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Dans une publication precedente’ nous avons d6crit une methode d’identi- 
fication, par chromatographie en couche mince, des antibiotiques dans les aliments 
pour animaux. Ce pro&d&, rapide et simple, posskde cependant certaines limites: 
il se p&e diffkilement i un dosage quantitatif des substances detectees et son champ 
d’application ne couvre pas la totalite des antibiotiques incorpores aux aliments. 

Lightbown et De Rossi’ ont mis en 6vidence les possibilit& apportees par 
l’blectrophor&se sur g&lose pour l’identification et le dosage, dans le sang et le lait, 
des antibiotiques utilises en therapeutique humaine. Une application limitee en 
a 6t.d faite dans le domaine de l’alimentation animale par Dubost et Pasca13, qui 
ont decrit une methode de dosage de la spiramycine. 

A partir des r&sultats expos6s par ces chercheurs, nous avons tent& d’adapter 
cette technique & la detection et h. l’identification des antibiotiques dans les aliments 
des animaux et recherche les conditions optimum de separation 6lectrophoretique 
et de revelation microbiologique pour leur dosage quantitatif. 

La methode proposee permet d’identifier quatorze antibiotiques aux doses 
recommand6es pour leur efficacite zootechnique. 

MBTHODE 

Mat&iel 
Tous 

pho&se est 
les produits sont de qualitd “pour analyse”; la gelose pour Glectro- 
Noble Difco No. 0142-01. 

Les solvants d’extraction sont: (I) (Solution aqueuse de phosphate mono- 
potassique 3.84 mM, phosphate bipotassique 0.096 M et carbonate monosodique 
0.238 M) pH 8-m@thanol(l : 1); (II) (solution aqueuse de phosphate monopotassique 
58.8 mM, phosphate bipotassique 11.5 mM) pH 6-m&thanol (1 :l); (III) eau- 
methanol-acetone-acide chlorhydrique d 1.19 (13: 13: 13: 1). 

Les 6lectrolytes sont: (A) Tris(hydroxym&hyl)aminom&hane 0.075 M, acide 
malbique 0.075 u et hydroxyde de sodium 0.023 M; (B) 
sodium 0.10 A4 et acide diethylbarbiturique 0.02 M. 

Les germes et milieux de culture (g/l) utilis6s sont: 

l Nouvelle adrcssc: Laboratoire do Technologie des Alimcnts 
78350 Jouy-en-Jo%&, France. 

dikthylbarbiturate de 

Sarcina lutea ATCC 

des Animaux C.N.R.Z., 
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9341 -peptone 5, extrait de viande 1.5, extrait de levure 1.5, chlorure de sodium 
3.5, g6lose 10; pH 9 apt& stkilisation. Bacillus subtilis ATCC 6633 -peptone 5, 
extrait de viancle 3, g,dlose 10; pH 7.5 aprQs stdrilisation. MicrococcusJfavus ATCC 
10240-tryptone 10, extrait de viande 1.5, extrait de levure 3, glucose 1, g&lose 
10; pH 8.4 aprQs stkilisation. Bacillus cereus ATCC 11778 -tryptone 10, extrait 
de viande 1.5. extrait de levure 3, glucose 1, g&lose 10; pH 6.6 apr&s stdrilisation, 
puis addition de 10 ml d’une solution dthanolique de bleu de m&hylbne Zt 0.5%. 

Pour obtenirles solutions @talons de rkference dans Ies solvants I, II et III,-trois 
mdlanges sont @par& et design& respectivement par (l), (2) et (3); ils contiennent 
chacun en pg/ml: bacitracine 10, chlort&racycline 1, cSrythromycine 1, flavomycine 
0.25, framycetine 4, nComycine 4, olkandomycine 1, ptkicilline 1, spiramycine 1, 
streptomycine 4, tylosine 2, virginiamycine 2. 

Appareil 
Appareil pour CIectrophorBse sous haut voltage (environ 1000 V) avec plateau 

refroidi. Plaque de verre de 50 x 30 cm. 

SPparatio,t et ide@cafion 
Pr&aration des exfraits. Trois prises d’essai sont pr&ev@es: (a) 3 g, destinCe 

A la recherche de la flavomycine et des macrolides (&ythromycine-olkmdomycine- 
spiramycine-tylosine), (b) 3 g, destinee B la recherche de la ptnicilline, de la 
virginiamycine et du groupe framycetine-neomycine, (c) 5 g, destinee % la recherche 
de la bacitracine, des tdtracyclines et de la streptomycine. A ces prises d’essai 
sont ajoutbs respectivement 10 ml de solvant I (a), 10 ml de solvant II (b) ou 10 ml 
de solvant III (c). L’extraction est effectuee dans un homogkdiseur k haute vitesse. 
La phase liquide est &pa&e par centrifugation, et le surnageant (c) est amen@ & 
pH 6.0. 

PrGpar*ation de la plaque d’&ctrophor&se. Un mdlange extemporane St 80” 
est constituti & parties 6gales d’une solution aqueuse 9 1% de gelose autoclavee 
20 min k 120” et dWectrolyte A ou B. II est versd uniformdment sur la plaque en 
verre en couche de 1.4 mm d’kpaisseur. 

