rapport a la LMR et

une identification avec un faible taux de résultats « faux positifs ». (Maghuin rogister, 2006).

3.5.1. Importance et nécessité

La détection des résidus d’antibiotiques est d’une importance majeure sur plusieurs

niveaux :

- Sur le plan médical: les résidus d’antibiotiques présentent maints risques pour la
santé a savoir les allergies, la toxicité, la résistance bactérienne. Leur détection sera d’un
grand apport pour ’homme, une clé de sa sécurité sanitaire ;

- Sur le plan économique: actuellement une position importante sur le marché
mondiale et est liée par des conventions d’export avec d’autre pays. Elle est tenue d’assurer
la qualité de ses produits et la sécurité sanitaire de ces clients consommateurs. La présence

des résidus d’antibiotiques dans les produits alimentaires sera une fatalité pour sa crédibilité
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envers ces pays clients, ou la nécessiter de développer et de mettre en place toute la
démarche nécessaire pour le dépistage et la détection des résidus d’antibiotiques. La
détection des résidus d’antibiotiques se fait par des méthodes de dépistages et des méthodes

de confirmations (Maghuin rogister, 2006).

3.5.2. Méthodes de détection

Les méthodes les plus utilisées pour la détection des résidus d’antibiotiques dans les
denrées d’origine animale sont les méthodes officielles, qui varient le plus souvent en
fonction de la matrice. Pour la détection des résidus d’antibiotiques dans le lait et le muscle,

les méthodes microbiologiques et immunologiques (maghuin rogister, 2006).

Tableau 3.2 : Quelques bactéries utilisées pour la détection des antibiotiques (Adel
Rezgui, 2009)

Bactéries Caractéristiques Antibiotiques deRéférences
Bacillus -Bactérie a Gram (+) en -Sulfamides
Stearothermophilus forme de batonnet. -BBlactamines(Amoxicilline)

-Division cellulaire : a55°C
dans un milieu riche

Bacillus cureus -Grand bacille en -Tétracyclines(Oxytétracycline)
-Forme batonnet a Gram
(+)-

-Division cellulaire : a30°C
dans un milieu riche.

Escherichia coli -Bacille Gram (-). -Quinolones(Enrofloxacine)
-Division cellulaire : toutes
les 20minutes a 37°C dans
un milieu riche.

Micrococcus luteus - Forme sphériques -13 lactamines
(des coques) -Macrolides
- Division
cellulaire : & 37C°dans un
milieu riche.

3.5.3. Dépistage des résidus des antibiotiques

Le dépistage des résidus d’antibiotiques se base sur la définition méme des antibiotiques.
C’est a ’aide de leurs pouvoirs contre la croissance bactérienne qu’ils seront détectés, des
bactéries spécifiques a chaque antibiotique sont utilisées pour permettre cette détection.
(Tableau3.2).
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Parmi les tests de dépistage, on distingue les tests biologiques et les tests physico-

chimiques.
3.5.3.1. Tests biologiques

Les tests biologiques sont basés sur la croissance ou I’inhibition d’une culture bactérienne. En
présence de résidus dans la denrée, les germes sont inhibés tandis qu’en absence de résidus la
croissance est effective. Les germes les plus souvent utilisés dans ces tests sont ceux des
genres Bacillus (Bacillus subtilis et Bacillus Stearothermophilus var calidolactis) et

Micrococcus (Micrococcus luteus).

Ces bactéries présentent en effet ’avantage d’étre sensible a une large gamme de familles
d’antibiotiques telles que les Macrolides (Spiramycine, Erythromycine), les Aminosides
(Streptomycine), les Pénicillines (Pénicilline G) et les Tétracyclines. Comme inconvenients,
ces tests ne permettent pas de connaitre ni les teneurs, ni la nature exacte de la molécule
présente dans les échantillons analysés. Elles sont de ce fait suivies généralement par des tests
de confirmation. On peut citer dans cette catégorie de tests la méthode officielle des quatre (4)
boites, la méthode des trois boites, et leurs variantes ameliorées sous forme de Kits plus
rapides et mieux adaptés aux échantillons de masses (Delvotest®, Copan Test®, Charm
FarmTest®, Premi®Test, ValioT101®). (Kantaty Yenbdube, 2011)

A. Premi®Test

C’est un test de détection mis au point pour la détection des résidus d’antibiotiques, dans la
viande fraiche, le poisson ou les ceufs. L’échantillon est laissé a diffuser dans une ampoule
contenant du milieu gélosé ensemencé par des spores de Bacillus Stearothermophilus avec un
indicateur de pH. Aprés incubation, la croissance normale des micro-organismes provoque
’acidification du milieu ce qui change la couleur de I’indicateur de pH du violet vers le jaune.
En présence de substances inhibitrices (résidus d’antibiotiques), si la couleur du milieu reste
violette apres incubation, 1’échantillon est rapporté comme échantillon positif, et si la couleur
du milieu vire au jaune 1’échantillon est considéré comme échantillon négatif).(Faycal

Elkhaoui ,2009)
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B. Méthode STAR ou méthode des 5 boftes

C’est une méthode de détection microbiologique des antibiotiques dans le lait, le muscle
ainsi le foie gras, les crevettes, les poissons, etc. Elle est basée sur le principe suivant : un
microorganisme est ensemencé dans un milieu gélosé, coulé en boite de Pétri. Apres
diffusion, la présence des résidus d’antibiotiques produit une zone d’inhibition de
I’échantillon en empéchant la croissance bactérienne du microorganisme test. Un échantillon
est considéré comme positif quand il donne une zone d’inhibition supérieure a 2 mm (Adel
Rezgui, 2009).

