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INTRODUCTION

La demande de plus en plus croissante des populations en protéines animales au
Sénégal s'est traduite par le développement de stratégies sectorielles
d'intensification des productions animales. Ainsi, il s'est développé depuis
quelques années autour des grands centres urbains du pays en particulier la zone
périurbaine de Dakar, des élevages laitiers exploitant les races exotiques
importées [22]. Ces animaux peu adaptés aux conditions climatiques tropicales
sont généralement soumis a des contraintes pathologiques les empéchant

d'extérioriser toutes leurs potentialités.

Pour protéger les vaches laitieres des maladies, I'utilisation des médicaments
vétérinaires a titre curatif et parfois préventif est une regle [29]. L'utilisation
abusive et mal contrlée de ces produits par un personnel le plus souvent non
qualifié, conduit a la présence de leurs résidus dans les denrées animales, le lait
en particulier [36, 37]. Or les risques hygiéniques et sanitaires générés par ces

résidus sont largement décrits [1, 34, 37, 38].

Au Sénégal, malgré le manque >de moyéns institutionnels et techniques de
surveillance et de contrdle des résidus, des études ont ét€¢ menées sur les produits
aviaires de la zone des Niayes et sur les viandes commercialisées a Dakar. Ces
études ont révélé des résidus d'inhibiteurs [9], de nitrofuranes, de

chloramphénicol et des tétracyclines [21, 40].

La recherche de ces résidus nécessitant des investissements lourds onéreux [17],
nous nous sommes propos€ de contribuer a la mise au.point des méthodes
simples de détection applicables avec peu de moyens dans les pays africains au
Sud du Sahara. L'objectif spécifique de ce travail est de transférer des méthodes
simples de détection des résidus d'oxytétracycline et de sulfamides et de les

adapter au lait.



Le résultat attendu est l'effectivité de méthodes de détection des résidus
d'oxytétracycline ‘et de sulfamides applicables avec peu de moyens et

vulgarisables sur le terrain.
Ce travail comprend deux parties :

v' la premiére partie est une synthése bibliographique qui traite de la production

laitiere au Sénégal et des problémes de résidus des médicaments vétérinaires.

v la deuxiéme partie présente le transfert, I'adaptation et la validation de
méthodes simples de détection des résidus d'oxytétracycline et de sulfamides
dans le lait au laboratoire de contréle des médicaments vétérinaires de I'Ecole

Inter-Etats des Sciences et Médecine Vétérinaires (EISMV) de Dakar.

X



1°" Partie
La production laiticre au Sénégal et les
problémes de résidus de médicaments
vetérinaires

Seront abordés successivement dans cette partie :

v' la production laitiére au Sénégal en mettant un accent particulier sur la
demande et la production locales, les contraintes pathologiques et I'utilisation

des médicaments vétérinaires ; .

v les problémes liés aux résidus de médicaments vétérinaires ;

v" les méthodes de recherche des résidus de médicaments vétérinaires dans le

lait.
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Chapitre I : La production laitiére au Sénégal

1. Demande en lait et la production locale

La population de I'Afrique au Sud du Sahara passera de 800 millions a 1,3
milliards d’habit;':lnts en 2025 et 19 millions de tonnes de viande, 43 millions de
tonnes de lait seront nécessaires pour nourrire cette population [45]. La majorité
de cette population se concentre dans les centres urbains et périurbains avec
comme conséquence un accroissement de la demande en protéines animales

dont le lait [35].

Au Sénégal, la demande estimée en lait est passée de 283 800 tonnes
d'équivalent litre de lait (EqL) en 1983 a 396 500 tonnes EqL en 1993 soit un
taux de croissance annuelle moyen de 3,4% sur une période de 10 ans [7]. Or, la
production nationale de lait estimée a 118 millions de litres en 2002 [26], est de
trés loin insuffisante pouf couvrir la demande intérieure [47]. Pour combler ce
déficit, le Sénégal a recours aux importations, notamment le lait en poudre en
provenance de ['Union Européenne, ce qui représente en devise environ 30
milliards de F CFA en 1995 [16]. Quarante (40) a 60 % des produits laitiers
importés sont cori?bmmés par les populations urbaines [24]. Par >ei’illeurs, depuis
quelques années, des élevages laitiers exploitant les races exotiques importées se

développent autour des grandes villes notamment & Dakar.

L'élevage de ces animaux peu adaptés aux conditions tropicales est soumis a des

contraintes pathologiques.

2. Contraintes pathologiques

Au Sénégal, des efforts ont été faits dans la maitrise des grandes épizooties
comme la peste bovine et la- péripneumonie contagieuse bovine grace
notamment a la mise en ceuvre des campagnes annuelles de vaccination.

