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L’addition des antibiotiques aux aliments des animaux pose h. I’analyste de 
nombreux probl&mes: s’il est relativement facile de mettre en dvidence une action 
antimicrobienne, il est beaucoup plus compliqud d’en connaitre l’origine. En effet, 
outre le fait que plusieurs antibiotiques peuvent dtre presents en mQme temps dans un 
mQme aliment, d’autres substances naturelles ou ajoutdes (sulfamides, anticoccidiens 
etc!.) peuvent Gtre responsables de l’activitb antimicrobienne observde. 

I1 est done necessaire de pouvoir identifier ces substances avant de procdder Zt 
leur dosage par des methodes microbiologiques t&s sensibles, mais peu sp&ifiques, 
qui seules peuvent Qtre mises en oeuvre en raison des faibles teneurs presentes dans 
les aliments des animaux. 

La chromatographie en couche mince a 8tG d&rite dans de nombreuses etudes 
portant sur la classification des antibiotiques en plusieurs groupes (Aszalos et al,l, 
Ikekawa et al.‘) ou sur la separation de substances d’un mQme groupe: t&racyclines 
(Sonanini et Anker3), drythromycines (Anderson4), antibiotiques glycosidiques (Boro- 
wiecka’, Ito et al.“) mais, dans tous les cas, les travaux portent sur des tSchantillons & 
teneur Olevde en antibiotique. 

En raison’de l’int&+t qu’il pr&ente (rapidit&, simplicitd, facilit6 d’implantation 
dans un laboratoire) c’est ce pro&de ‘que nous avons retenu, mais la m&ode que 
nous proposons s’applique par contre aux t&s faibles concentrations rencontrdes en 
alimentation animale: 2-20 ppm; elle permet, apr&s r&elation bioautographique, 
d’identifier 10 des antibiotiques les plus couramment utili&: Gtracycline, chlort&ra- 
cycline, oxyt&racycline, bacitracine, &rythromycine, ol&andomycine, spiramycine, 
tylosine, virginiamycine, pdnicilline. 

MeTWODE 

Tous les r&a&ifs sont purs pour analyse: methanol, acetone, chloroforme db- 
barras& de I’bthanol par passage sur une colonne d’alumine Merck 1097, ac&onitrile, 
hexane, Bthanol. . 

Tampons: phosphate-bicarbonate pH 8 (phosphate dipotassique (16.73 g)- 
phosphate monopotassique (0.523 g)-carbonate monosodique (20 g)-eau (q.s.p. 1000 



301 NOTES 

ml)); phosphate pH 
(27.85 g)-eau (q.s.p, 

6.5 (phosphate dipotassique (22.15 g)-phosphate monopotassique 
, 1000 ml)); acide citrique-phosphate pH 3.7 (acide citrique 0.1 M 

(66 ml)-phosphate disodique 0.2 N (34 ml)). 
Solution d’impregnation: melange tampon pW 3.7-glycerol (19: 1). 
Solvants d’extraction : m&hanol-acide chlorhydrique N (9: 1); methanol- 

tampon phosphate bicarbonate pH 8 (I : 1) 
Solvants de migration : (A) chloroform+acetone-solution d’impregnation 

(5: 5: 2); (B) ethanol-eau-ammoniaque (8: 1: 1); CC) chl,oroforme-methanol (9: 1); 
(D) methanol-acetone (3:2). 

Reactifs colorants: solution ethanolique i 0.5% de bleu de mdthylene; solution 
Zt 10% de chlorure de triphenylt&razolium et E% 10% de glucose (solution de CTT). 

Deux sortes de plaques (200 x 200 x 0.5 mm) sont utilisees: plaque de silica gel 
G (Merck) activde 1 h a 110” avant emploi ; plaque dc terre siliceuse G (Merck) ayante 
subi un traitement prealable: ces plaques sont plong8es dans une cuve a chromato- 
graphie contenant 100 ml de solution d’impregnation et sdchdes a l’air libre pendant 
45 min avant emploi. 

Samina lutea ATCC 9341; Bacillus CCI*CUS ATCC 11778; Micrococcus fiavus 
A-I-CC 10240. 