C. Delvo®Test

C’est un test de sélection microbiologique a large spectre, permettant de détecter les
résidus de substances infectieuses dans le lait. La suggestion de positivité de I’échantillon se
repose sur la persistance de la couleur du milieu, et on peut dire qu’un échantillon est négatif
si le milieu change de couleur c'est-a-dire exerce un effet sur la croissance des micro-

organismes existant dans le milieu. (Faycal Elkhaoui ,2009)
D. Tests « rénaux »

Ce test est officiel en Belgique comme test de dépistage des résidus d’antibiotiques dans
une carcasse, ce test est basé sur 1’inhibition de la croissance des bactéries Bacilles .Ce test est
réalisé au moyen de boites de Pétri contenant une gélose ensemencée avec la souche Bacillus
subtilis. Les zones d’inhibition dépourvue de colonies bactériennes autour des points de
dépots des échantillons (morceau de rein ou papier filtre imbibé d’exsudat de cortex rénal)

sont révélatrices de la présence potentielle d’antibiotiques (Maghuin rogister, 2006).

E. Tests biochimiques

Ces tests sont trés simples a utiliser, ils se présentent sous forme des bandelettes a plonger
dans 1’échantillon (laits ou extrait liquide) pré-incubées avec des récepteurs marqués a
I’orcolloidal. Aprés migration du liquide par capillarité le long de la bandelette, la présence
d’une seule bande rouge au niveau supérieur (controle de validité du test qui doit étre présent
dans tous les cas) indique la présence d’antibiotique. Alors qu’en absence de ces substances

deux bandes colorées sont visibles (Adel Rezgui, 2009).
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F. Test des 4 boites

Lors de la 1ére certification NF VALIDATION obtenue en juin2006, la méthode des 4
boites était la méthode de référence officielle en France. Cette derniére a pour Object, a I’aide
de microorganismes sensible, la mise en évidence de résidus de substances a activité
antibiotique sans en déterminer leur identité. Elle est applicable aux muscles d’animaux de

boucherie et volailles, aux muscles et foies de palmipedes. (Michel Laurentie et al., 2002).
3.5.3.2.Tests physico-chimiques

Ce sont des tests essentiellement de nature enzymatique, immuno- enzymatique,
immunologique et parfois chromatographique. Les méthodes enzymatiques ont pour principe
I’inhibition d’une enzyme en présence d’un résidu d’antibiotique spécifique. En absence de
résidus, I’enzyme est révélée par un indicateur coloré, tandis qu’en présence des résidus
I’enzyme est inhibée et n’est plus alors révélée par I'indicateur coloré. Les tests immuno-
enzymatiques et immunologiques sont quant a eux basés sur des réactions de type antigenes-

anticorps.

La technique la plus rependue est le test ELISA (Enzyme-Linked-ImmunoSorbent-Assay)
avec comme principes de détection le marquage des enzymes par des chromophores ou méme
la radioactivité. Les méthodes ELISA sont egalement disponibles sous forme de Kkits
utilisables pour les échantillons de masse et dont certains sont spécifiques a des résidus
d’antibiotiques donnés ou pour un groupe de composés apparentés comme par exemple le
groupe des fluoroquinolones. On peut citer dans cette catégorie de tests le Delvo X Press TM

BL®, le Petastar®, le MRL Test®, le Snap Bétalactamines®, le Snap Tétracycline®.

La chromatographie liquide haute performance (CLHP ou HPLC en anglais) vient
compléter la liste des tests physico-chimiques. Il est utilisé dans la détection de multiples
résidus d’antibiotiques tels que les résidus de quinolone, de sulfamide, de B-lactamine, de
macrolide, de tétracycline, et ce, dans des types d’échantillons trés variés tels que le lait ou les
tissus. Mais il est le plus souvent utilisé pour quantifier les résidus détectés. (Kantaty
Yenbdube , 2011).
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3.5.4. Méthodes de confirmation

Les échantillons détectés positifs sont analysés au moyen de méthodes de confirmation
recourant a différentes techniques d’analyse physicochimique comme la chromatographie
liquide associée a une détection UV, par fluorimétrie ou couplée a des spectrometres de
masse. Les méthodes sont congues pour atteindre un certain nombre de critéres de
performance qui sont vérifiés lors des études de validation requises avant leur utilisation pour
le contrdle réglementaire, en vertu des décisions 2002/657/EC Plusieurs méthodes

physicochimiques de confirmation ont été développées :

" HPLC (Chromatographie Liquide a Haute Performance) ;
" CCM (Chromatographie sur Couche Mince) ;
" ELL (Extraction Liquide-Liquide).