Néanmoins, les maladies animales comme la fiévre aphteuse, la dermatose



X

nodulaire contagieuse bovine, la clavelée, la peste des petits ruminants, la
pasteurellose bovine, le botulisme, les charbons bactéridien et symptomatique,
les parasitoses sanguines et gastro-intestinales sont encore fréquentes chez les
ruminants [40, 44]. Dans les systémes intensifs d'élevage exploitant les races
hautes productrices laitieres (Holstein, Jerseyaise, Monbéliarde), les problémes
sanitaires sont dominés par les pathologies de la reproduction, les mammites et

les: affections néonatales. En effet, en 1989 les mammites ont touché 23% des

femelles en lactation [19] et 33% en 2001 [18].

L'utilisation des médicaments vétérinaires et les vaccinations constituent les

principaux moyens de lutte contre ces pathologies.

3. Utilisation des médicaments vétérinaires

Les médicéments vétérinaires sont utilisés comme remede thérapeutique pour
traiter les animaux atteints de maladies. Au Sénégal, I'importance de 1'utilisation
des médicaments vétérinaires est a l'image du marché de ces produits. En effet,
les anti-infectieux pour les ruminants représentent 25 % des parts de marché des
médicaments vétérinaires de 1994 a 1999 contre 43,2% pour les antiparasitaires
[6]. Les travaux de BA [6] et du Mi'\éistére de I'Elevage, Service de la
Coopération Culturelle et de 1'Institut Pasteur de Dakar [40] montrent que
l'oxyfétracycline, les Pénicillines, la Streptomycine\ et les Sulfamides sont les
molécules d'anti-infectieux les plus utilisées chez les ruminants au Sénégal.
Selon KIRKPATRICK [32] aussi, l'oxytétracycline est le médicament
vétérinaire le plus employé chez de nombreux animaux notamment chez les

vaches en lactation ou taries.

Pour le cas spécifique des élevages laitiers périurbains de Dakar, aucune étude a
notre connaissance ne fait I'état des lieux sur les molécules utilisées mais une

enquéte personnelle ponctuelle révele l'utilisation de diverses formulations



méme en cours de lactation et sans respect parfois des délais d'attentes (tableau

D).

i

Tableau n° I : Principales molécules des médicaments vétérinaires utilisées en

€levage laitier périurbain de Dakar

Catégories d'animaux ‘Molécules utilisées Familles
Ampicillines
Amoxicilline
Vaches en lactation* | Cloxacilline Pénicillines
Génisses Dicloxacilline
Vaches taries Procaine pénicilline
Vaches en gestation | Pénicilline G
'Chlortétracycline '
Oxytétracycline Tétracyclines
Tétracycline
| Gentamicine Aminoglycosides
Streptomycine
Chloramphénicol Phénicolés
Tylosine Macrolides
Sulfadiméthoxine Sulfamides
Dexaméthasone Anti-inflammatoire
~  |Hydrochlorothiazide Diurétique
B Ivermectine Avermectines
Génisses Doramectine
Albendazole Benzimidazolés

Sources : Enquéte personnelle (2003)
* - Aucune distinction n'est faite entre les vaches en lactation et les autres

sur le choix des médicaments

L'utilisation de ces médicaments vétérinaires n'est généralement soumis & aucun
contréle. Au Sénégal, des Jacu:nes, des imprécisions ou ambivalences subsistent
dans les textes législatifs et réglementaires sur les médicaments vétérinaires et
leur utilisation [36]. Cette situation expose le consommateur a des risques qui
sans étre généralement aigus peuvent étre graves et méritent que nous les

précisions ici.



Chapitre II : Problémes liés aux résidus de médicaments vétérinaires

1. Définition de résidus des médicaments vétérinaires

Selon la définition de 1'Organisation Mondiale de la Santé, un résidu est une
substance chimique quelconque qui persiste dans un milieu donné, apres qu'elle
méme ou d'autres composés lui donnant naissance aient €t¢ introduits dans. ledit
milieu volontairement ou non et dont la présence est de ce fait, qualitativement

ou quantitativement anormale.
2. Réglementation sur les résidus des médicaments vétérinaires

Au plan international, pour maitriser les risques liés aux résidus et protéger les
consommateurs, une commission mixte FAO/OMS, le Codex Alimentarius, a
été créée en 1963 et est chargée d'élaborer des normes alimentaires, des
directives et d'autres textes tels que les codes d'usage [11, 27]. Cette commission
fixe les limites. maximales de résidus (LMR) pour chaque produit (tableau II).
Dans les pays du Nord, les normes du Codex Alimentarius ont été mises en
application et méme rendues plus strictes dans certains cas. La création de
l’espace'7{économique commun des pays européens a conduit 2 un processus
d’harmonisation de la législation en matiére de médicaments vétérinaires et de
résidus avec la mise en place de I’Agence Européenne pour I'Evaluation des
Médicaments et l'application du réglement CEE n°2377/90 du 26 juin 1990. Ce
réglement fixe les LMR appliquées dans les pays de la Communauté
européenne. Les mémes types de réglements sont appliquées aux Etats-Unis et

au Canada et tout produit importé dans ces espaces doit respecter ces normes.

