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Service vétérinaire municipal et de I’Abattoir de Genéve
Directeur: M. P. Després :

Contribution 4 la recherche de substances antibiotiques
dans les viandes

Par A. Wuilleret

Introduction

Le vétérinaire inspecteur des viandes et le responsable du laboratoire
d’analyses, ont parfois constaté une discordance entre I’aspect organolep-
tique d’une viande et le résultat de I’analyse. Si, d’une part, ’état de la
musculature laisse présumer une contamination bactérienne, ’analyse bac-
tériologique, par contre, reste négative [1].

Aujourd’hui, il est connu que des anti-infectieux peuvent perturber un
diagnostic bactériologique. Parmi ceux-ci les' substances antibiotiques et
chimiothérapeutiques (SAC) administrées & titre thérapeutique & 1’animal
avant ’abattage, entrainent un ralentissement de croissance et méme une
inhibition totale des micro-organismes présents dans le matériel mis en cul-
ture [11, 14].

Lors d’analyses bacterlologlques de viandes a I’ Abattoir de Genéve, nous
avons constaté de telles discordances. C’est la raison pour laquelle dés mars
1967 nous avons recherché systématiquement la présence des SAC dans tous
les cas ou une analyse bactériologique de la viande était nécessaire. De plus,
nous avons jugé utile de contrdler spécialement les veaux d’abattage dont
les poumons présentaient des altérations pneumoniques limitées. Ces sujets
en effet sont trés exposés & subir une thérapie parentérale par SAC avant
leur arrivée & l’abattoir. - .

Législation

L’art. 38 de I’Ordonnance fédérale sur le Controle des Viandes du 11 oc-
tobre 1957 régle.le probléme des abattages soit d’urgence soit d’animaux
malades. Le 2e alinéa de cet article précise notamment:

(«Loréque I’'animal a été en traitement, le détenteur doit présenter un certificat
vétérinaire indiquant le genre, la durée de la maladie et le traitement appliqué. »

Malheureusement ces renseignements font souvent défaut pour deux
principales raisons, soit que le détenteur néglige de se procurer le certificat
vétérinaire, soit qu’il ne désire pas communiquer une anamneése ayant lui-
méme effectué un traitement anti-infectieux.

Dans de telles circonstances, tout abattage d’ urgence est sujet a caution.
Bien que la législation insiste sur I'utilité de ’analyse bactériologique, il est
de toute nécessité d’y adjoindre la recherche des SAC.
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Indépendamment de ces circonstances et par analogie, il est bon de citer
P’art. 35, al. 2, de I’Ordonnance fédérale sur le Contréle des Viandes con-
cernant ’administration de produit ou médicament conservatif & ’animal
destiné & I'abattage: |

«Aucune substance ou produit destinée ou propre a exercer une influence sur la
qualité ou la conservation de la viande, ne doit étre administrée aux animaux de bou-
cherie avant ’abattage.»

E. Fritschi et F. Riedi [3] ont commenté cet article en ces termes: «Il existe
bien des produits tels que les antibiotiques qui peuvent étre administrés aux animaux
de boucherie avant ’abattage et qui ont une influence sur la conservation de la viande.
En revanche, les effets possibles et éventuellement facheux de ces produits sur les per-
sonnes qui'mangent ces viandes ou les manipulent pour la fabrication de produits carnés
ne sont pas encore élucidés, c’est pourquoi l'interdiction doit étre maintenue.»

Actuellement certains de ces «effets ficheux» ont été mis en évidence
par d’éminents chercheurs. Rappelons & ce propos les conférences faites &
Lausanne le ler juin 1967 lors de la Journée romande d’étude sur 1’alimen-
tation des animaux et 'incidence des adjuvants de ’alimentation. animale
sur la santé de 'homme et des animaux. Sur la base des exposés du Prof.
J. Froget, R. Ferrando, J. Pantaléon et H. Gounelle, nous
pouvons conclure que la présence d’antibiotiques dans les aliments entraine
les 3 conclusions fondamentales suivantes:

1. La constatation médicale chez les consommateurs d’accidents aller-
giques liés aux résidus d’antibiotiques dans les aliments [6];

2. la sélection de germes pathogénes résistants d’ou difficulté croissante
des traitements par antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire [5, 13];
3. Tinefficacité progressive des antibiotiques nutritionnels dans le do-
maine de la zootechnie [12].