La chromatographie est une bonne méthode de séparer les substances I’'une de ’autre ainsi
que les impuretés présentes dans les matrices. A 1’aide de ces tests, il est possible d’analyser
un grand nombre de substances et d’échantillons en 24-48h. Une méthode de confirmation
devrait établir de maniére non équivoque I’identité¢ du résidu. Au cours du contrdle officiel
des résidus de médicaments, un dosage quantitatif fiable doit étre utilisé a un stade approprié.
L’estimation quantitative doit permettre d’établir si la concentration en résidus excéde ou non

la limite maximale du résidu fixé (Adel Rezgui, 2009).
3.6. Effet de la température sur les résidus des antibiotiques

L'utilisation intensive d'antibiotiques en tant que thérapie, prophylaxie et promoteur de
croissance chez les animaux producteurs daliments souléve [linquiétude concernant
l'apparition des résidus d'antibiotiques dans les tissus comestibles aprés l'abattage (Anadon et
Martinez Larranaga, 1999). Les résidus d'antibiotiques dans les aliments ont été liés a des
problemes croissants de santé publiqgue concernant la propagation des microorganismes
résistants aux antibiotiques au cours des 50 derniéres années, de nombreux chercheurs ont été
intéressés a évaluer si les résidus d'antibiotiques peuvent étre détruits par des procédures de
cuisson, la pasteurisation ou les processus de mise en conserve (Isidoriet al.,2005 ; Hassani
et al., 2008).
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Traditionnellement, la stabilité thermique des antibiotiques a été étudiée en fonction de
I'évaluation de diminution de l'activité antimicrobienne ou de l'analyse chromatographique
specifigue du changement de concentration apres les traitements thermiques. En effet, des
études ont été effectuées a l'aide d'analyses microbiologiques et chimiques pour évaluer la
stabilite thermique des résidus des médicaments vétérinaires (Franje et al., 2011). De plus, si
le chauffage de ces composeés et les éventuels changements structurels générés entrainent une

modification de la génotoxicité qui pourrait contribuer a la mutageénicité des bactéries.

Des études antérieures ont suggéré que l'oxacilline (OXA), le chloramphénicol, les
aminoglycosides, les quinolones, la clindamycine, la novobiocine, le triméthoprime, la
vancomycine et l'azlocilline de sulfaméthazine (SMZ) (Papapanagiotou et al., 2005), sont
stables a la chaleur (Traub et Leonhard, 1995), tandis que I'Oxytétracycline (OTC) (Hassani
et al., 2008) et I'érythromycine se révelent étre labile a la chaleur. D'autre part, plusieurs -
lactames tels que la pénicilline (PCN) G, lampicilline (AMP) et l'amoxicilline (AMX)

apparaissent partiellement inflammables (Traub et Leonhard, 1995).

Les antibiotiqgues de la méme classe ont également recu des stabilités de chaleur
différentes en fonction de différents types de matrices et de traitement thermique impliqués
(Kitts et al., 1992 ; Rose et al., 1996 ; Franje et al., 2010).

D'autre part, la plupart des études de stabilité a la chaleur ont évalué la dégradation des
médicaments parentérales avec peu d'études realisees sur la production possible de produits de

dégradation toxique (Gratacos Cubarsi et al., 2007 ; Franje et al., 2010).
3.6.1. Stabilité des résidus de tétracycline pendant la cuisson

Généralement, les résidus de tétracycline (TC) sont relativement instables. La température
pendant la cuisson a le plus grand impact sur la perte du résidu de tétracycline (Abou-Rayaet
al., 2013). lls ont montré que les résidus d'Oxytétracycline dans le foie des bovins et les

muscles des moutons sont été réduits pendant la cuisson.

Les changements des procedés de cuisson sur I'Oxytétracycline (OTC), la tétracycline (TC)
Chlorotétracycline (CTC) et Doxycycline (DOC) en poitrine de poulet et cuisse, et déterminé

le temps de cuisson pour rendre I'échantillon cuit plus sdr pour la consommation.
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La procédure de cuisson était I'une des plus importants agents qui ont influencé les résidus
de TC. Parmi les différentes procédures étudiees, la micro-onde était le plus efficace. 1l est
évident que plus le temps de cuisson est élevé, plus la perte des résidus est grande. Pendant le
traitement thermique, on a identifi¢ que le TC c’est le plus stable et le plus instable sont la
doxycycline et 1’Oxytétracycline, Si la température et le temps de cuisson sont suffisants,
nous pourrait assurer des pertes importantes de résidus de TC ; donc la cuisine offre une

marge de sécurité pour les produits contenant des TC (lbrahim, 1994 ; Hassani et al., 2008).

Selon Les études de la stabilité thermique de I’Oxytétracycline, la tétracycline, et la
doxycycline a une température ultra haute, c'étai t a identifier que leur destruction suit une
réaction de premier ordre de cinétique. En ce qui concerne la stérilisation, traitements de
longue durée (stérilisation conventionnelle) Détruirait> 98% de la concentration initiale de
résidus des trois antibiotiques, haute température a court terme les traitements (HTST)

laisseraient des résidus inchangés dans la gamme de 50 a 90% (Hassani et al., 2008).
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Chapitre 4 : Matériel & Méthodes

4.1 Rappel sur les objectifs

Cette étude est s’inscrite dans le cadre de I’évaluation de D’activité antibactérienne de
I’OTC et la stabilit¢ de la structure chimique (moléculaire) suite a I’exposition a des
traitements thermiques.

La démarche a débuté par le choix dessouches bactériennes qu’ont présenté une résistance
ou une sensibilité connue selon la littérature vis-a-vis ’antibiotique ciblé (OTC). Ensuite ce
dernier est exposé a différents traitements thermiques (80, 100, 120, 140 et 160 °C). La

stabilit¢ de la structure chimique est vérifiée a ’aide d

'un  spectrophotomeétre  d’absorption, tandis que, la modification de [lactivité
antibactérienne est mesurée par la concentration minimale inhibitrice (CMI) et le diamétre de
la zone d'inhibition.