Au niveau Africain, le Botswana est I'un des pionniers en matiére de législation
sur les résidus. L’Afrique du Sud, le Maroc et la Zambie ont entrepris une

démarche de mise a niveau pour les exigences de la communauté Economique



Européenne. Pour le Maroc par exemple, son objectif est d'avoir des produits

compétitifs sur le marché européen [31].’

Au Sénégal, a notre connaissance, en dehors des initiatives prises par certains

exportateurs dans le simple but de satisfaire a ’éligibilité de leurs produits sur le

marché d’exportation, il n’y a pas de réglementation en matiére de résidus de

médicaments vétérinaires et des autres substances chimiques. Ce vide juridique

expose le consommateur sénégalais a des risques éventuels que peuvent

engendrer ces résidus.

Tableau N° I : Valeurs des LMR de quelques anti-infectieux dans le lait

Médicaments vétérinaires LLMR dans le lait (en pg/l)
Benzylpénicilline 4
'Oxytétracycline 100
Sulfamides 100
Ampicilline 4
Pénicilline G 4
Oxacilline 30
Cloxacilline 30
Dicloxacilline 30
Dihydrostreptomycine 0,125
Streptomycine 0,125
Chloramphénicol 0

Sources : [13, 28, 30], Reglements CEE (]990) et CEE (2001) cités par AFSSA

2]

3. Problémes liés aux résidus de médicaments vétérinaires

En dehors des cas d'allergie, les problémes liés aux résidus de médicaments

vétérinaires dans les denrées ne sont jamais des problémes de toxicité aigué.

Certains sont décrits pour le consommateur, pour la technologie alimentaire et le

commerce international.-

X



3.1. Toxicité des résidus chez le consommateur
1

Le risque médical le plus sérieux en matiere de résidus de médicaments
vétérinaires concerne les accidents d'allergie provoqués essentiellement par les
pénicillines et les tétracyclines [34] mais aussi les sulfamides [33]. Les taux
résiduels d'antibiotiques dans le lait sont suffisants pour déclencher une crise
allergique, quelquefois de type choc anaphylactique gravissime chez les sujets
préalablement sensibilisés. Outre ces phénomenes d'allergie, des cas mortels
d'aplasie médullaire sont signalés avec le chloramphénicol [30, 39]. Par ailleurs,
on signale des effets cancérigéne, tératogéne, mutagéne ou embryotoxique
induits par certains résidus de médicaments vétérinaires ~(surtout les

nitrofuranes) chez le consommateur.

L'utilisation abusive et mal controlée des antibiotiques engendre aussi des
phénomeénes d'antibiorésistance chez les bactéries [1, 43]. En effet, les résidus
d'antibiotiques présents dans le lait peuvent entrainer un déséquilibre de la
microflore digestive par inhibition ou destruction de certaines souches [14, 15].
C'est surtout en technologie alimentaire que les problémes microbiologiques les

plus courants sont rer:iontrés. - X

3.2. Résidus de médicaments vétérinaires et la technologie alimentaire

Du point de vue technologie laitiére, les résidus d'antibiotiques entrainent une
inhibition totale ou partielle des phénomenes fermentaires d'origine bactérienne
nécessaires a la fabrication des produits laitiers tels que le yaourt, les fromages
et le lait caillé. Parmi les molécules impliquées dans cette inhibition des germes
fermentaires, il y a les pénicillines, la streptomycine, le chloramphénicol et les

tétracyclines [1, 34, 37, 48]

L'un des aspects les plus importants et qui dominent actuellement Il'actualité des

résidus, c'est le commerce international.
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3.3. Résidus de médicaments vétérinaires et le commerce international

Dans le nouveau contexte des régles de I'Organisation Mondiale du Commerce
(OMC), les résidus de médicaments vétérinaires peuvent entraver les échanges
des produits d'origine animale entre les pays [41]. En effet, les régles de I'OMC
se basent sur les normes sanitaires et phytosanitaires des produits alimentaires.
Pour faciliter les pratiques loyales en matiere commerciale, la Commission du
Codex Alimentarius au travers son comité sur les résidus de médicaments
vétérinaires et son comité d'experts sur les additifs alimentaires, fixent les LMR

qui doivent garantir la santé¢ du consommateur [1].

A des fins de contrdle des teneurs de résidus, des méthodes analytiques ont €té

sélectionnées et recommandées par le Codex Alimentarius.



Chapitre III : Méthodes d'analyse des résidus de médicaments

vétérinaires dans le lait

La recherche des résidus se fait par la détection et le dosage de la substance a
rechercher dans les tissus et produits animaux et d'origine animale [8]. Ce
dosage nécessite une séparation préalable du médicament des autres constituants
de la matrice et se fait donc en plusieurs étapes d'extraction, de purification et de
cohcentration. Les méthodes utilisées sont de ce fait, délicates et nécessitent un

appareillage adéquat et une validation précise.