La compostition des milieux de culture, leur pH, les reactifs colorants ajoutes 
pour faciliter la revelation des taches et les conditions d’incubation sont indiques au 
Tableau I. 11 faut signaler que, pour compenser I’acidite relative des plaques, ces pH 
sont plus alcalins que ceux generalement utilises pour ces germes. Les deux reactifs 

TABLEAU I 

CONDITIONS DE RgVeLATlON MICROBlOLOGIQUE DES PLAQUES 

Mifieu de culture Gernre 

Sarcitra lurea 
ATCC 9341 

Micrococcus flaws Bacillus cereus 
ATCC I0240 ATCC II 77% 

Pcptonc 
Tryptone 
Extrait de bocuf 
Extrait de levure 
Chlorure de sodium 
Glucose 
GBlose 
Eau 

PI-l 

Incubation 

Rclactif colorant 

5.0 g 6,O g 6.0 g 
4.0 

1.5 g 1.5 g 1.5 g 
1.5 g 3.0 g 3.0 g 
3.5 g 

1.0 g 
10.0 g 10.0 g 10.0 g 
1000 ml 1000 ml 1000 ml 

8.3 8.5 8.7 

20 h h. 30” 16 h & 37O 16 h h. 30° 

solution dc CT’I’ solution de bleu 
de m&hyl&ne 
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colorants sont employ& diff&remment: la solution de bleu de mdthyl6ne est ajoutbe au 
bouillon gdlosd avant ensemencement k raison de 0.7% et celle de CTT est vaporisde 
sur les plaques i la fin du temps d’incubation dbs la sortie de l’btuvc. Dans le premier 
cas les taches antibiotiques apparaissent en bleu fence sur fond bleu pile et dans le 
second en blanc sur fond rouge. 

TECHNIQUE DE DOSAGE 

PrGparatiort &s extraits 
Extractiort c(e.9 tktracyciims et cle la bacitracim. Une pr6extraction est nCcessaire 

pour dviter la trop grande concentration de substances genantes. 
Dans un pot & centrifuger, 20 g d’aliment sont agit& avec 100 ml d’hexane puis 

100 ml d’acetonitrile cllaud (50”), Les surnageants sont rejetds, l’aliment est sdche sous 
vide, puis agite avec 100 ml du melange m&hanol-acide chlorhydrique pendant 30, 
min. AprQs centrifugation (10min & 4000~9, 5 ml de surnageant sont mis de cdte 
(extrait A). 

Le reste du surnageant est BvaporC sous vide, repris par 5 ml de tampon phos- 
phate pH 6.5, amen& ZI pH 6.5 par NaOH 10 Net compl$t& ti 10 ml par du methanol. 
Cette solution est agitde avec 50 ml de chloroforme et utilisCe telle que apr& rejet de 
la solution chloroformique (es-trait 13). 

Extraction &srmzcro/ides. 20 g d’aliment sont agitds pendant 30 min avec 100 ml 
du melange mCthanol-tampon phosphate bicarbonate pH 8. Apres centrifugation 
(10 min ii 4OOOg), 5 ml de surnageant sont mis de c&k (extrait C). 

Le reste du surnageant est agitC avec un dgal volume de chloroforme. La solution 
chloroformique est concentree sous vide et le rksidu est repris par 5 ml de chloroforme 
(extrait 0). 

Chaque extrait est chromatographid suivant le schema indique au Tableau II. 
Sur chaque plaque est dbposee, en ref&ence, ti c&e de I’extrait, la (les) solution(s) de 

TABLEAU 11 

CONDITIONS DE CHROMATOGRAPHIE DES EXTRAITS 

NO. Extrait QrrarrCtP Adsorbarrt Solvarrt de Germ de Anlibiotiqrres 
p faqrre dGpos& (/I/) tnigraliorr dhcliotl ruis en Pvidcrrce 