4.2 Choix de I’antibiotique

Nous choisissons un antibiotique naturel de la famille des tétracyclines (OTC) grace a sont
large spectre sur les bactéries a Gram positives et négatives et aérobie et anaérobie et pour son
utilisation dans les deux domaines humaine et vétérinaire.

4.3 Choix des températures de traitement

L’OTC et une antibiotique thermostable, le choix des températures pour évaluer son
activité antibactérienne et son stabilité moléculaire est prend en considération les différentes
températures qui peuvent étre utilisées pour la cuisson ou les traitements thermiques des
aliments.

4.4 Matériel biologique
4.4.1 Les souches bactériennes
Pour évaluer la modification de I’activité antimicrobienne de ’OTC avant et apres
le traitement thermique en utilisant des souches de référence American type culture
collection (ATCC) (Tableau4.1) Parmi toutes les souches bactéries sensibles qui
existe, nous avons choisi quatre souches bactériennes sensibles et une bactérie
résistante.
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Tableau 4.1 : Codes des souches bactériennes de référence utilisées

Souche bactérienne ATCC Caractéristiques de la souche
Escherichia Coli 25922
Bacillus subtilis 6633
Staphyloccoques aureus 1249 Sensible
Klebsiella pneumoniae 4352
Streptocoque 49619 Résistance

4.4.2 Caractéristique des souches bactériennes étudiées
4.4.2.1.Préparation de pré-culture
A partir des tubes inclinés des souches bactériennes, nous avons préparé des
cultures jeunes dons le bouillon nutritif et incube a 37°C pendant 18 a 24h, ensuite, les
boites de Pétri coulées avec la gélose nutritive sont ensemencées avec I’'inoculum des
cultures jeunes et incubées a 37° C pendant 18a 24h.
4.4.2.2.Coloration de Gram
La morphologie, I’arrangement des cellules et le type pariétal des isolats sont
déterminés sur des cultures jeunes par la technique de coloration de Gram (1884) a
I’aide d’un microscope optique. Le mode opératoire a consisté a :
Réaliser un frottis et le fixer avec la proximité d’un bec bunsen ;
Colorer avec violet de gentiane durant une minute ;
Rincer avec ’eau du distillé ;
Recouvrir la lame par le Lugol une minute (réactif iodo-ioduré qui accentue la coloration) ;
Rincer avec I’eau distillée ;
Plonger 3 ou 4 fois a une demi-seconde dans un pot d’alcool puis rincer a I’eau distillée
immédiatement. Les bactéries Gram négative sont alcoolo-sensibles et sont donc
décolorées .la paroi des Gram positive ne laisse pas passer ’alcool et son dites alcoolo
résistantes et restent colorées violet ;
Rincer une contre coloration a I’aide de la fuchsine ou de safranine pendant une minute.
Toutes les bactéries prennent le colorant mais le violet masque la fuchsine.
Les Gram positives apparaissant donc violettes, les Grams négatifs recolorées par la
fuchsine, apparaissent roses.
Rincer a I’eau distillée et sécher entre deux feuilles de papier absorbant observé a 1’objectif

100 a immersion, a pleine lumiére.
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4.4.2.3.Antibiogramme

L’antibiogramme a pour but de déterminer la résistance et/ou la sensibilit¢ des
souches sélectionnées et mesurer la concentration minimale inhibitrice (CMI). 1l existe
trois catégories cliniques ont été retenues pour I’interprétation des tests de sensibilité
in vitro : sensible (S) résistant (R) et intermédiaire (1) (CASFM, 2016). Le protocole
consiste a :

— Liquéfier le milieu de Muller-Hinton dans un bain marie & 95°C ;

— Couler dans 5 boites de Pétri et laisser de refroidir & 45°C ;

— Ensemencer séparément les souches bactériennes par la technique d’étalement 1’aide d’une
micropipette : Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylocoques aureus, Klebsiella
pneumoniae et streptocoque ;

— Déposer les disques d’antibiotique (tétracycline) dans chaque boite ;

— Incuber les boites a 37°C pendant 24h.

4.4.3 Analyse proprement dite
4.4.3.1. Traitement thermique

Déposer 06ml d’OTC (Oxtra®20%, Fatro)dans une série des tubes stériles a I’aide d’une
pipette graduée emballée par un papier d’aluminium et ensuite incubé séparément chaque tube
dans une température convenable(80°C, 100°C,120°C ,140°C,160°C)pendant 20 minutes.

4.4.3.2.Controle de I’effet de DMSO

Le DMSO (Diméthylsulfoxyde) est utilisé pour la dilution de ’OTC dans cette étude, mais
une analyse préliminaire pour évaluer I’existence ou non d’une activité antibactérienne de ce
dernier, par la méthode de la diffusion sur un milieu gélose.

Dans une zone stérile a I’aide d’un bec bunsen, cing boites de Pétri ont été coulées par
milieu de culture (Muller-Hinton) et ensuite ensemencer séparément par I’étalement en
surface des souches bactériennes (Tableau 4.1).Des disques en papier ont été imbibés par
DMSO. Chaque disque est disposé on milieu de chaque boite puis incuber 37°C pendant 24h

4.4.3.3.Calculée la concentration
Pour préparer des disques de I’OTC avec des concentrations similaires avec la
concentration des disques d’antibiotique commercialisé (OTC). La recherche est faite par la
méthode suivante :
209 » 100ml
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0.3ug > X
209 : la quantité de ’OTC dans 100ml de produit qui en a utilisée.