Selon FAO/OMS [28], les méthodes Ade fecherche des résidus sont classé€es en

trois types.
1. Méthodes de type I

Ce sont des méthodes de confirmation ; elles déterminent la quantité¢ de la
substance ou des catégories de substances spécifiques a doser et elles identifient
avec certitude la substance considérée. Ces méthodes font appel a un
appareillage spécifique notamment la chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse. Ceé méthodes ont l'inconvénient de nécessiter uné‘haute

technicité du personnel et de codter trés cher [17].
2. Méthodes de type 11

Les méthodes de type Il déterminent habituellement la concentration de la
substance a doser mais sans identifier avec une certitude absolue la structure de
la substance; c'est le cas par exemple de la chromatographie phase liquide. Ces
méthodes, bien que requérant un niveau élevé de technicité colite un peu moins

cher que les méthodes de type 1.

Les méthodes de type I et II sont désignées sous I'appellation de méthodes

physico-chimiques regroupant notamment la chromatographie liquide haute



performance, la chromatographie en phase gazeuse et la chromatographie

liquide couplée a la spectrophotométrie de masse.

3. Méthodes de type I11

Les méthodes de type III déterminent généralement la présence ou l'absence d'un
composé ou d'une classe de composés. Elles utilisent des techniques ne
comportant pas d'appareillage performant. Ces méthodes sont couramment
désignées sous le nom de méthodes de dépistage ou méthodes semi-

quantitatives. Parmi les méthodes de type III on peut citer :

v les méthodes microbiologiques dont la méthode des quatre boites, la méthode
Galesloot et Hassing, le Delvotest, le STAR (Screening Test of Antibiotic
Residues) test et la méthode officielle lait [3, 10, 29]. Leur principe est basé

sur I'inhibition de la croissance bactérienne;

v Les méthodes immuno-enzymatiques tel que le test ELISA capable de

déceler les sulfamides jusqu'a une concentration de 1ng/ml [23].

v' les méthodes chromatographiques sur couche mince (CCM) dont le principe

est basé sur des phénomenes d’adsorption; -
S

N

v' les méthodes colorimétriques telle que la méthode BRATTON MARSHALL
(1979) rapportée par AKA [4] et DIATTA [20] pour le dosage de la
sulfadimidine dans le sang et le lait dont le principe est basé sur une diazo-
copulation en milieu acide en présence du N-(l-naphtyl) éthyléne

diaminodihydrochloride pour donner une coloration rose.

Il faut noter que la littérature disponible ne décrit pas de méthodes
colorimétriques pour la recherche de résidus d'antibiotiques. Cependant,
l'oxytétracycline peut étre identifiée dans les produits finis en donnant une
coloration jaune en présence de l'acide chlorhydrique [5, 25] ou en donnant un

spot de fluorescence jaune a la lumiére UV a 365 nm [42].



Conclusion partielle

L'utilisation des anti-infectieux dans les élevages laitiers périurbains est une
pratique courante et inévitable. Cependant, une utilisation mal contrdlée peut
engendrer des risques hygiéniques et sanitaires pour le consommateur par leur
présence sous forme de résidus dans les denrées ; ces résidus constituent aussi

des entraves au commerce international.

Plusieurs méthodes existent pour la détection et la quantification de ces résidus.
Les méthodes de type I et II requierent une haute technicité et nécessitent des
appareils trés onéreux, souvent hors de la portée des services vétérinaires

nationaux en Afrique au Sud du Sahara (ASS).

Dans ce travail, nous nous proposons de faire un transfert de méthodes simples
de détection des résidus d'oxytétracycline et de sulfamides et leur adaptation au
lait. Ces méthodes pourraient étre applicables avec peu de moyens et

vulgarisables sur le terrain en ASS.
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Partie
Transfert, adaptation et validation de méthodes
simples de détection des résidus

d'oxytétracycline et de sulfamides dans le lait

Cette deuxieme partie présente successivement :
v' la méthodologie ;
v' les résultats obtenus ;

v’ Ia discussion et les perspectives. <




Chapitre I : MATERIEL ET METHODES

I. MATERIEL
I.1. Lieu d'étude

L'étude est réalisée au laboratoire de contrdle des médicaments vétérinaires

(LACOMEV) du service de Pharmacie - Toxicologie de I'EISMV de Dakar.

1.2. Matériel et réactifs

1.2.1. .Matériel

Le matériel utilisé est composé de la verrerie classique de laboratoire, d'une
balance analytique de type PRECISA 205 A SCS, d'une centrifugeuse réfrigérée,
d'une hotte aspirante, d'un agitateur de type vortex, des plaques 4 silicagel, d'une
lampe UV, d'une cuve de développement pour plaques chromatographiques,

d'un séchoir a cheveux et des tubes a essai.