Relevons enfin cette remarque judicieuse de J. Pitre [14] sur la res-
ponsabilité de l'inspecteur des wiandes appelé a juger de la valeur d’une
viande contenant des SAC. «Lorsque des germes de souillure variés entrent
en contact avec des viandes contenant des SAC, une sélection va s’opérer.
Seuls les germes naturellement résistants vont se développer. Nous devons
malheureusement constater que dans cette catégorie se range la plupart des
gram-négatifs agents de toxi-infections; quant aux gram-positifs banals de
putréfaction habituellement plus sensibles aux SAC, ils ne proliférent pas.
Ainsi leur inhibition ne pourra signer la contamination exogéne, utile mise
en garde pour l'inspecteur des viandes, et masquera la toxicité latente du
produit. » . ‘

Plusieurs procédés de mise en évidence des SAC ont été étudiés. Citons
la méthode de réduction par le chlorure de triphényl-tétrazolium [9], la re-
cherche par chromatographie sur couches minces [15] et par 1’observation
de I'inhibition d’un germe-test [2, 8]. Pour nos essais nous avons appliqué
la méthode préconisée par J. Pantaléon, utilisée au Laboratoire central
des Halles de Paris, méthode que nous allons décrire.
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Matériel et méthode

Le procédé utilisé est basé sur I'inhibition d’un germe ensemencé en milieu
solide, germe trés sensible aux SAC. Il s’agit de Sarcina lutea dont la souche!
provient de’l'Institut d’Hygiéne et de Bactériologie de: la Faculté vétéri-
naire de Copenhague, directeur Prof. A. Jepsen [4].

Milieuz: Inoculer & la pipette Pasteur 2 gouttes d’un bouillon de Sarcina lutea dans
le fond de 2 boites de Pétri. Ajouter dans I'une des boites 2 gouttes de pénicillinase
(p:ase), en ’occurrence Bacto-penase Difco & 1 000 000 unités (sive 2000 L. V.) par ml.
Couler un agar nutritif fondu et ramené & 48°C (Trypticase soy agar, pH 7,3, ou Blood
agar, pH 7,3). Mélanger laisser dureir boites entre-ouvertes. Ces milieux-tests peuvent
fort bien étre prepares en méme temps que ceux nécessaires a ’analyse ba.ctérlologlque
des viandes, stockés a 5°C ils sont utilisables dans les 10 jours.

Ensemencement: Lors de la mise en culture pour I’analyse bactériologique de rou-
tine, déposer stérilement un fragment (2-3 g) de musculature antérieure et postérieure
ainsi qu’un morceau de rein (1-3 g) avec sa zone médullaire sur chacune des 2 plaques
nécessaires au test. Chaque Pétri contiendra donc 3 échantillons. Il est préférable de
disposer les échantillons assez éloignés les uns des autres et plutot sur le pourtour de
r agar afin que les éventuelles zones d’inhibition ne se chevauchent pas. A titre de té-
moin, on peut y ajouter facultativement un disque & 0,25 unité de pemmllme (sensi-
disques pour antibiogramme).

Predzﬁuswn Placer les boites de Pétri fermées en frigo a 5°C pendant 3 heures au
minimum.

Incubation:) Incuber a 37°C, b01tes de Pétri de préférence entre-ouvertes pendant
12 & 15 heures

Lecture: Test positif: nette auréole d’inhibition de Sarcina lutea autour des échan-
tillons (voir photographies).

Interprétation

Milieux-tests Inhibition . Diagnostics Photos
avec Sarcina lutea

Sans p:ase -+ Pénicilline 1

avec p:ase = 2

sans p:ase + ‘autres SAC, seules, multiples, asso- 3

avec p:ase + ciées ou non & de la pénicilline 4

Le germe-test Sarcina lutea est trés sensible aux antibiotiques classiques utilisés
en thérapie vétérinaire (pénicilline, chloramphénicol, érythromycine, tétracycline et
sulfamidés). Sa croissance est bonne en agar nutritif usuel. Il est pigmenté, ce qui favo-
rise I'observation de la zone d’inhibition. L’ensemencement en agar coulé permettra
I’observation d’une éventuelle inhibition de Sarcina lutea méme si une végétation bac-
térienne provenant des échantillons prolifére en surface.

