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Introduction générale

L'utilisation responsable des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire est un sujet
de santé publique nécessaire afin de maintenir I'efficacité des traitements. Pour faire face a
I’antibiorésistance, I'usage des antibiotiques comme promoteurs de croissance en élevage est
interdit dans I'Union Européenne (UE) depuis 2006 et seule l'utilisation en tant que
médicament vétérinaire est autorisée. Pour leur administration, plusieurs formes
pharmaceutiques sont disponibles, dont les prémélanges médicamenteux, qui sont des
formes orales rajoutées aux aliments afin de constituer les aliments médicamenteux. Pendant
la fabrication, le transport ou le stockage de ce type d’aliment, une contamination croisée
peut se produire entre les aliments médicamenteux et les aliments non médicamenteux,
entrainant la présence non désirée d’antibiotiques dans ces derniers. Cette problématique a
fait I'objet d’un rapport publié par I'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et
I'Agriculture (FAO, Food and Agriculture Organization) en 2019 et d’un autre publié par
I’Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA, European Food Safety Authority) en

2021.

L’exposition non maitrisée des animaux de rente a des faibles concentrations d’antibiotiques
peut entrainer, d'un c6té, la sélection de bactéries résistantes dans le microbiote intestinal
des animaux et, d’un autre c6té, le dépassement des Limites Maximales de Résidus (LMR) dans
les denrées. Dans les deux cas, la présence de résidus d’antibiotiques dans I’alimentation
animale présente un risque pour le consommateur et I'environnement d’étre exposé a des
antibiotiques ou des bactéries résistantes. Cette exposition non maitrisée peut présenter

également un risque économique pour I’éleveur en cas de dépassement des LMRs.

Les objectifs de ces travaux ont été d’étudier chez des porcs exposés a un aliment contaminé
par des antibiotiques, les conséquences sur les concentrations d’antibiotiques dans les tissus

et sur I’évolution de la résistance dans le microbiote intestinal.

Ce mémoire est divisé en trois parties :

e La premiere partie rappelle la situation actuelle sur 'utilisation des antibiotiques en
élevage porcin, notamment sous forme de prémélanges médicamenteux et la

problématique de la contamination croisée des aliments non médicamenteux. Les
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risques chimiques et biologiques associés a cette contamination croisée sont présentés
ainsi que les méthodologies utilisées pour les évaluer. Enfin, la question et les sous
guestions de recherche de la thése sont posées.

La deuxieme partie présente les résultats des travaux réalisés au cours de cette these
sous forme de trois articles scientifiques (un accepté et deux soumis).

La troisieme et derniére partie est composée d’une discussion suivie des perspectives

et une conclusion générale des travaux de recherche.
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1. Elevage porcin et traitements antibiotiques

1.1. Elevage porcin

1.1.1. Représentation dans le monde et en France

En 2021, le porc est la deuxiéme viande la plus consommée dans le monde apres la volaille et
la plus consommeée en Europe. Bien que sa consommation mondiale soit en baisse dans la
derniere décennie, la viande porcine est la viande la plus consommeée en France, représentant
37% de la viande totale consommée par habitant (31,7 kg équivalent carcasse par habitant

par an en 2021, figure 1B) [1-3] .
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Figure 1. A) Consommation mondiale de viande entre 1991 et 2021 en kg équivalent carcasse par
habitant. (Source : OCDE). B) Consommation francaise de viande entre 1999 et 2021 en kg équivalent
carcasse par habitant (source : Agreste).

Depuis 1961, la production porcine mondiale n’a cessé d’augmenter, augmentation
principalement liée a la production chinoise (figure 2). Au niveau européen, la France
constitue le troisieme pays producteur de porc derriére I'Espagne et I’Allemagne [1]. En
termes de cheptel, la France se situe comme quatriéme pays européen avec 12,9 millions de
tétes en 2021 [4]. La Bretagne est la premiere région francaise productrice de porc (la sixieme
région en Europe), avec 56% de la production nationale totale, suivie par les Pays de la Loire

(11%) et la Nouvelle-Aquitaine (7%) [1, 5] (figure 3). Au sein de la production porcine totale
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frangaise, le label rouge constitue 3,7% et les porcs issus de l'agriculture biologique

représentent 1,2% [1].
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Figure 2. A) Evolution du cheptel mondial porcin entre 1961 et 2021. B) Evolution du cheptel mondial
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Figure 3. Cheptel porcin francais par région en 2021 (source : Eurostat)
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1.1.2. Aliments pour porcs

Définition et réglementation

Les aliments composés pour animaux sont définis dans le réeglement (CE) N°767/2009 du
Parlement européen et du Conseil [6] comme « un mélange d’au moins deux matiéres
premiéres pour aliments des animaux, comprenant ou non des additifs pour I'alimentation
animale, qui est destiné a I'alimentation animale par voie orale, sous la forme d’un aliment
complet pour animaux ou d’un aliment complémentaire pour animaux ». L’Union Européenne,
dans le cadre de sa législation, réglemente toutes les procédures de mise sur le marché et
d’utilisation des aliments pour animaux [6], ainsi que tout ce qui concerne I’hygiéne de ce type
d’aliment et leur tracabilité [7]. De méme, les matieres premiéres a utiliser pour leur

fabrication et les additifs autorisés sont également réglementés et listés [8, 9].