100ml : la quantité de flacon qui contiens le 'OTC.

0.3ug : la quantité d’antibiotique dans une (01) disque commercialisée.

X : c’est la quantité de produit recherchée par (ml) pour imbibée les disques.
Aprés les calculs X =1,5. 10°

Pour préparer des disques stériles avec une quantité égale 0.00015 en commence par une
concentration de 1.5mL et en diluée par la méthode de dilution décimale.

4.4.3.4.Dilution de ’OTC par DMSO

Par la technique de la dilution décimale on réduire la concentration des tubes qui d’OTC de
chaque température separément avec la méme méthode dans une zone stérile; en remplissant
03 tubes par 8.5ml de DMSO dans chacun et en introduisant dans chaque tube 1.5ml d’OTC
pour realiser la suspension mere ensuit nous homogénéisons le tube par le vortex et nous
avons prendre 1.5ml de solution mere et en introduisant dans la deuxiéme tube c’est la
concentration10 Et aprés homogénéisation de tube par le vortex nous prenons 1.5ml de

deuxiéme tube et en le mettre dans la troisiéme tube c’est le tube de 1072 .

Figure 4.1 : La dilution de ’'OTC

4.4.3.5.Calcul de la charge bactérienne

Dans une zone stérile, cinq ml de 1’eau physiologie est déposé séparément dans cing tubes,
ensuite a I’aide de lance de platine on introduit dans chaque tube une souche bactrienne apres
on les homogénéisé parle vortex.
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Pour connaitre la charge bactérienne dans chaque tube nous avons utilisé 1’eau physiologie
comme témoins. La mesure a été réalisée a la longueur d’onde de 530nm (Tableau 4.2). Le
calcul de la charge parla méthode comme suit :

2000pL
20pL

Y
X

vy

Y : charge bactérienne initiale ;

2000 pL : Volume de I’eau physiologique dosée pour chaque souche ;
20pl : Volume utilisée pour I’ensemencement ;

X : la charge bactérienne ensemencée dans la boite de Pétri.

Tableau 4.2 : les charges bactériennes

Souche Y X
bactérienne

Escherichia 0.760 7.6
coli

Bacillus 0.215 2.15
subtilis

Staphylocoques 0.400 4.0
aureus

Klebsiella 0.700 7.0
pneumoniae

Streptocoque 0.222 2.22

4.5 Antibiogramme

Nous avons utilisé la méthode des disques pour évaluer I’activité inhibitrice de la molécule
d’OTC apres traitement thermique, et comme témoin, ’OTC sans traitement thermique par la

méme méthode.

4.5.1 Préparation des boites de Pétri

Dans une zone stérile, nous avons préparé une série de 60 boites de Pétri coulés par milieu
de culture (Muller-Hinton).Pour chaque traitement thermique nous avons utilisé 10 boites de
Pétri. Ensuite en réalisant ’ensemencement par un inoculum de 20uL (UFC/ml)a la surface
de gélose.
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4.5.2 Application des disques

Des disques ont été préparé a base de ’OTC non exposé a aucun traitement thermique
(Témoin) et apres I’exposition de ce dernier a une série de température (80°C, 100°C, 120°C,
140°C et 160°C) pendant 20 minutes. Pour chaque traitement thermique donné, nous avons
testé I’activité antibactérienne sur les bactéries citées précédemment dans le tableau 4.1 apres
une incubation a une température de 37°C pendent 24h.

La lecture des résultats se faite par la mesure de diametre de la zone d’inhibition autour du
disque, un diamétre égal ou supérieur a 20 mm est considéré comme un résultat positif.

4.6 Mesure de la concentration d’OTC par spectrophotométrie

Pour I’évaluation de I’effet de température sur la molécule d’OTC nous avons fait la
comparaison entre les doses des concentrations avant et aprés le traitement thermique par la
méthode de spectrophotométrie a une longueur d’onde égale 530nm.

En premier lieu, nous avons mesur¢ la densité optique de ’OTC avant traitement et ensuite
les différentes préparations de 'OTC ont été mesurées aussi mais apres I’exposition aux
températures fixeées dans la présente étude. Les résultats obtenus pour ces derniéres ont fait

I’objet de la comparaison avec seuls de ’OTC avant traitement.

Analyse statistique : IBM, SPSS 20, CHICAGO.
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Chapitre 05 : Résultats et discussions

5.1 Tests de confirmation
5.1.1 Coloration de Gram

Le (Tableau 5.1) montre les résultats obtenus suite a ’observation microscopique

des souches bactériennes utilisées dans la présente étude.

Tableau 5.1 : Résultat de I’observation microscopique de la coloration de Gram

T Bl =
= =

s N SRl A montré les formes des bacilles avec les
1 L, . .
S extrémités et une coloration violettes, ces cellules
Bacillus subtilis |+ s 2% oo . sont disposées en amas et en chainettes
2 ¢ =~ . . . .
=5 5 - caractérisant les Bacillus subtilis a Gram positif
P 7
. il IR ~atd . .
- e ¥ iy A montré les formes des bacilles avec les

. | * & ~ 7| extrémités et une coloration rose, mobiles, non
Escherichia Coli Sl =k , . . L
sporulée, caractérisant E. Coli a Gram négatif

A montré les formes des bacilles disposées
comme un amas de bougrement avec les

Klebsiella pneumoniae extrémités de colleur rose, non sporulée,

caractérisant Klebsiella pneumoniae a Gram

négatif

A montré les formes des cocci (ronde) disposées
en amas avec les extrémités et une coloration

Staphylococcus aureus . . R
violet, caractérisant Staphylococcus aureus a

Gram positif

A montré les formes des cocci (ronde) disposées
Streptocoque & en chainant avec les extrémités de couleur violet,

caractérisant Streptocogque a Gram positif
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5.1.2. Antibiogramme sans traitement thermique

Les résultats de la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes de référence
testées a I’antibiotique (Oxytétracycline) montrées dans la (Figure 5.1).