La p:ase doit étre suffisamment concentrée afin d’inhiber la totalité de la pénicilline
présente dans les échantillons & examiner. La p:ase Difco & 1 000 000 unités/ml donne
de bons résultats. Celle-ci doit étre stockée en frigo entre 2 et 10°C. Tout nouvel achat
de p:ase doit étre testé avant son utilisation au moyen de sensi-disques & la pénicilline.

Les échantillons & examiner comportent nécessairement un morceau de musculature

! Nous remercions trés vivement M. le Dr J. Pantaléon de Paris qui a mis la souche &
notre disposition.
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Sur chaque culture, en haut & gauche fragment de musculature, & droite fragment de
rein, en bas témoin sensi-disque pénicilline.

Les échantillons des cultures 1 et 2 contiennent de la pénicilline. Ceux des cultures 3 et 4
d’autres SAC, seules, multiples, associées ou non a de la pénicilline.

Les milieux-tests Sarcina lutea 1, 3 et 4 ont été incubés 48 h, le milieu 2, 24 h 4 37 °C.

antérieure et postérieure et au moins un fragment d’organe a fonction éliminatrice
(rein ou foie); selon P.Lorenzen [10]et G.A.Schakarjan [16], le rein est I’organe de
prédilection pour le diagnostic de présence d’antibiotiques résorbables dans I'organisme.

La prédiffusion a 5°C pendant 3 heures est un élément trés important du processus
d’inhibition de Sarcina lutea dont la phase de latence est prolongée. Pendant ce temps
les éventuelles SAC, contenues dans les échantillons, diffuseront dans I’agar sous-jacent
et seront déja présentes lors de la végétation de Sarcina lutea au départ de 'incubation
a 37°C. _

L’inhibition mesurée des bords de 1’échantillon & la périphérie de la zone de non-
croissance de Sarcina lutea n’est qu’indirectement dépendante de la concentration en
SAC diffusées dans ’agar. D’autres facteurs peuvent influencer la diffusion de la subs-
tance inhibitrice, tels que la valeur pH, la viscosité, 1’épaisseur de ’agar, le degré d’ex-
sudation de la musculature. Dans les 34 épreuves positives obtenues, cette largeur varie
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entre 3 et 23 mm. Nous ne lui attribuerons qu'une valeur qualitative prouvant la pré-
sence de SAC inhibitrices dont la concentration ne peut étre qu’estimativs. En effet, il
n’y a pas de relation simple entre les dimensions de la zone inhibiée et la quantité de
SAC [14]. L’interprétation de la largeur de I’auréole d’inhibition n’a donc pas de valeur
quantitative. '

Résultats

Dans la période du 22 février 1967 au 8 juillet 1968, nous avons effectué
248 épreuves de recherche de pénicilline associée ou non-a d’autres SAC,
chacune accompagnée d’une analyse bactériologique de viande et d’organes
dont les résultats figurent dans les tableaux 1 et 2.

Tableau 1
Autres SAC, seulés,
Animaux . Présence de SAC Pénicilline multiples, associées
ou non & pénicilline
36 porcs 3  (8,3%) 3 0
57 veaux 13 (22,89%) 4 9
‘126 gros bét. 17 (13,59%) 6 11
24 chevaux 1 (4,19%) - 1
5 moutons 0 — — —
.Total: 248 7 34 (13,79%) . - 13 (5,249%) ; 21 (8,469)
Controle

Comme tout substrat organique ou musculaire posséde une faible action
bactériostatique intrinséque, nous avons vérifié la valeur du test en exami-
nant 70 reins de veaux et 50 reins de porcs sains, déclarés propres a la con-
sommation. Ces 120 épreuves furent toutes négatives, on ne peut donc sus-
pecter le test d’une trop haute sensibilité. La positivité de ’épreuve exige
une concentration minimale de pénicilline ou d’autres SAC capables d’en-
trainer 'inhibition d’une végétation bactérienne primaire dans la viande et
les organes. Tel qu’il est appliqué, le test n’est pas suffisamment sensible
pour déceler des antibiotiques de supplémentation nutrltlonnelle adminis-
trées & dose normale.