Aliments composés pour porc

Le porc est un animal omnivore et, afin de couvrir ses besoins nutritionnels, ses aliments sont
fabriqués principalement a base de céréales (comme le blé ou le mais), d’oléo protéagineux

(comme le tournesol ou le colza) et de minéraux [10-12].

Pour atteindre les objectifs de production permettant de satisfaire la demande de
consommation en élevage porcin, 50,7 millions de tonnes d’aliments composés industriels
pour porc ont été fabriqués dans I’'Union Européenne en 2021. En France, ce tonnage s’élevait
a 4,8 millions la méme année, ce qui place I'aliment porcin en troisieme position en termes de
production d’aliments composés pour animaux, derriere ceux destinés a la volaille et aux
bovins (figure 4) [1, 13]. Selon un rapport publié par INAPORC en 2017, la fabrication
industrielle représentait environ deux tiers du tonnage total d’aliments donnés aux porcs en

France, alors que le tiers restant était fabriqué a la ferme [14].
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Figure 4. A) Production d'aliments composés pour animaux par espéece entre 1989 et 2021 dans
I’'Union Européenne. B) Production d'aliments composés pour animaux par espéce entre 1989 et 2021

en France (source : FEFAC)

1.2. Les antibiotiques en médecine vétérinaire

Dans I’'Union Européenne, les antibiotiques ne sont utilisables chez les animaux que comme
médicament vétérinaire. Cependant, dans le passé, les antibiotiques étaient également
utilisés comme promoteurs de croissance. En 1986, la Suéde devenait le premier pays a
interdire I'utilisation des antibiotiques comme promoteurs de croissance [15]. Puis, I’'Union
Européenne interdisait I'usage de I'avoparcine en 1997 et de la bacitracine, spiramycine,
virginiamycine et tylosine en 1999 [16]. Finalement, depuis 2006 et avec le Reéglement

européen (CE) 1831/2003 [9], I'usage des antibiotiques comme additifs alimentaires et, donc,
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comme facteurs de croissance est totalement interdit. L'objectif de cette mesure est de lutter
contre I'antibiorésistance. Toutefois, cette utilisation est encore présente dans d’autres pays,
comme c’est le cas de I'’Australie, de la Nouvelle Zélande ou des Etats-Unis, par exemple [15,

16].

En médecine vétérinaire, 'usage des antibiotiques est principalement collectif quand il s’agit
d’élevage intensif. L'administration se fait essentiellement par voie orale avec un objectif
curatif ou préventif, méme si ce dernier usage reste quand méme limité. Leur utilisation est

encadrée par la réglementation européenne [17].

1.2.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules capables de tuer les bactéries (bactéricides) ou d’inhiber
leur multiplication (bactériostatiques). Selon leur origine ils peuvent étre naturels,
synthétiques ou semi synthétiques. Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur mode

d’action :

e Les antibiotiques qui inhibent la synthese de la paroi bactérienne, comme les B-
lactamines ou les glycopeptides, en bloquant la synthése du peptidoglycane [18],
composant essentiel de la paroi qui protege la bactérie contre la lyse cellulaire et qui
lui permet de résister aux stress mécaniques (comme les variations de pression
osmotique, par exemple) [19, 20].

e Les antibiotiques qui inhibent la synthése des protéines en interagissant avec le
ribosome a deux niveaux différents : sur la sous-unité 30S, comme les tétracyclines ou
les aminoglycosides, ou sur la sous-unité 50S, comme les macrolides ou les phénicolés
[18].

e Les antibiotiques qui inhibent la synthese de I’ADN, comme les quinolones et
fluoroquinolones, en se fixant sur I’ADN et en bloquant les enzymes impliquées dans
la réplication et la transcription de ’ADN : I’ADN gyrase et la topoisomérase IV [21].

e Les antibiotiques qui désorganisent la membrane cytoplasmatique, comme les
polymyxines ou les lipopeptides [22].

e Les antibiotiques qui bloguent la synthéese de I'acide folique, intermédiaire nécessaire
pour la synthése des acides nucléiques, comme les sulfamides et le triméthoprime
[23].