1 A 

2 J3 

3 C 

50 tcrre siliccuse 
G imprt!gnh 

250 silica gel G 
(cn bnnde) 
10 silica gel G 

4 D 20 

5 D 20 

6 D 20 

silica gel G 

silica gel G 

terrc siliceusc 
G impr&mtre 

solvant A 13. ccrcus Ies tktracyclines 

solvant B M. /‘laws bncitracine 

solvant C S. h&a pdnicilline, 
tylosine, 
virginiamycine 

solvant D S. Iirlea krythromycine, 
ohndomycine 

solvant D hf. flavrcs drythromycinc, 
okandomycine 

solvant A hf. flaws spiramycine 
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l’antibiotique pur recherch~. A la sortie des cuves g chromatographie, les plaques sont 
sichtks, placees sur d’autres plaques en verre plus grandes, et entourkes d’un cadre en 
matiQre plastique. AprQs lutation du moule ainsi form&, 100 ml de bouillon gdlose 
ensemen& sont repandus sur la plaque prealablement amen&e g la tempdrature du 
milieu de culture (50”) par un sejour de 15 min dans une btuve. AprGs refroidissement, 
les cultures sont mises ZI incuber g 30” ou 37” selon le germe choisi. 

La lecture commence par les plaques 4 et 5. Tous les antibiotiques cites sauf les 
t6tracyclines apparaissent mais seul peut Qtre identifie avec certitude le groupe drythro- 
mycine-oldandomycine. La pr6sence des autres antibiotiques est confirmke par la 
lecture des plaques 2, 3 et 6. Les tetracyclines sont mises en 6vidence & la seule lecture 
de la plaque I. 

hterpr&ation des clrrloa7atogrm??rnes 
Les chromatogrammes sont interpr&.&s en s’aidant des Tableaux II et III. I1 faut 

toutefois avoir present & l’esprit que les RI: n’ont qy’une valeur indicative et que c’est 
surtout la comparaison avec la solution dtalon qui permet I’identification d’un anti- 
biotique. 

TABLEAU III 

RI” DES ANTIBIOTIQUES DANS LES DlFFeRENTS SOLVANTS 

Arrtibiotirlrrc RF 

Chlort6tracyclinc 
Oxyt&racycline 
T&t racycl i ne 
Bacitracinc 
Erythromycine 
Okandomycine 
Spiramycinc 
Tylosine 
Virginiamycinc 
PBnicillinc 

Solvarrf D Solvarrr C 

0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
0.30 0.15 
0,35 . 0.17 
0.50 0.29 et 0.39 
0.85 0.39 
0.90 0.62 
0,90 0 

Solvant B Solvaru A 

invisi blc 0.55 
invisible 0.18 
invisible 0.28 
0.75 0 
0.93 0.35 
0.93 0.30 
0.99 0 
1.0 0.75 
0.95 1.0 
invisi blc 1,o 

DISCUSSION 

Cette m&hode a 6t& testee sur des alinients contenant plusieurs antibiotiques 
inconnus de I’expGrimentateur. 

A la concentration de 10 ppm, les antibiotiques ont 6tG r6guliGrement mis en 
Evidence quels que soient les melanges rencontr&s. A 5 ppm, il en est de mdme sauf 
pour la bacitracine qui n’est pas toujours identifiee. Par contre, l’ol&andomycine a pu 
Qtre detectee facilement jusqu’& 2 ppm. Cependant, les R, de 1’9rythromycine et de 
I’olCandomycine dtant t&s voisins, il est seulement possible de conclure & la presence 
de l’un ou de l’autre sans prkiser davantage. Une 6tude est actuellement en tours pour 
les &parer. 

. . Les melanges dtudi& kontenaient quelquefois des antibiotiques glycosidiques ou 
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de I’kygromycine. 11s n’interf6rent pas dans cette methode, &ant insolubles dans nos 
conditions d’extraction et, a faibles doses, sans activite sur les germes cboisis. 

Par contre les anticoccidiens peuvent Qtre solubles dans ces solvants. C’est pour- 
quoi une dtude systematique de leur comportement a et6 entreprise en surcbargeant 
les aliments, aux doses actuellement autorisees en France, par des solutions pures: 
amprolium, buquinolate, carbadox, chlorhydroxyquinoleine, clopidol, dkoquinate, 
dim&ridazole,dinitro-o-toluamide, ethopabate, furoxone,mBthylbenzoquate, nifursol, 
nitrofurazone, payzone, ronidazol. 

Parmi tous ces additifs, seul le payzone interfere au niveau de la chlortetra- 
cycline; on verifie sa presence par la m&bode de Bories’ et celle de la chlortetracycline 
par chromatographie de partage sur papier. 
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