' I.2.2. Réactifs

Les réactifs sont de type analytique. Ils sont composés de l'acide chlorhydrique,
du méthanol, de 'ammoniaque, de l'acide trichloroacétique 15%, du nitrite de
sodium 0,1%, du sulfate d'ammoniunt 5%, du-naphtyléthyléne dihydrochloride

0,1% et de l'eau ultrapure.
1.2.3. Substances de référence

Les substances de référence utilisées sont l'oxytétracycline hydrochloride, la
sulfadiméthoxine et la sulfaméthazine toutes de type SIGMA. Elles nous ont été
fournies par I'unité des résidus de I'Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des

Aliments (AFSSA) en France.

1.2.4. Substrat

Notre substrat est du lait acheté dans le commerce.



II. METHODES

Nous avons transféré et adapté au lait dans nos conditions des méthodes de
détection des résidus d'oxytétracycline ou de sulfamides décrites pour d'autres

matrices. Ces méthodes ont été ensuite validées.

Nous avons ainsi expérimenté deux méthodes colorées et une méthode de

chromatographie sur couche mince (CCM).
IL.1. Transfert, adaptation et validation des méthodes
IL.1.1. Cas des résidus d'oxytétracycline

Deux méthodes ont été adaptées : une réaction colorée et une CCM. Pour les

deux méthodes, des essais blancs et supplémentés ont été réalisés.
I1.1.1.1. Réaction colorée (adaptée de FABIANI et PESEZ [25])

Pour le test de référence, nous avons ajouté 10 ml d'acide chlorhydrique (HCI)
concentré 4 une solution de 2 mg/ml d'oxytétracycline hydrochloride dans du

méthanol. ,

Pour les essais, nous avons d'abord prélevé 5 ml de lait exempt d'oxytétracycline
auxquels nous avons ajouté. 5 ml d'une solution d'oxytétracycline a 2 mg/ml.
Apres agitation au vortex, nous avons additionné 10 ml d'acide chlorhydrique.
Ensuite une gamme de dilution a été réalisée jusqu'a 20 pg/ml de lait en vue de
déterminer la concentration en dessous de laquelle la réaction n'est plus

perceptible.

La méthode a été validée selon deux criteres (la répétabilité et la
reproductibilité). En effet, nous avons répétée la réaction six fois sur deux laits

différents dans les mémes conditions de travail puis a deux jours différents.




I.1.1.2. Chromatographie sur couche mince (CCM) (adaptée de

Pharmacopée internationale [42] )
v' Préparations des essais

. Les standards : a I'aide de la poudre de I'oxytétracycline hydrochloride (OTC)
de référence, nous avons préparé une solution standard (STD) a 2 mg/ml
dans’ du méthanol a partir de laquelle 10 autres STD de concentration
respective de 500 pg, 400 pg, 350 pg, 300 pg, 250 pg, 200 pg, 150 pg, 100
ug, 75 pg et 50 pg par millilitre dans du méthanol ont été prépareés.

+ Les supplémentations : a partir d'une solution de supplémentation a 2 mg/mi
d'OTC de référence dans le méthanol, 11 prises d'essais de 5 ml de lait
exempt d'OTC ont été supplémentées pour obtenir des concentrations
respectives de 2 mg, 500 pg, 400 pg, 350 pg, 300 pg, 250 pg, 200 pg,
150pug, 100 pg, 75 pget 50 pg par millilitre de lait.

. Extraction : a 2 ml de chaque échantillon de lait supplémenté et a 2 ml d'un
lait sans OTC, nous avons additionné 5 ml de méthanol. Aprés agitation au
vortex, les solutions sont cernirifugées a 4000 tours/mn pendant 30 minutes

25 °C. Un surnageant clair a été récupéré pour €tre chromatographié.
v" Chromatographie

Le solvant de migration est un mélange de méthanol et d'ammoniaque (100
ml/1,5 ml). Dix (10 pl) du surnageant de chaque essai accompagné de leur
standard respectif et 10 pl du témoin sont déposés a 2 cm du bord inférieur de la
plaque recouverte de gel de silice. Apres ééchage pendant 4 minutes a l'aide d'un
séchoir de cheveux, la plaque est plongée dans le solvant de migration contenue
dans une cuve de développement préalablement conditionnée avec le solvant de

migration pendant 2 heures. La chromategraphie est arrétée lbrsque le front de
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migratiqn du solvant atteint 15 cm. Aprés séchage, la plaque est observée a la

lumiére UV a 365 nm.
v' Validation

Nous avons répété les opérations six fois dans les mémes conditions de travail

puis a deux jours différents.