~ 3]~
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Figure 5. Principaux modes d'action des antibiotiques [24]

1.2.2. Utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire et en élevage porcin

En élevage, I'utilisation des antibiotiques peut répondre a trois objectifs. D’abord, le
traitement thérapeutique, qui a pour objectif de guérir des animaux malades. Ensuite, le
traitement métaphylactique, traitement de controle, qui vise a éviter la propagation d’une
infection dans un élevage en traitant tous les animaux, a partir du moment ou une fraction
d‘entre eux est malade. Finalement, le traitement prophylactique ou préventif, avec lequel on
évite le développement d’'une maladie chez des animaux exposés a un risque infectieux [25].
Les traitements métaphylactique et prophylactique ont un usage limité et il est souhaitable

d’utiliser les antibiotiques en tant que traitement thérapeutique.

Dans le cadre de la lutte contre I'antibiorésistance, 'usage d’antibiotiques en médecine
vétérinaire diminue régulierement en France depuis la mise en place des plans d’action
« Ecoantibio ». L’Agence Nationale du Médicament Vétérinaire (ANMV) estime que, entre
2011 et 2021, I'exposition globale des animaux aux antibiotiques (ALEA : Animal Level of
Exposure to Antimicrobials') a diminué de 47% en France. Pour les porcs cette exposition a
diminué de 58,5%, cette réduction se situe en 3°™¢ position derriére celles de la filiére
cunicole, celles des animaux de compagnie (chiens et chats) et devant celles concernant les

volailles et les bovins [26].

L ’ALEA représente le rapport entre le poids vif traité et le poids vif total d’'une espéce animale
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Figure 6. Evolution de I'ALEA par espéce animale entre 1999 et 2021 (source : ANMV [26])

En tonnage, la quantité d’antibiotiques vendue en France (toutes espéces confondues) a
diminué de plus de 500 tonnes de substance active par rapport a 2011 (figure 7) [27]. Presque
30 % du tonnage total a été destiné au secteur porcin en 2021. Cela correspond a une
exposition de presque 40 mg d’antibiotique par kg de poids vif abattu chez les porcs (face a
13 mg/kg de poids vif chez les bovins et presque 30 mg/kg de poids vif chez la volaille) [26]. La
phase de post-sevrage correspond a la période pendant laquelle la quantité d’antibiotiques

administrés est la plus élevée, suivie par la période d’engraissement des porcs [28].
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Figure 7. Evolution de la vente totale d'antibiotiques (toutes espéces confondues) en tonnes de
substance active en France entre 2011 et 2021 (source : ESVAC)
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La figure 8 présente le niveau d’exposition des porcs (ALEA) aux différentes familles
d’antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire en France en 2021. Les antibiotiques les plus

utilisés chez le porc sont :

e Pénicillines : appartenant a la famille des B-lactamines, elles sont utilisées pour le
traitement d’infections respiratoires, gastro-intestinales ou méme des infections
cutanées [29].

e Tétracyclines: elles sont principalement utilisées dans le cadre d’infections
respiratoires, gastro-intestinales et systémiques (comme la mycoplasmose, la
listériose ou la maladie de Glasser provoquée par Haemophilus parasuis) [29, 30].

e Macrolides : utilisés chez les porcs pour traiter des infections respiratoires et gastro-
intestinales (comme celle provoquée par les mycoplasmes) [29, 31].

e Polypeptides : dans ce groupe se trouve la colistine, utilisée pour le traitement des
infections gastro-intestinales provoquées par E. coli [29, 31].

e Aminoglycosides : utilisés pour le traitement d’infections respiratoires et intestinales
[29, 32].

e Sulfamides et triméthoprime : administrés en association pour traiter des infections
respiratoires et digestives [29, 33].

e Lincosamides : utilisés dans le traitement des infections digestives [29].

e Phénicolés : utilisés dans le traitement des infections respiratoires [29].
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Figure 8. Exposition des porcs (ALEA) par famille d'antibiotiques en France en 2021 (source : ANMV
[26])
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Famille

Pénicillines

Tétracyclines

Macrolides

Polypeptides

Aminoglycosides

Sulfamides

Diaminopyrimidines

Lincosamides

Phénicolés

Mode d’action

Inhibition de la synthese
de la paroi bactérienne
Inhibition de la synthese
de protéines (unité 30S
du ribosome)

Inhibition de la synthese
de protéines (unité 50S

du ribosome)

Différents mécanismes

Inhibition de la synthese
de protéines (unité 30S
du ribosome)

Inhibition de la synthese
d’acide folique
Inhibition de la synthese
d’acide folique
Inhibition de la synthese
de protéines (unité 50S
du ribosome)