Interprétation des résultats et conclusions 3

En face des altérations anatomo-pathologiques constatées sur les 34 car-
casses et leurs abats respectifs, en face de la plupart des valeurs de pH et
d’exsudation de la musculature, tantdt fiévreuse, tantét surmenée, les ré-
sultats bactériologiques sont aberrants. En effet, 22 analyses bactériologiques
restent stériles: Sur 34 épreuves contenant des inhibiteurs antibio-chimio-
thérapeutiques, 7 dévoilent une contamination d’origine entérique probable-
ment secondaire, 2 une infection spécifique de purulation (a C. pyogénes),
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3 colibacilloses a germes septicémiques résistants aux antibiotiques. Ces
faits confirment les constatations de divers auteurs d’une discordance entre
I’état organoleptique d’un produit d’abattage et les résultats de son analyse.

La présence possible de SAC dans les viandes et les abats d’animaux de
boucherie est un fait qu'on ne peut ignorer. Sur les 248 analyses bactériolo-
giques effectuées dans notre laboratoire, 13,79, se révelent positives dans
les reins et 4,89, dans la musculature. A noter que s’il y a des antibiotiques
dans la viande, ceux-ci sont toujours présents dans les reins. Le plus inquié-
tant est le fait que la pénicilline, antibiotiq’ue allergissant par excellence,
atteint 5,29, & elle seule. Les animaux jeunes, sujets aux diverses maladies
d’élevage, les veaux notamment, semblent spécialement exposés & une théra-
pie 1ntempest1ve par antibiotiques ou chimiothérapeutiques (22,89%,) avec
I’accord ou & l'insu du vétérinaire traitant. Le 13,5%, des cas positifs pro-
venant de piéces de gros bétail est probablement, vu ’absence d’anamnése,
la conséquence d’un tableau clinique en face duquel a été instaurée une anti-
biothérapie.

La valeur pratique de ce simple test qualitatif réside dans sa sensibilité
a déceler la pénicilline seule ou associée 4 d’autres SAC administrés a I’animal
avant ’abattage & «titre thérapeutique, conservatif ou en surdosage dans la
supplementatwn nutritionnelle par antibiotique» [7].

La présence de substances inhibitrices dans le liquide biliaire seul, & 'ex-
clusion des abats et de la viande, doit provenir d’antibiotiques de supplé-
mentation administrés & dose normale [7] dont la mise en évidence exige
une méthode plus compliquée [7] que nous n’avons pas exécutée dans le
cadre de cette étude.

Sur le plan de la santé publique, les résidus d’antibiotiques dans la viande
et les organes d’animaux d’abattage conséquents & un surdosage nutritionnel
zootechnique ou & une thérapie vétérinaire posent un crucial probléme
d’hygiéne. Des constatations alarmantes toujours plusnombreuses d’accidents
allergiques, de troubles du microbisme normal intestinal, de phénomeénes
de résistance bactérienne avec inefficacité progressive des traitements par
antibiotiques inquietent les médecins et biologistes [5, 6, 12, 13]. Ces faits
démontrent la nécessité du dépistage des antibiotiques encore présents dans
la musculature et les organes des animaux destinés & 1’alimentation de
I’homme.

Le test que nous avons étudié et appliqué au laboratoire du Service vété-
rinaire municipal de Genéve est simple, rapide, efficace. Il est & la portée
de tousles laboratoires familiarisés avec ’analyse bactériologique des viandes.
Tl permettrait de fixer une législation formelle précisant les critéres de
décision & prendre par 'inspecteur des viandes en cas de positivité. Il con-
tribuerait & éclaircir les situations déroutantes nées des discordances entre
I’état organoleptique d’un produit d’abattage et son analyse bactériologique.
Il engagerait le praticien, en face d’un cas clinique, & plus de circonspection
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en regard des conséquences «médicamenteuses post mortem» d’un traite-
ment par SAC. Enfin et surtout, ce test apporterait une part active & la ré-
pression du commerce clandestin des antibiotiques & des fins thérapeutiques
nutritionnelles ou conservatives dont I'usage et 1’achat sont strictement
soumis a la prescription médicale vétérinaire.

Résumé

La présence de substances antibio-chimiothérapeutiques (SAC) a été recherchée
en complément de 248 analyses bactériologiques de musculature et d’organes de divers
animaux de boucherie tués & ’Abattoir municipal de Genéve.