II.1.2. Cas des résidus de sulfamides (adaptée de BRATTON MARSHALL
(1979) cité par AKA [4])

Six (6) échantillons de 2 ml de lait exempt de sulfarﬁides sont supplémentés -
avec une solution standard de sulfamides (sulfadiméthoxine et sulfaméthazjne) a
250 pg/ml pour obtenir des concentraﬁons respeétives- de 250 pg, 200 pg, 100
ug, 50 pg, 20 pg et 10 pg par millilitre de lait. A 2 ml de chaque lait
supplémentés et 2 2 ml d'un lait sans sulfamides, nous avons additionné 6 ml
d'eau distillée et 2 ml d'acide .trichloroacétique a 15 %. Les solutions ainsi
préparées sont centrifugées a 4000 tours par minute pendant 30 minufés a2s°Cc.
A 2,5 ml d'une solution standard & 250 pg/ml et & 2,5 ml de chaque sumégeant
obtenu apres "cen‘fi"'ifugati(‘)r.l, nous avons éjouté 0,5 ml de nitritg de sodium a
0,1% (attendre 3 minutes), 0,5 ml de sulfate d'ammonium a 0,5% (attendre 2

minutes) et 0,5 ml de naphtyléthyléne dihydrochloride a-0,1%.

La méthode a €té répétée six fois sur deux €chantillons de lait différents dans les

mémes conditions de travail et & deux jours différents.
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I1.2. Application a des échantillons de lait prélevés dans 2-élevages de Dakar

1

Vingt neuf (29) échantillons de lait de 250 ml chacun ont été prélevés dans 2
fermes laitiéres dans la zone périurbaine de Dakar. Les prélévements ont été
réalisés directement dans le bac de mélange des laits juste aprés les traites du
soir. La fréquence de prélévement est de 2 fois par semaine pendantAZ mois. Les
échantillons sont conservés sous froid dans une glaciére jusqu'au laboratoire ou
ils ont été conservés a - 20 °C jusqu'a I'analyse. Les 3 méthodes validées ont été

appliquées aux 29 échantillons.

S



Chapitre I1 : RESULTATS ET DISCUSSION

I. Résultats
I.1. Résultat du transfert, adaptation et validation des méthodes

I.1.1. Réaction colorée pour la détection des résidus d'oxytétracycline

Aprés addition de 10 ml d'acide chlorhydrique concentré au lait supplémenté et
au standard, on obtient instantanément une coloration jaune alors que le lait
témoin reste incolore. Cette coloration jaune reste visible jusqu'a une
concentration de 20 pg d'oxytétracycline par millilitre de lait (figure 1). En
dessous de cette concentration, la coloration jaune n'est plus observée. La limite

de détection de la méthode est alors de 20 pg/ml soit 20 mg/litre.

* : unité en mg/ml de lait

** . unité en pg/ml de lait

*** : mémes concentrations qu'en A

} Figure 1 : Réaction colorée pour la détection des résidus d'oxytétracycline dans le lait

A :lait 1 B : lait 2

20




1.1.2. Chromatographie sur couche mince pour la détection des résidus

d'oxytétracycline

A la lecture sous la lumiére UV a 365 nm, tous les standards ont migré et donné
des spots de fluorescence jaune bien visibles alors que la migration et les spots
de fluorescence jaune des laits supplémentés ne sont visibles au méme niveau
que les standards qu'avec ceux ayant une concentration supérieure ou égale a
350 pg/ml. Cependant, a la ligne de dépdt des surnageants, on observe une
fluorescence jaune comparable & celle des standards et un début de migration
avec tous les laits supplémentés (figure 2). Le seuil de détection de la méthode
est de 50 pg/ml (50 mg/litre).

s 500 4000 350

300" 250 200°

* . unité en pg/ml de lait ** . unité en mg/ml de lait

Figure 2 : Chromatographie sur couche mince pour la détection des résidus
d'oxytétracycline dans le lait
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1.1.3. Réaction colorée pour la détection des résidus de sulfamides

Apres addition du naphtyléthyleéne dihydrochloride a 0,1%, il se produit
instantanément une coloration rose alors que le lait témoin reste incolore. Cette
coloration est intense avec le standard et les laits a fortes concentrations en
sulfamides puis diminue d'intensité jusqu'a devenir trés faible avec le lait a 10
pug/ml. En dessous de 10 pg/ml, la coloration jaune n'est plus visible (figure 3).
La limite de détection est donc de 10 pg/ml (10 mg/litre).

A

* : unité en pg/ml de lait ** : mémes concentrations que A

Figure 3 : Réaction colorée pour la détection des sulfamides dans le lait
A :laitl B:lait2

1.2. Résultat d'application aux échantillons de lait prélevés dans 2 fermes

laitiéres de la zone périurbaine de Dakar

Deux (2) échantillons de lait sur 29 (soit 6,8%) ont été suspectés de contenir des
résidus d'oxytétracycline par la méthode colorée de détection de cette molécule.

