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CNROM. 6206 <I 

MBthode de dosage de la chlorWracycline et de I’oxytQtkacycline en mBlange 
dans un lait rQengraiss6 

Tel qu’il cst d&it dans le recueil des m&hocks d’analyse de 1’Association OF 
Official Agricultural Chemist9 ou clans les m&hodes de la CommunautE! lkonomique 
Europdenne 2, le dosage de faibles concentrations de Gtracyclines, par diffusion clans 
un milieu &lose ensemen& avec Baci&s c$Yeus, est attrayant par sa simplicitb 
d’ex&ution, Mais il se r&&le incapable de mesurer, dans un melange de t&racyclines, 
l’activit8 propre & chacun de ces antibiotiques par suite du manque de s&lectivite des 
solvants d’extraction proposk et de la. sensibilite du germe ,?. tous les antibiotiques de 
ce groupe. 

Or, les trois substances principales qui le constituent, oxyt&racycline (OTC), 
chlortktracycline (CTC) et t&racycline (TC), peuvent se retrouver assocides dans un 
aliment pour animaux. Leur efficacitd biologique pouvant &re tr&s variable, selon 
l’espke animale consid&cSe et son &at physiologique, il est indispensable de disposer 
de m&hodes non seulement de d&e&ion mais encore de dosage spkifiques. 

Dans ce domaine, la chromatographie de partage sur papier a suscitb l’int&& 
de plusieurs chcrcheurs, En 1957, SELZER ET WRIGRT~, &udiant des produits pour 
l’alimentation animale contenant un mhlange de 1,000 ZI. IZ,OOO p.p.m. de t&ra- 
cyclines, ant: s&pa& par cette technique la CTC de 1’OTC. Les zones d’activite, 
localis&s en lumi&re UV, ont 8t& d&coup&es et, aprEs Ablution, l’antibiotique dosd par 
la m&ho& de GROVE ET RANDALL~. BLAICELY et tzLG, en 1969, ont recherch8 et 
identifid par chromatographie les t&racyclines Bventuellement prCsentes clans le 
Poisson conserv6 et ont proc&d&, lorsqu’ils n’en mettaient qu’une seule en evidence, Z’L 
son dosage par la m&hocle de KRAMER e1 al.“. 

Nous avons, dans notre &ude, cherchd B assurer non seulement la sdparation, 
mais encore le dosage de la CTC et de 1’OTC aux concentrations oz1 elles sont habituelle- 
ment p&se&es dans les aliments des animaux (10-160 p.p.m.). 

$tacde c~a’titpe de la wakthode 
Les Gtracyclines sont extraites par un melange m&hanol-a&one-acide chlor- 

hyclrique (49 :4g:2). L’extrait est: d&pos& sir papier Schleicher St Schtill 2o4ob pr& 
alablement humidifi& par de l’ac&one-tampon McIlvaine pH 4.6 (30 :70) (BLAKELY 
et a&b). Apr&s migration du solvant sur 20 cm, les antibiotiques sont rBv&?s par bio- 
autographie sur g&losegnsemenct5e de Bacillzcs cerezm ATCC 11778, selon un principe 
nnalogue h, celui ddcrit par MARTEN 7. La d&termination quantitative est effect&e par 
comparaison de la surface de la zone d’inhibition ou de sa racine car&e B une courbe 
&talon. 

Les caract&istiques partj.culi&res de la m&hode sont les suivantes: kc :‘i, 

(I) Chromatographie ascendante -Elle a l’avantage sur la chromatographie ~+; 
descendante cit&e par BIRD ET PUCEI* ainsi que par HICKEY ET PWILLIPS~ d’8viter des 
traPn&es lors de la migration. 

(2) Humidification du papier par le mdlange a&one-tampon pH L~..~-SELZER 
ET WRIGNT~ emploient un tampon pH 3.5. Cependant, BLAI<ELY et al.” ayant remarqu8, 
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chn~ ce cas, la formation de zones d’inbibition non specifiques, nous avons adopt& le 
tampon pH 4.6 que ces auteurs proposent. 

(3) Composition de l’eluant -Plusieurs Bluants ont 6te pr&onis& pour la 
separation chromatographique des tetracyclines (BLAKELY et aZ.6, MARTEN’) mais la 
composition clue nous avons retenue (nicrom&hane-chloroforme-a-picoline, 20 :I0 : 3) 
donne, aprbs bioautographie, des taches a contours plus nets favorables A. un dosage 
precis. 