Aprbs refroidissement, des cavites espacdes de 4 i 5 cm sont dkoupdes $ 
l’emporte-pike ZI environ 8 cm de la cathode pour la penicilline et la flavomycine 
ou & 8 cm de l’anode pour les autres antibiotiques. 50 ~1 des extraits (a), (b), (c)et 
des solutions etaIon de reference (I), (2), (S), y sont r8partis. Apres un temps suffisant 
(IS-30 min), les cavitds sont complMes & l’aide de gdlose tampon&e fondue de 
mQme composition que celle ayant servi & preparer la plaque. 

l%ctr*ophorbe. Les cuves d’dlectrophor&se sont remplies des 6lectrolytes A ou B 
dilu& de moitid. Leurs pH respectifs sont de 5.6 et 8.6. Une tension d’environ 1000 V 
est appliquCe aux Electrodes durant 2 h sous une intensitd de 250 mA. 

RhwVatiorl microbiologique. La plaque est retike de la cuve, entourCe d’un 
cadre et 1utCe interieurement, puis 300 ml de l’un des quatre milieux ensemen& 
zi 48” avec le germe correspondant sont repandus & sa surface. Apr&s refroidissement, 
les plaques sont placks une nuit & l’btuve $I 30 O, 

Les zones d’inhibition apparaissent en bleu sur fond bleu pale pour Bacillus 
cereus; en prCsence de Sarcina lutea, letir mise en evidence est facilitee par pulv&i- 



NOTES 307 

sation sur la plaque d&s la sortie de l’dtuve d’une solution de 2,3,5-triphCnylt&ra- 
zolium-glucose, qui coiore le fond en rouge. 

INTERPRtiTATION ET DISCUSSION 

Nous avons determine, dans nos conditions operatoires, ie sens et les distances 
de migration des divers antibiotiques en fonction de I’Giectrolyte (Tableau I), ainsi 
que l’importance relative de leur action sur ies germes retenus et la forme de la 
zone d’inhibition formee (Fig. 1 et 2). 

A partir de ces criteres et des differences de solubilitd dans les trois solvants 
decrits, ii estpossible d’identifier quatorze antibiotiques, aux concentrations suivantes: 
bacitracine: 6 & 8 ppm; Brythromycine, framycbtine, neomycine, oleandomycinc, 
peniciiline, spiramycine, streptomycine, tetracycline, chlortbtracyciine, oxytdtra- 
cycline, tyiosine et virginiamycine: 2 a 3 ppm; flavomycine: 0.5 ppm. La concen- 
tration de i’cxtrait par evaporation sous vide & basse temperature ou ie depot d’un 
plus grand volume sont susceptibles d’accroitre la sensibilite de la methode. 

La mdthode proposee a cependant certaines iimites: (i) En presence d’drythro- 
mycine ou d’oleandomycine la spiramycine ne peut Qtre &pa&e que par une Biectro- 
phorese de 3 h. (ii) L’krythromycine et i’oleandomycine d’une part. la neomycine 
et la framycetine d’autre part, montrent un comportement analogue ii l’diectrophorbse, 
il en va de mQme pour les tetracyclines que l’on sait identifier par chromatographie 
de partage sur papier. 

Enfin, i’examen des Figs. I et 2 montre que les crit&es necessaires i un dosage 

TABLEAU 1 

DISTANCES DE MIGRATION DES ANTIBIOTLQUES EN FONCTION DE L’GLECTRO- 
LYTE 

Aatibio?ique Scr1s de Distatrce de migration (cm) 
migration 

L%cfro~yts A ~?%cfr*oly?c B 
Wf 5.6) (p/f 5.6) 

Streptomycinc 
&ythromycinc 
Olbandomycine 
Spiramycinc 
Tylosinc 
Bacitracine 
ChIortOtracycline 
Oxytbtracycline 
Tbtracyclinc 
Virginiamycinc 
FramycQtinc 
Ndomycine 

Flavomycinc 
Pdnicillinc 

Cathode - 
20 
20 
20 
18 
14 
13 

:3 
9 

Anode 

29 
17 
I7 
17 
9 

13 

13 
7 & 20 zones trds 

1 7 & 20 allong6es 

G 
10 



(a) 

(b) 

Fig. 1. Zones d’inhibition avec (a) Electrolyte A @I3 5.6) et (b) dlectrolyte B (pi-i 8.6) aprOs 2 h 
de migration vers la cathode. I-Solvant I, II=soIvant II, III=solvant III. B=Bacitracine, 
E=-Qythromycine, Fr = framyc&inc, N= nkomycine, 0= okmdomycinc, Sp- spiramycine, St = 
streptomycine, Te- tQtracyclines, Ty = tylosine, V= virginiamycine. 



Fig. 2. Zones d’inhibition avec (a) dlectrolytc A (pW 5.6) ct (b) Blcctrolyte I3 (pN 8.6) apr&s 2 h 
de migration vers l’anodc. I = Solvant I, II = solvant II, III = solvant III. Fl= Flavomycine, P= 
p0nicilline. 
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quztntitatif (&par&ion nette d’avec les autres substances, zones d’inhibition gmndes 
et bien ddlimitdcs, sensibilit& sufTisantes) sont rkunies pour certains des antibio- 
tiques dtudi6s: tylosine, virginiamycine, streptomycine, bacitracine, spiramycine, 
pCnicilline et flavomycine. 
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