L'application des 2 autres méthodes n'a révél¢ aucun lait suspect.
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II. Discussion et perspectives
I1.1. Discussion

Le travail a porté sur la mise au point de méthodes simples de détection des
résidus d'oxytétracycline et de sulfamides. Le choix de I'oxytétracycline est
guidé par le fait- quelle constitue la principale molécule du groupe des
antibiotiques utilisés.chez les ruminants au Sénégal [40]. Selon KIRKPATRICK
[32] aussi, l'qutétracycline est le médicament vétérinaire le plus employé chez
de nombreux animaux notamment chez les vaches en lactation ou taries. Pour le
cas des sulfamides, notre investigation sur le terrain a montré leur utilisation

dans les fermes laitiéres.
Trois méthodes ont été transférées et adaptées dans cette étude. 11 s'agit de :

v' pour les résidus d'oxytétracycline, la réaction colorée décrite par FABIANI et
PESEZ [25] pour la détection de cette molécule dans les produits finis puis la
méthode chromatographique sur couche mince décrite -par la Pharmacopée

internationale [42];

v’ pour les résidus de salfamides; de la réaction colorée décrite par BI%ATTON:
MARSHALL (1979). rapportée par AKA [4] et DIATTA [20] pour la

détection et le dosage de sulfamides dans les matrices biologiques.

Le transfert et l'adaptation au lait de ces méthodes produits- finis se justifient par
le fait que les tétracyclines sont éliminées dans le lait en nature presque sous
forme inchangées [46]; raison pour laquelle nous avons utilisé des substances de

référence pures pour réaliser les supplémentations.

La coloration jaune que nous avons obtenue avec I'oxytétracycline est similaire
a celle de FABIANI et PESEZ [25]. Ces résultats corroborent les travaux de
AMADOU " NIANDOU [5] qui utilisait la méme réaction pour identifier
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l'oxytétracycline dans les médicaments. En outre, la fluorescence jaune des spots
observée a la lumiere UV a 365 nm dans la méthode  chromatographique sur
couche mince est similaire a celle décrite dans la Pharmacopée internationale
[42]. Pour le cas des résidus de sulfamides, la coloration rose que nous avons
obtenue est identique a celle trouvée par AKA [4] qui dosait la sﬁlfadimidine

dans le sang et le lait.

L'adaptation de ces méthodes initialement destinées aux produits
pharmaceutiques finis a des résidus dans le lait, montre qu'elles sont applicables.
Nous avons d'ailleurs appliquer ces méthodes a des échantillons de lait prélevés
dans la région de Dakar. Elles nous donnent 6,8% d'échantilions suspects de
contenir des résidus d'oxytétracycline dans le lait (méthode colorée). Pour les
autres méthodes aucun lait n'a été suspecté. En fait, le faible taux d‘échantillons
suspects serait lié a une faible sensibilité des méthodes. En effet, les limites de
détection que nous avons obtenues pour la détection de I'oxytétracycline sont de
20 pg/ml (20 mg/litre) dans le cas de la méthode colorée et SO ug/ml (50
mg/litre) dans le cas de la chromatographique sur couche mince. Ces valeurs
trauvées sont supérieures a celles rapportées par BONFOH et al. [12}] avec les
méthodes microbiologiques, le "Yoghurt test", céipable de déceler des résidus
d'oxytétracycline jusqu'a 0,5 pg/ml (0,5 mg/litre) et le Delvotest qui peut
identifier cette molécule jusqu'a une concentration de 1 mg/litre). La limite
obtenue pour la méthode de détection des sulfamides est de 10 pg/mi (10
mg/litre). Cette limite est largement supérieure a celle de la méthode ELISA
rapportée par DIXON et al. [23] capable de déceler les sulfamides jusqu'a une
concentration de 1ng/ml. Le Yoghurt test, le Delvotest et la méthode ELISA
sont d'zlilleurs microbiologiques (pour les deux premiers) et immuno-
enzymatique pour le dernier. Elles sont donc plus sensibles et sont reconnues
comme méthodes officielles de détection des résidus de médicaments

vétérinaires. Méme si les seuils de détection de ces méthodes microbiologiques
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sont plus bas que les nbtres, elles ne permettent pas aussi comme les nétres une.
détection de I'ordre des LMR de l'oxytétracycline (100 pg/litre) et encore moins

une quantification méme approximative.

Le seuil de détection élevé de nos méthodes serait li€¢ aux effets de dilution des
réactifs. On pourrait y remédier en ‘pr(‘)cédant a une concentration par
€vaporation partiélle apres extraction. Ces méthodes appértiennent ala catégorie
des méthodes d'orientation ou de dépistage des résidus qui sont généralement
décrites comme méthodes. qualitatives ou semi-quantitatives [28]. C'est d'ailleurs

l'objectif de notre €tude.