(4) Utilisation du bleu de m&hylene- L’addition de ce colorant au milieu de 
culture non seulcment accentue, par contraste, la mise en evidence des zones d’inhibi- 
tion mais encore les revele sur le papier et facilite leur delimitation sur le chromato- 
gramme lui-meme, leur mesure et leur conservation ulterieures. 

(5) Mesure des zones d’inhibition par planimetrie-Nos essais ont montre que, 
suivant la quantitd d’antibiotique deposee et la sensibilite du germe test, le logaritbme 
de la concentration est relic lineairement soit A la surface de la zone d’inhibition soit & 
sa racine car&e. 

Afijdication et re’szcltnts 
Cette technique a 4th appliquc5e A, la determination du taux de recouvrement de 

la CTC et de 1’OTC : 

(I) Dans une solution contenant un melange de ces deux substances-La Fig. I 
montre que, dans cc cas, la separation des deux antibiotiques est satisfaisante (RP 
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Fig, I. SBparation dos t&racyclines pures. (I) 0.0075 pg dcCTC; (2) 0.0075 ,ug do CTC + 0.0~0 ,t~g 
de TC + 0,015 /~g do OTC; (3) 0.0~0 pg de TC; (4) 0.015 pg de OTC, 
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voisins de 0.70 pour la CTC et 0.20 pour I’OTC) et que, de plus, aucune des deux 
Mracyclines n’interfhre clans le taux de recouvrement de l’autre ; ces ta,ux sont respec- 
tivement de 106% pour 0.75 lug/ml de CTC ‘et 102% pour 1.5 lug/ml d’OTC. 

(2) AjoutBes en solution & un lait r8engraiss6 par 35% de suif (constituant 
principal des aliments pour veaux) soit isolement, soit en melange-Les teneurs 
choisies Btaient de 80 p,p.m. pour la CTC et de 160 p.p,m. pour I’OTC. 

L’examen des don&es analytiques permet les conclusions suivantcs: (a) dans 
le cas d’un seul antibiotique, le dosage r&alise par la methode proposee donne des 
pourcentages de recouvrement cornparables a ceux obtenus par les techniques micro- 
biologiques classiques, soit ILG% pour la CTC et 96% pour I’OTC ; (b) le dosage quan- 
titatif d’un melange de CTC et d’OTC (Tableau I) peut &re r&al&c! avec autant de 
prdcision que dans le cas de solutions pures, le lait n’ayant par lui-m&me aucune action 
interfkente. 

De la m&me faGon il serait possible de proceder au dosage de la TC qui pourrait 
se trouver associee aux deux antibiotiques pr8ccSdents; dans les conditions d’analyse 
retenues la separation des trois t&racyclines est, en effet, t&s nette (Pig, I). 

TABLEAU1 

RRCOUVREBSENTDE 
TIhES EN MtiLANGE 

c~~L~RT&~RAc~cLINE (80p.p.m.) ET D'OXYT~~TRAC~CLINE (IGO p.p.m.) AJou- 
h UN LAX RfiENGRAISSti A 35yo DC SUIF 

Essai 
-- 

CkEortt2racyGlinc OxyG.!tracycline 
- 

QuanlitO tvow~t% Rscouvrcmcnt QzrnnfitE trouvde Rccouvventont 
(PeP.W (%) (P.P.?n.) (%J 

I 81 

x 
74 
92 

54 
89 

Moyonne :; 

E.V. % s7 

101 146 91 
93 I77 III 

115 171 107 
III 183 1x4 
103 172 107 
105 170 IOG 

14 
8 

Conch&on 
La m&.hode que nous avons d&rite trouve une application concr&te dans le 

dosage des aliments d’allaitement pour veaux; la CTC et 1’OTC y sont en effet 
souvent assocides dans des proportions voisines de celles citCes dans cette note. 

Ce mdlange d’antibiotiques peut egalement &re pr&ent a des doses plus faibles 
(10 & 20 p.p.m.) dans des formules tr&s differentes et destinees & d’autres esp&ces 
animales. 11 sera alors vraisemblablement necessaire de modifier certains d&ails du 
mode opdratoire pour rester dans les limites des concentrations dela pr&ente rn&hode. 

Nous remercions T&R&SE MERA pour sa collaboration technique. 
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