Staphylococcus aureus Streptocoque

Bacillus subtilis Escherichia Coli

Klebsiella pneumoniae

Figure 5.1 : Les souches bactériennes testées par ’OTC avant traitement
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Ce test nous permettant de connaitre la capacité de réponse des bactéries a ’'OTC,
cette réponse est variée d’une bactérie a une autre, en effet, le comité de
I’antibiogramme de la société francaise de microbiologic (Casfm,2016 et Afssaps
,2005) a classé les bactéries selon leur sensibilité ou résistance aux antibiotiques en
souche sensible(S), intermédiaire(l) et résistante(R)par rapport a la zone de

'inhibition.

Dans I’histogramme suivant (Figure 5.2) nous avons utilisé des résultats de
I’antibiogramme avant le traitement thermique de ’OTC nous prenons ce résultat
comme témoin pour les prochains résultats aprés la réalisation de traitement
thermique de OTC.

X10 en mm Escheric: 2.3, Klebsiel: 2.5, Staphylo: 2, Bacillus: 2.6, Streptoc: 0

Bl Escheric
I Klebsiel
] Staphylo
M Bacilus
[ streptoc

3,00

Moyenne

oTC
ATB

Figure 5.2 : Histogramme des résultats de I’antibiogramme par (OTC) avant
traitement.

La sensibilité bactérienne a I’OTC variée d’une souche a une autre, nous avons
marqué une moyenne de sensibilité variée entre (23 et 26) mm, d’aprés cet
histogramme, Bacillus subtilus est la bactérie le plus sensible suivie par Klebsiella
pneumoniae, E.coli et Staphylococcus aureus. Alors que les Streptocoque est
totalement insensible (résistante).
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La sensibilit¢ des souches bactériennes a ’OTC a un antibiotique peut étre innée
(Andréanne luipen, 2015) comme le cas de, Bacillus subtilus, Klebsiella
pneumoniae, E.coli et Staphylococcus aureus. La résistance naturelle ou "intrinseque"
correspond a la résistance de plusieurs souches d'une méme espéce ou d'un méme
genre bactérien a un antibiotique (Cheikh Saad-Bouh, 1998).

5.2 Antibiogramme (OTC) aprés traitement thermique

Dans notre ¢tude, nous voulions vérifier I'effet de la température sur activité
antibactérienne de ’OTC sur des souches bactériennes de référence qui ont présenté
une sensibilité variée a cet antibiotique. Les principaux résultats obtenus, ont montré
une différence de la sensibilité nettement marquée que ce soit avant (Figure 5.2), ou
apres le traitement thermique. L’appréciation des changements [’activité
antimicrobienne d’un antibiotique est basée sur des tests tels que le test de
concentration inhibitrice minimale (CMI) et le diametre de la zone d'inhibition (Lei et
al., 2016).L’étude de Hsieh et al. (2011) a démontré que dans l'eau, 'OTC se dégrade
plus a 100 °C qu'a 121°C.

5.2.1 Effets des traitements thermiques de ’OTC sur les bactéries testées

Nous avons utilisé la méthode des disques avec les souches (Bacillus subtilis,
Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylocoques aureus, Streptocoque) a la
concentration de 10° UFC/ml pour évaluer I’activité inhibitrice de la molécule
d’oxytétracycline apres traitement thermique.

5211 Bacillus subtilis
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Figure 5.3 : Courbe des résultats des zones d’inhibitions (Bacillus subtilis)
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D’apres la (figure 5.3) les résultats obtenus ont montré une activite antibactérienne
de ’OTC avant traitement thermique et aprés le traitement par (80, 100, 120°C)
marqué par des moyennes de diamétre d’inhibition presque similaire (de 20 a 25 mm)
sur Bacillus subtilis. Tandis que, cette activité a augmenté considérablement apres
I’exposition de L’OTC a des températures élevées supérieure a 120° C (diametre des

zones d’inhibition est supérieur a 30 mm).

La paroi bactérienne est principalement formée d’un polymere de peptidoglycane.
Les monomeéres de peptidoglycane sont assemblés de fagon ordonnée afin de former
plusieurs couches rigides qui entourent la bactérie et lui conférent une résistance
essentielle pour contrer la forte pression osmotique intra-cellulaire. Cette pression
varie énormément suivante type de bactéries (Bernard Rémi, 2007). Chez B. subtilis
I’absence de paroi provoque ainsi une lyse rapide de la cellule. La mobilité
bactérienne nécessite également la présence de cette paroi. En effet, les structures
flagellaires permettant cette mobilité ont besoin d’exercer une force sur une surface
solide (la paroi) afin de permettre le mouvement. Enfin, la paroi joue un role
prépondérant lors de la division cellulaire ou encore de la sporulation, essentiellement
chez les bactéries a Gram positif. Chez ces dernieres, la formation du septum de
division, et donc la séparation finale des deux cellules filles, se fait par synthése de
peptidoglycane. D’autre part, I’étape de confinement de la spore naissante (« en
gulfment ») est également dépendante d’une synthése accrue de peptidoglycane.
Outre le peptidoglycane, on peut trouver dans la paroi d’autres molécules et leur
nature differe énormément entre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram
négatif. Chez les bactéries a Gram négatif, on trouve essentiellement une molécule
lipoprotéique nommeée lipoprotéine de Braun. Cette protéine a un réle structural car
elle relie la mince couche de peptidoglycane a la membrane externe maintenant ainsi
un espace constant entre ces deux structures (Bernard Rémi, 2007)

Le mécanisme de synthése du peptidoglycane est conservé dans ’ensemble des
bactéries et est un processus biochimique spécifique non retrouvé chez les autres
organismes.