Inhibition de la synthese
de protéines (unité 50S

du ribosome)

Bactéricide/

Bactériostatique

Bactéricide

Bactériostatique

Bactériostatiques

Bactériostatiques

ou bactéricides

Bactéricides

Bactériostatique

Bactériostatique

Bactériostatique

Bactériostatique

Tableau 1. Antibiotiques utilisés chez le porc

Principales molécules

chez le porc

Amoxicilline

Oxytétracycline
Doxycycline
Chlortétracycline
Tulathromycine
Tylosine

Tylvalosine

Colistine

Dihydrostreptomycine
Néomycine
Spectinomycine
Sulfadiazine

Sulfadiméthoxine

Triméthoprime

Lincomycine

Florfénicol

Concernant la forme pharmaceutique, les formes orales (hors prémélanges) sont les plus

vendues, suivis par les prémélanges médicamenteux et les formulations injectables, en Europe

comme en France (figures 9 et 10) [26, 27]. Chez les porcs, les voies d’administration

privilégiées sont les voies orale et parentérale, la voie topique représentant seulement 0,02%

du tonnage total vendu en France.
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Figure 9. Répartition de la vente d'antibiotiques pour animaux producteurs de denrées alimentaires
par forme pharmaceutique en 31 pays européens en 2021 (source : ESVAC)
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Figure 10. Répartition de la vente d’antibiotiques (toutes les espéces confondues) par forme
pharmaceutique en France (source : ANMV [26])

1.2.3. Réglementation et surveillance

Les antibiotiques, comme tout médicament vétérinaire, sont soumis au réglement européen
(UE) 2019/6 [17]. Cette législation définit tous les aspects concernant la mise sur le marché, la
fabrication, I'importation et I’exportation, la délivrance, la distribution, la pharmacovigilance
et I'administration des médicaments vétérinaires afin d’assurer un niveau élevé de protection

de la santé animale, du bien-étre animal, de I'environnement et de la santé publique.

Afin de minimiser et de mesurer les risques liés a |'utilisation des médicaments vétérinaires,

plusieurs programmes de controle et de surveillance sont mis en place pour limiter
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I’exposition humaine aux résidus de médicaments vétérinaires et surveiller I'antibiorésistance

en élevage.

A. Surveillance et contrble des résidus d’antibiotiques dans les denrées d’origine

animale

Limites Maximales de Résidus

Les Limites Maximales de Résidus (LMR) sont les concentrations maximales d’une substance
active autorisées dans une denrée d’origine animale et sont fixées selon les lignes directrices
du reglement (CE) N° 470/2009 [34]. Ces limites sont fixées par la Commission Européenne
sur proposition de I’Agence Européenne du Médicament (EMA). Les LMR sont destinées a
protéger les consommateurs de denrées d’origine animale vis-a-vis de dangers toxicologiques,
pharmacologiques et microbiologiques associés a la présence de résidus de médicaments
dans les aliments. Les valeurs des LMR sont précisées dans le réglement (UE) N° 37/2010 pour
chaque espece animale de destination et pour chaque denrée [35]. Les substances interdites,
pour lesquelles aucune LMR ne peut étre établie, sont classées dans le tableau 2 de ce

reglement.

Les principes méthodologiques pour I'évaluation du risque et les recommandations pour sa
gestion, permettant la fixation des LMR, sont précisés dans le réglement (UE) 2018/782 [36].
D’abord, a partir de I'ensemble des données issues des études toxicologiques et
pharmacologiques et des connaissances scientifiques disponibles concernant la substance
pharmacologiquement active, une dose sans effet nocif observé (NO(A)EL, No Observed
(Adverse) Effect Level) est établie. Puis, cette dose est divisée par un facteur d’incertitude ou
de sécurité, de 100 a 1000, qui permet d’obtenir la « Dose Journaliere Acceptable » (DJA).
Paralléelement, un résidu marqueur, défini dans le reglement (UE) 2018/782 [36] comme « un
résidu dont la concentration est dans un rapport connu avec la concentration des résidus
totaux dans une denrée d'origine animale », est choisi. Ceci permet donc d’établir un ratio
résidu marqueur/résidus totaux dans chaque matrice. Egalement, un panier alimentaire
prenant en compte la consommation journaliére standard de denrées d’origine animale est
concu. De cette fagon, en tenant compte de la DJA, du résidu marqueur, du ratio résidu

marqueur/résidus totaux, du panier alimentaire, ainsi que de la répartition des résidus dans
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les différentes denrées, les valeurs numériques des LMR sont établies. Ces LMR doivent

assurer que, suite a la consommation du panier alimentaire standard, I'exposition totale a des

résidus reste en dessous de la DJA.