Avec les seuils de détection relativement élevés de ces méthodes, elles ne
peuvent permettre que la détection des fortes concentrations de résidus. Les
faibles concentrations ne pouvant étre révélées, elles. ont un faible pouvoir

prédilectif mais les seuils de détection peuvent encore étre améliorés.

I1.2. Perspectives

La principale faiblesse de ces méthodes est leur faible sensibilité. Les travaux
. >, .

ultérieurs de procédés de concentration des extraits seraient nécessaires pour

abaisser davantage les limites de détection. Ces études rendraient plus

performantes nos méthodes en vue de leur vulgarisation.
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CONCLUSION GENERALE

Luutilisation des médicaments vétérinaires en production laitiére est
indispensable pour prévenir et maitriser les maladies. Cependant, ils doivent
étres utilisés a bon escient. La pratique abusive et mal controlée peut générer les
' résidus‘dont_ les conséquences pour les consommateurs peuvent étre graves. La

recherche de ces résidus nécessite des moyens onéreux.

Au cours de ce travail nous avons transféré et adapté trois méthodes simples de
détection. des résidus d'oxytétracycline et de sulfamides dans le lait. Leurs
limites sont de 20 pg/ml, S0 pg/ml et 10 ug/ml respectivement pour la méthode
colorée et la méthode chromatographique sur couche minée de détection de
l'oxytétracycline puis la° méthode colorée de détection des sulfamides. La
sensibilité de ces méthodes est encore faible et elles nécessitent des travaux
complémentairés en vue de leur amélioration. Nous avons utilisé ces méthodes
pour rechercher des résidus d'oxytétracycline et de sulfamides dans 29
échantillons de lait prélevés dans 2 élevages de la zone périurbaine de:Dakar.
Elles nous montrent 6,8% d'échantillons suspects de contenir les remdus
d' oxytetracychne Améliorées, ces méthodés seraient d'un apport important pour
les décideurs politiques dans pays africains au Sud du Sahara dans le contréle

des résidus dans les denrées animales ou d'origine animale.
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RESUME

Dans le but de doter les pays africains au Sud du Sahara des méthodes simples de détection

des résidus de médicaments vétérinaires dans les denrées animales, trois: methodes (deux
colorimétriques” et une chromatographique sur couche mince) d’ idéntification de
l'oxytétracycline (OTC) et de sulfamides ont été transférées, adaptées et validées pour le lait.
Ces méthodes initialement destinées aux produits pharmaceutiques finis ont ¢€té
convenablement adaptées au lait. Leur application & des échantillons de lait prélevés dans
deux fermes de la région de Dakar donne pour la méthode colorimétrique appliquée a la
recherche d'OTC 6,8% d'échantillons suspects. La chromatographique sur couche mince
(CCM) appliquée a2 'OTC et la colorimétrie appliquée aux sulfamides n'ont rien révélé. Le
faible taux d'échantillons suspects de contenir des résidus serait lié a une faible sensibilité des
méthodes a ce stade. En effet, les limites de détection que nous avons obtenues pour ' I'OTC
sont de 20 mg/litre dans le cas de la méthode colorée et 50 mg/litre dans le cas de la CCM.
Celle de la méthode colorimétrique appliquée aux résidus de sulfamides est de 10 mg/litre. La
sensibilité de ces méthodes est encore faible; elles nécessitent des améliorations. Améliorées,
ces méthodes seraient d'un apport important pour les décideurs politiques des pays africains
au Sud du Sahara dans le contrdle des résidus dans les denrées animales ou d'origine animale.

Mots-eclés : Adaptation, Méthodes, Résidus, Oxytétracycline, Sulfamides, Lait.

ABSTRACT

On the aim to equip the African subsaharian countries with simple methods of detection of the
veterinary drugs residues in foodstaffs of animal origin, three methods (two colorimetric and

‘one thin layer chromatography) of identification of oxytetracyclin and- sulfoftdmides were

transferred, adapted and validated for milk. These methods initially inteénded for
pharmaceutical finished were suitably adapted to milk. Their application to milk samples
taken in two farms of the area of Dakar gives for the colorimetric method applied to the
research of oxytetracyclin 6,8% of suspect samples. The thin layer chromatography applied to
the oxytetracyclin and the colorimetry applied to the sulfonamides didn't reveal anything. The
weak rate of suspect samples to contain residues would be related to a low sensitivity of the

‘methods at this stage. Indeed, the limits of detection which we obtained for the oxytetracyclin

are 20 mg/litre in the case of the colorimetric method and 50 mg/litre in the case of the thin
layer chromatography. That of the colorimetric method applied to the sulfonamides residues is
10 mg/litre. The sensitivity of these methods is still low; they require improvements. These
methods improved, would be an important contribution for public authorities of the african
subsaharian countries in the control of the residues in foodstaffs of animal origin.

Key words : Adaptation; Methods; Residues; Oxytetracyclin; Sulfonamides; Milk.
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