5,249, contiennent de la pénicilline et 8,469, d’autres SAC associées ou non & la
pemcllhne

Tous les cas posmfs livrés sans anamnése, présentent des altérations organolep-
tiques plus ou moins prononcées.

Description de la méthode de dlagnostlc basée sur l'inhibition de Sarcina lutea
comme germe-test et proposition d’utilisation de cette méthode en complément de
I’analyse bactériologique usuelle des viandes.

L’auteur signale les dangers que représentent les résidus d’antibiotiques dans les
aliments, spécialement de la pénicilline, sur le plan de la santé publique. Il estime que
la législation régissant la contréle des viandes devrait préciser la décision & prendre par
I'inspecteur vétérinaire en cas de positivité et reléve I’avantage de ce test dans la ré-
pression du commerce des antibiotiques mis en vente sans prescription médicale vété-
rinaire.

Zusammenfassung

In 248 bakteriologischen Analysen von Muskulatur und verschiedenen inneren
Organen von Schlachttieren aus dem ‘Schlachthaus der Stadt Genf wurde nach anti-
biotisch-chemotherapeutischen Stoffen gesucht. 5,249, der Proben enthielten Penicillin
und 8,469, andere antibiotisch-chemotherapeutische Stoffe, allein oder mit Penicillin
zusammen. Alle positiven Félle (ohne Anamnese eingeliefert) zeigten mehr oder weniger
stark ausgepragte Organverénderungen. Es wird eine diagnostische Methode beschrie-
ben auf Basis der Wachstumshemmungen von Sarcina lutea und vorgeschlagen, diese
Methode zusétzlich zur tblichen bakteriologischen Fleischuntersuchung auszufiihren.
Der Verfasser weist auf die Gefahren hin, welche der Gehalt an Antibiotika in den
Lebensmitteln, besonders an Penicillin, fiir die 6ffentliche Gesundheit bietet. Er hélt
dafiir, daB die Gesetzgebung iiber die Fleischkontrolle den Entscheid des Fleisch-
schauers prézisieren soll fiur den Fall einer positiven Untersuchung auf Antibiotika,
und hebt die Vorteile der Methode hervor zur Unterdruckung des Handels mit
Antibiotika ohne tierdrztliche Vorschrift.

Riassunto -

In 248 analisi batteriologiche della musculatura e di organi interni di animali da
macello provenienti dal Macello pubblico di Ginevra, vennero eseguite ricerche supple-
torie su sostanze antibiotiche e chemoterapeutiche. 11 5,249, delle prove contenevano
penicillina, 1’8,469, conteneva altri prodotti antibiotici o chemoterapeutici, solo od
abbinati a penicillina. Tutti i casi positivi (esaminati senza un’anamnesi) presentarono
lesioni pit1 0 meno evidenti degli organi. Si descrive un metodo diagnostico sulla scorta
dell’inibizione della crescita di Sarcina lutea, e viene proposto di introdurre questo
metodo nei normali esami batteriologici delle carni. L’autore indica i pericoli che
rappresenta I’aggiunta di penicillina od altri antibiotici agli alimenti per il consumatore.
L’autore ritiene che la legislazione sul controllo delle carni dovrebbe indicare il
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giudizio dell’ispettore delle carni nel caso di un referto positivo per gli antibiotici, e
sottolinea i vantaggi del metodo, per la repressione del commercio degli antibiotici
senza prescrizione veterinaria.

Summary

248 bacteriological analyses of muscle tissue and various inner organs from animals
slaughtered in the city abattoir in Geneva were carried out with the aim of searching
for antibiotic-chemotherapeutic substances. 5.249, of the samples contained penicillin
and 8.469, other antibiotic-chemotherapeutic substances, either singly or in combi-
nation with penicillin. All these positive cases (delivered without a case history)
showed more or less severely marked changes in the organs. A diagnostic method based
on preventing the growth of Sarcina lutea is described and it is suggested that this
method be carried out as a supplementary to the usual bacteriological meat exami-
nation. The author points out the dangers to public health in food containing anti-
bioties, especially penicillin. He is of the opinion that legislation about meat control
should make a precise statement about the decision of the meat inspector in cases
where an examination for antibiotics has a positive result, and he emphasises the
advantages of this method for suppressing the sale of antibiotics without veterinary
prescription.
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