Pharmacologie et
toxicologie

Niveau sans effet nocif
observé <L

Facteur de sécurité
(100 - 1000)

J> Dose

journaliére
acceptable
(DJA)

Répartition
dans les
tissus

Résidu
marqueur

LMR

Ratio résidu

Panier margueur
alimentaire /résidus
totaux

Figure 11. Procédure de calcul des LMR
Temps d’attente

Pour garantir le respect des LMR, des temps d’attente entre la derniere administration du
médicament et la commercialisation des denrées issues d’animaux traités sont déterminés
pour chaque médicament contenant la substance active, grace aux données
pharmacocinétiques des molécules. Afin de ne pas dépasser les LMR fixées, ces temps
d’attente sont communiqués par le vétérinaire au détenteur des animaux qui doit les

respecter [17].
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Contrédles officiels

Afin de s’assurer du bon respect de la reglementation, des plans de surveillance et des plans
de contréle (PS/PC) sont réalisés dans les pays de I'Union Européenne conformément au
reglement (UE) 2017/625 [37] et au réglement délégué (UE) 2022/1644 [38]. Les échantillons
a analyser dans ces PS/PC concernent des prélévements réalisés sur des animaux producteurs
d’aliments, tels que les tissus ou les liquides biologiques, mais également les aliments pour
animaux et I'eau. Les prélevements de liquides biologiques ou d’aliments concernent les
substances interdites uniquement. Ces contréles officiels ont pour objectif de garantir le
respect des LMR et des temps d’attente établis, ainsi que I'absence des substances interdites.
Pour la réalisation de ces contrdles, des méthodes d’analyse des résidus de substances
pharmacologiquement actives sont développées et validées comme indiqué dans le

reglement d’exécution (UE) 2021/808 [39].

B. Surveillance de I'antibiorésistance

Les bactéries résistantes sélectionnées chez les animaux de rente peuvent étre transmises a
I’humain par contact direct (a travers des fluides et substances biologiques des animaux
comme le sang, les feces, les urines, etc.). Les personnes les plus exposées a ce risque sont les
vétérinaires, les éleveurs et les personnes qui travaillent dans les abattoirs. Ces bactéries
résistantes d’origine animale peuvent aussi étre diffusées a I'"homme indirectement via
I'alimentation ou dans de rares cas, via I'environnement [40] (figure 12). Ces bactéries
résistantes peuvent étre pathogénes (Salmonella, Campylobacter) ou porteuses de génes de
résistance aux antibiotiques transmissibles a des bactéries pathogéenes pour ’lhomme. En cas
d’infection humaine par ces agents pathogénes, cette résistance peut conduire a l'inefficacité
du traitement et un échec thérapeutique. L'analyse de ces risques a conduit a la mise en place

d’une surveillance de I'antibiorésistance en production animale.
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Figure 12. Modes de transmission de la résistance a travers la chaine alimentaire [41]

Surveillance des bactéries zoonotiques et commensales

Au vu du risque de la sélection et de la transmission a ’homme de bactéries résistantes aux
antibiotiques d’origine animale, la surveillance de la résistance aux antimicrobiens est
obligatoire en Europe depuis 2003 et réglementée par la directive 2003/99/CE [42]. Cette
directive impose aux pays membres, une surveillance de I'antibiorésistance chez les bactéries
d’animaux producteurs d’aliments et leurs denrées alimentaires, ainsi qu’une évaluation des
tendances et sources de cette résistance. Les modalités pour 'application de cette directive

sont précisées dans la décision d’exécution (UE) 2020/1729 [43].

Cette surveillance concerne des bactéries zoonotiques responsables d’infection chez 'lhomme
telles que les salmonelles et les campylobacters, et des bactéries commensales, indicatrices
du niveau d’antibiorésistance, telles que E. coli et E. coli productrices de B-lactamases a
spectre étendu (BLSE), céphalosporinases AmpC (AmpC) et carbapénémases (CP). La
surveillance est réalisée sur des animaux sains et sur quatre espéces animales productrices de
denrées, avec un systéme de rotation pour I’échantillonnage : le poulet et la dinde les années
paires, et le porc et le bovin les années impaires. Les échantillons incluent des préléevements
de viande fraiche et des échantillons de contenus caecaux. Les antibiotiques a surveiller, qui

varient en fonction de I'espéce bactérienne a analyser, concernent différentes familles :
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aminoglycosides, macrolides, pénicillines, céphalosporines, phénicolés, fluoroquinolones,
tétracyclines, sulfamides, diaminopyrimidines, etc. Les seuils épidémiologiques (ECOFF,
Epidemiological cut-off value) déterminés par le comité européen des antibiogrammes
(EUCAST, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) sont utilisés pour
distinguer les souches sauvages (sans mécanisme de résistance, souches dites « sensibles »),
des souches non-sauvages (présentant un mécanisme de résistance, souches dites
« résistantes ») [44]. Cette surveillance est menée en France par le Laboratoire National de

Référence (LNR) de I’Anses Fougeres depuis 1999.