De plus, ce processus est crucial pour I’ensemble des bactéries. Ces
caractéristiques en font une cible majeure pour les antibiotiques (Koch, 2003).

L'oxytétracycline posséde un spectre d'activité large, étendu des bactéries a Gram
positif a celles a Gram négatif. L’oxytétracycline est un antibiotique bactériostatique
inhibant la protéosynthése bactérienne dont le spectre d'activité s'étend des germes
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Gram positif aux germes Gram négatif. Elle est également active sur les bactéries
anaérobies, les mycoplasmes, les rickettsies, les Chlamydiae et les leptospires. Elle
possédé enfin une activité sur les amibes. (Sako Agaichatou Assagaye DICKO,
2010)

5.21.2 Escherichia Coli
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Figure 5.4: Courbe des résultats des zones d’inhibitions d 'Escherichia Coli

Escherichia coli c’est une bactérie normalement sensible a ’OTC (diamétre
supérieur a 20mm) (Figure 5.4). Cependant, elle devient moyenne sensible a ’OTC
apres les traitements thermiques a 80, 100 et 120°Cde diamétre entre [10 et 15] mm.
Les tests de I’activité antibactérienne de I’OTC aprés I’exposition de ce dernier a (140
et 160°C) ont révélé des moyennes de diamétres des zones d’inhibition évoluent de
maniere inversement proportionnelle aux premiers tests manifestée par des moyennes

de diametre de zones d’inhibition supérieures a 30mm.

Les OTCs empéchent la fixation des aminoacyl-ARN sur le site des ribosomes. Ils
inhibent la synthése des protéines par fixation a la fraction 30S des ribosomes
bactériens et cette action est bactériostatique. En outre elles alterent la membrane

cytoplasmique ; ce qui inhiberait la réplication de ’ADN par perte de nucléotides
(Makan Dioura, 2007).
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5.2.1.3  Klebsiella pneumoniae

A T’inverse de Bacillus subtilis et E.coli, le test de I’activité antibactérienne de
I’OTC140°C et OTC160°C sur Klebsiella pneumoniaese traduit par une résistance
(diamétre inférieur a 20mm).L’antibiotique remonte a la toxine dans OTC
[140,160°C].

La résistance de la bactérie a OTC140 °C est expliquée par leur capacité de
résistance contre la toxine qu’en a obtenir lorsqu’elle et naturellement sensible a la
famille de tétracycline environ 78% (Zineb Belbel, 2014)
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Figure 5.5: Courbe des résultats des zones d’inhibitions Klebsiella pneumoniae
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5.2.1.4  Staphylococcus aureus
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Figure 5. 6 : Courbe des résultats des zones d’inhibitions Staphylococcus aureus

La (Figure 5.6) a présenté un effet antibactérien décroissant de I’OTC 80°C, OTC
100°C et OTC 120°C sur les Staphylococcus aureus qui a présenté une resistance
.Tandis que, I’équation a changé avec ’OTC 140°C et 160°C. le taux de résistance
élevés ont été notés avec certains antibiotiques tels que I’OTC (100 %) (Nafissatou
Dia, 1998)

5.2.15 Streptocoque
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Figure 5.7: Courbe des résultats des zones d’inhibitions Streptocoque

Les Streptocoques sont des bactéries naturellement résistantes au 1’OTC, les
traitements thermiques a 80, 100 et 120°C ne sont rien changés dans cette résistance.
Néanmoins, a partir de 120°C, I'inhibition de cette bactérie est 1égérement affectée et
les Streptocoques deviennent moyennement sensibles.
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Selon (Casfm, 2016) ce germe bactérien est trés résistent au OTC ce que confirme
la premier partie du résultat obtenir en (figure5.7), Le changement de la sensibilité de
Streptocoque de bactérie résistent de cet ATB a sensible de ce dernier ¢a qui
confirmée I’hypothése de changement de molécule d’OTC et I’apparition une
nouvelle molécule toxique ou bioactive selon le changement de la résistance de
bactérie résistante au L’OTC a une bactérie sensible.

5.3 Effets des traitements thermiques sur ’OTC

L’analyse statistique par I'utilisation de corrélation de Pearson entre les traitements
thermiques de ’OTC et I'activité inhibitrice sur les bactéries testées ont montré une
corrélation significative entre I’OTC avant traitement et ’OTC aprés les traitements
aux 80, 100 et 120°C. Néanmoins, aucune corrélation a été observée entre I’activité
antibactérienne marquée apres les traitements thermiques de 'OTC aux 140 et 160°C
et ’OTC avant traitement thermique (Tableau 5.2).