Surveillance des bactéries pathogénes

Le réseau Résapath réalise en France depuis 1982, une surveillance de I'antibiorésistance des
bactéries responsables d’infections chez les animaux de production (bovins, porcs, volailles...)
et chez les animaux de compagnie (chiens, chats, chevaux...). Il s’agit d’'un réseau coordonné
par I'Anses ou les laboratoires partenaires envoient leurs résultats d’antibiogrammes,

préalablement demandés par le vétérinaire [45].
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Réglement Application
Réglement (CE) 767/2009 Aliments pour animaux
Reéglement (UE) 2019/6 Médicaments vétérinaires
Réglement (CE) 470/2009 Fixation des LMR

Classification des substances et valeurs des
Reglement (UE) 37/2010
LMR

Méthodologie d’évaluation des demandes de
Réglement (UE) 2018/782
LMR

Réglement (UE) 2019/4 Aliments médicamenteux

Réglement (UE) 2017/625 et Réglement
Controles officiels
délégué (UE) 2022/1644

Réglement d’exécution (UE) 2021/808 Méthodes d’analyse des résidus

Surveillance des zoonoses et agents
Directive 2003/99/CE
zoonotiques et de I'antibiorésistance

Modalités de surveillance de
Décision d’exécution (UE) 2020/1729
I’antibiorésistance

Tableau 2. Résumé des réglements européens concernant les aliments pour animaux, les
médicaments vétérinaires, les LMR et leur respect, les aliments médicamenteux et la surveillance de
la résistance aux antibiotiques
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2. Aliments médicamenteux et contamination croisée

2.1. Les prémélanges et les aliments médicamenteux

Un prémélange médicamenteux est un médicament vétérinaire destiné a la fabrication
d’aliments médicamenteux pour animaux [17]. Les aliments médicamenteux sont définis dans
la réglementation européenne comme « un aliment prét a étre directement administré aux
animaux sans transformation supplémentaire, consistant en un mélange homogéne d’un ou
plusieurs médicaments vétérinaires ou produits intermédiaires et de matiéres premiéres pour

aliments des animaux ou d’aliments composés » [46].

Utilisés depuis longtemps, cette voie d’administration est pratique quand on doit traiter un
grand nombre d’animaux. Cependant, la dose de médicament est moins maitrisée car elle
dépend de la consommation de nourriture [47]. De plus, leur usage comme traitement

prophylactique est interdit.

En 2021, I'Anses et TANMYV ont publié un rapport sur la cession des aliments médicamenteux
en France, grace aux données transmises par les fabricants et distributeurs de ce type
d’aliments (FAM et DAM). Selon ce rapport, les porcs représentaient, en 2020, 63% du poids

vif total traité via les prémélanges (figure 13) [48].

AUTRES | | CAPRINS | | BOVINS
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VOLAILLES
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GIBIERS
3%

LAPINS
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OVINS
15%

PORCINS

63% POISSONS

1%

Figure 13. Répartition du poids vif traité via les aliments médicamenteux par espéce [48]
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Cette voie d’administration en élevage est en baisse. De toutes les formes pharmaceutiques,
ce sont les prémélanges médicamenteux qui ont vu leur usage diminuer le plus avec une baisse
de ’ALEA de 18,2% depuis 2020, et de 79% depuis 2011 pour I'ensemble des espéces animales.
Pour les porcs, cette diminution est également tres significative : alors que ['utilisation
d’injectables en élevage porcin n’a presque pas varié, I'exposition aux prémélanges
médicamenteux a diminué de plus de 80%. Pour les autres formes orales (poudres et

solutions), cette diminution est d’environ 48% [26].
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Figure 14. Evolution de I’exposition des porcs aux différentes formes pharmaceutiques entre 1999 et
2021 en France [26]

En 2020, au plan régional, I'exposition des porcs aux antibiotiques distribués via les aliments
médicamenteux était la plus élevée en Auvergne-Rhone-Alpes, suivie par la Bretagne et les

Pays de la Loire (figure 15).
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Figure 15. Exposition des porcs (ALEA) aux aliments médicamenteux par région en 2020 [48]

Les prémélanges médicamenteux, comme tous les autres types de médicaments vétérinaires,
sont encadrés par le Réglement 2019/6 [17], jusqu’au moment ou ils sont incorporés aux
aliments médicamenteux, eux-mémes encadrés par le Réglement 2019/4 [46]. Ces deux
réglements couvrent tous les aspects de la fabrication jusqu’a I'administration des aliments
médicamenteux. Comme pour tout autre médicament vétérinaire, I'utilisation d’aliments
médicamenteux chez des animaux producteurs de denrées alimentaires, entraine

I'application d’un temps d’attente et le respect des LMR établies.

2.2. La fabrication des aliments médicamenteux et la problématique de

la contamination croisée

En général, la fabrication des aliments médicamenteux et non médicamenteux s’effectue sur
les mémes lignes de production. En conséquence, le transfert de molécules médicamenteuses
d’un lot d’aliment a un autre peut exister. Ce phénomene de transfert ou « carry-over »
entraine la contamination croisée entre les aliments médicamenteux et les non
médicamenteux [49, 50]. En France, le Ministére de I’Agriculture et la Péche a publié en 2007
des Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) concernant les aliments médicamenteux dans

lesquelles des limites de contamination croisée ont été fixées. Ces limites étaient de 5% de
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contamination pour le premier lot suivant un lot d’aliment médicamenteux, et 1% pour le

deuxiéme [51].

La survenue du « carry-over » est tres influencée par les propriétés électrostatiques des
substances et par leur force d’adhésion aux matériaux, ce qui complique le nettoyage des
équipements [49, 52]. Pour faire face a ces transferts indésirables, les fabricants ont décidé
de produire des préparations présentant des propriétés électrostatiques moindres et, méme
si cette mesure a permis de réduire le taux de contamination, le probléme reste toujours
présent [52]. D’autres facteurs tels que la taille des particules, la disposition de I'’équipement
et des infrastructures ainsi que les techniques de nettoyage des lignes de production, les
procédures de manipulation ou encore I’erreur humaine ont un impact sur I'occurrence de ce
carry-over [49, 50]. Le phénomeéne de ségrégation entre les composants du prémélange
médicamenteux et les aliments peut apparaitre au cours des processus de fabrication, de
manipulation et de transfert. Il advient du fait des différences de formes, de densité et de
taille des particules du prémélange et de celles de I'aliment. Ce phénomeéne peut conduire a
des transferts d’antibiotiques entre aliments médicamenteux et non médicamenteux mais
aussi a des concentrations non uniformes au sein des aliments médicamenteux [53, 54]. La
contamination peut donc avoir lieu a toutes les étapes de fabrication de I'aliment [55]. De
plus, elle peut avoir lieu pendant le transport ou le stockage des aliments au niveau de |'usine
ou de la ferme. Filippitzi et al. [55] ont développé un modele pour prédire le pourcentage de
contamination croisée dans des aliments pour porcs. Selon celui-ci, si la production d’aliments
médicamenteux représentait, 2% de la production totale d’aliments, alors environ 5,5% des
aliments pour porcs fabriqués annuellement pourraient étre contaminés par des
antibiotiques. Selon ce méme modéle, 1.80% des aliments seraient contaminés dans les usines
de fabrication, 1.83% pendant le transport, et 1.84% au niveau de la ferme. En conclusion, ce

phénoméne est presque inévitable et difficile a contréler [56].

Ce probléme a déja été mis en évidence dans plusieurs études. En 1997, Lynas et al. [57] ont
analysé des échantillons d’aliments médicamenteux et non médicamenteux au Royaume Uni.
Presque 24% des aliments médicamenteux contenaient des antibiotiques non déclarés et plus

de 26% des aliments supposés étre exempts d’antibiotiques étaient contaminés.

De méme, Robert et al. [58] ont réalisé des plans de surveillance en Belgique pendant trois

ans sur des aliments pour animaux en recherchant 13 médicaments vétérinaires, dont 11



Partie | : Contexte scientifique, objectifs et méthodologie

antibiotiques. De la totalité des échantillons analysés, 20% étaient non conformes avec un
taux de contamination supérieur a 1%, qui correspond au seuil de carry-over autorisé en
Belgique. Les substances actives les plus retrouvées étaient le flubendazole (antiparasitaire),

I’'amoxicilline, la colistine, la sulfadiazine et le triméthoprime.

Entre 2013 et 2018, Przeniosto-Siwczynska et al. [59] ont analysé plus de 300 échantillons en
Pologne afin d’étudier la contamination croisée avec des tétracyclines. Les échantillons
incluaient des aliments pour bovin, porcin et volaille, ainsi que des prémélanges et des
matieres premieres. Presque 12% des échantillons étaient contaminés a des concentrations
allant de 0,3 a 49 mg/kg. Les tétracyclines retrouvées étaient la doxycycline, la

chlortétracycline et I'oxytétracycline.