Tableau 5.2 : Corrélation de Pearson entre les traitements thermiques de ’OTC et

I’activité inhibitrice sur les bactéries testées.

oTC OTC080 | OTC100 | OTC120 | OTC140 | OTC160
oTC 1 0,980 0,948 0,891" 0,673 0,460
OTC080 | 0,980 1 0,976 0,944" 0,590 0,320
OTC100 0,948 0,976™ 1 0,977 0,461 0,373
OTC120 0,891 0,944 0,977 1 0,295 0,201
OTC140 0,673 0,590 0,461 0,295 1 0,548
OTC160 0,460 0,320 0,373 0,201 0,548 1

** |_a corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).
* La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).
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Figure 5.8 : Histogramme des résultats d’absorbance de I’OTC aprés le traitement

La (Figure 5.8) a montré les résultats des densites optiques obtenues pour chaque
OTC traité. Nous avons comparé¢ les résultats obtenus avec ’OTC témoin (OTC sans
traitement thermique) Il apparait que I’absorbance a augmenté légérement et la
concentration d’antibiotique diminue aprés exposition a 100°C par rapport a celle
obtenue par OTC témoin. Néanmoins, nous avons observé une absorbance importante
apres I’exposition aux 140°C et 160°C. Ces changements pouvant étre expliqué
probablement par une modification de la structure de la molécule sous I’effet de la
chaleur (Jean Lederer, 1986). Ces résultats nous permettant de déduire que I’effet
des traitements thermiques la molécule de I’OTC engendre 1’apparition des nouveaux
produits toxiques ou bioactives avec un effet antibactérien plus marqué que ’OTC
lui-méme, cela est expliqué aussi par la sensibilité marquée de germes normalement
insensible et confirmé par 1’étude de Kuhne et al. (2001) qui ont trouvé que ’effet
d’un antibiotique peut s’accroitre aprés un traitement thermique, et c’est di a

I’apparition des produits de dégradation qui sont plus toxique que la molécule mére.

L’¢étude de la cinétique et de I’activité inhibitrice de la molécule d’OTC a montré
une diminution croissante de cette activité inhibitrice sous I’effet thermique jusqu’a
une certaine température (120°C) et paradoxalement cet effet inhibiteur reprend au
dela de cette température. Cependant il faut noter que la destruction de la molécule
d’antibiotique dépend de plusieurs facteurs, a savoir : la température, la durée de
chauffage, la nature d’antibiotiques (Jean Lederer, 1986). Ceci dit il semble bien que

la cuisson n’ait pas d’effet direct sur la molécule d’ATB cependant il y a lieu de
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penser que la molécule peut subir des modifications sous I’effet de la cuisson mais
son spectre d’action sur les souches demeure le méme. L’étude de I’effet de la chaleur
sur les résidus d’OTC dans le muscle de poulet de chair a été ¢tudié par plusieurs
auteurs (Ibrahim et Moats (1994), Abou-Raya et al. (2013), mais leurs conclusions
sont souvent éparses et méme contradictoires.
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Cette étude nous a permis d'étre initiés a I'étude des antibiotiques in vitro, ce qui
constitue une base scientifique nous permettant d'initier des travaux sur l'activité
antibactérienne de 1’oxytétracycline, sur certaines bactéries a Gram positive et a Gram
négative. Par ailleurs, 1’étude de la stabilité thermique d’oxytétracycline dans
différentes conditions de traitement et I’effet de la température sur la molécule OTC.

En particulier, le travail réalisé a montré la cinétique de dégradation des antibiotiques
ont été compilées pour évaluer les relations entre la dégradation des antibiotiques et le
temps et la température de traitement et la variation de I’activité antibactérienne de
I’OTC sur certaines bactéries a Gram positive et a Gram négative.

Pour ces tests biologiques, la degradation a été mesurée par la modification de
l'activité antimicrobienne telle que la concentration minimale inhibitrice (MIC) et le
diameétre de la zone d'inhibition avant et apres le traitement.

L’OTC se dégrade a des températures plus a 100 ° C.la cinétique thermique de
OTC était pseudo-premier ordre sous 100 ° C, et de premier ordre a des températures
plus élevées (110-140°C) Cela peut expliquer la sensibilités des souches qui utilise a
été changé au de la température de 120°C grace a la modification de Dactivité
antibactérienne de ’'OTC a cause de la haute température, la stabilité thermique de
dépend de la température et une dégradation plus élevée a été détectée a une
température plus élevée (121 ° C).

L'activité anti - microbienne de ’OTC est considérée comme dépendante de certaines
exigences structurelles et la réduction de l'activité biologique est ainsi attribuée
a des changements structurels a d’importantes positions de carbone. Jusqu'a présent,

les informations concernant la toxicité¢ de la dégradation de ’OTC sont limitées.

Daprés les études disponibles, on peut conclure que, en général, le traitement
thermique conduit a la dégradation des antibiotiques et par conséquent une réduction
de la concentration moléculaire ou de la bioactivité de I’antibiotique traité cette
modification représente une transformation moléculaire de ’OTC a une substance
toxique mais les résultats sont contradictoires sur le devenir de ces molécules. Ceci dit
il serait intéressant de compléter 1’étude par une cinétique de la température corrélée a
’action d’inhibition de ces antibiotiques et pour cela nous obligé de travaillé sur le
devenir de la molécule aprés son exposition a la cinétique de température, et de faire
identifi¢ cette molécule toxique par la technique de spectrométrie d’absorbance
atomique.
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