En France, des plans de surveillance et de contréle ont été réalisés en 2017 et 2018 sur des
aliments composés (non médicamenteux) pour lapin, porc et volailles avec pour objectif la
recherche de présence d’antibiotiques [60]. Presque 200 échantillons (91 en 2017 et 101 en
2018), prélevés directement a la ferme, ont été analysés en ciblant 11 antibiotiques
appartenant a différentes familles. Les résultats ont montré que 15% des échantillons étaient
contaminés avec des concentrations supérieures a 1 mg/kg, avec parfois plusieurs
antibiotiques. De plus, dans 44% des aliments, les concentrations dépassaient la limite de
quantification de la méthode qui était 0,125 mg/kg. En ce qui concerne les aliments pour porc,
les taux d’échantillons contaminés a des taux dépassant 1 mg/kg étaient de 14 % en 2017 et
de 7% en 2018 [61]. Les antibiotiques les plus retrouvés appartenaient aux familles des
sulfamides et des tétracyclines pour tous les aliments confondus. Dans les aliments pour
porcs, les antibiotiques les plus retrouvés étaient la sulfadiazine, I'oxytétracycline, la
chlortétracycline, la tylosine, la sulfadiméthoxine, le triméthoprime et I'amoxicilline (figure

16).
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Figure 16. Taux de contamination retrouvé par antibiotique dans les aliments pour porc en 2018 (en
rouge) comparé au tonnage vendu sous forme de prémélange (en vert) [60]

En 2019, I'Organisation des Nations unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAQO) a publié
un rapport sur la problématique et les causes de la contamination croisée des aliments pour
animaux [53]. Dans ce rapport ils ont également abordé les risques que cette contamination
croisée pourrait entrainer pour la santé humaine si un transfert de résidus vers les denrées
d’origine animale a lieu. Deux types de risques sont abordés : les risques chimiques (toxicité)
et risques biologiques (sélection d’antibiorésistance). Finalement, les experts recommandent
de réaliser une évaluation de risques afin de mettre en place des actions pour minimiser les

conséquences des contaminations croisées.

Dans la suite de ce manuscrit, les risques associés a la présence non désirée d’antibiotiques

dans les aliments pour animaux seront abordés.
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3. Risques chimiques liés a la contamination croisée des

aliments pour animaux par les antibiotiques

La présence d’antibiotiques dans les aliments non médicamenteux peut conduire a des effets
indésirables chez les animaux non cibles. C'est le cas notamment de la lincomycine,
antibiotique avec une autorisation chez le porc, dont I’'administration a des vaches a des doses
faibles, engendre des syndromes diarrhéiques, une perte d’appétit et une diminution de la
production de lait [62]. Mais I'impact majeur de la présence d’antibiotiques dans les aliments
non médicamenteux est la présence d’antibiotiques a des doses résiduelles dans les denrées
d’origine animale, pouvant dépasser les LMR, et donc constituer un risque pour le

consommateur.

3.1. Présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées d’origine

animale et dépassement des LMR

Un résidu de médicament vétérinaire est défini comme la présence d'une substance entrant
dans la composition du médicament ou de ses métabolites dans des produits animaux tels que

la viande, le lait et les ceufs.

La présence fortuite d’antibiotiques dans les aliments pour animaux, impliquant leur
administration involontaire aux animaux de rente, entraine le non-respect des temps
d’attente réglementaires et, par conséquence, la possible présence de résidus d’antibiotiques
et de leurs métabolites dans les denrées d’origine animale. Si ces résidus parviennent a
dépasser les LMR, cela pourrait représenter un risque pour le consommateur. Comme pour
les animaux, I'exposition des consommateurs a des antibiotiques pourrait conduire a des
problemes de toxicité. Les pénicillines, par exemple, peuvent provoquer des réactions
allergiques chez les sujets sensibles, méme a des faibles concentrations [63, 64]. De plus, la
présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées d’origine animale pourrait favoriser la

sélection d’antibiorésistance [65, 66].

Controler et éviter la présence de ces résidus est important pour réduire au maximum
I’exposition des consommateurs. Au niveau européen, des PS/PC sont mis en place pour

détecter les non conformités et interdire la commercialisation de denrées ayant des
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concentrations supérieures a la LMR. Les plans de surveillance ont un objectif d’évaluation de
I’exposition du consommateur, quel que soit le niveau des résidus (au-dessus ou en dessous
des limites réglementaires). Les prélevements sont effectués de facon aléatoire. Les plans de
controle ont pour objectif de détecter des non-conformités et les prélevements par les
services vétérinaires sont orientés sur la base d’informations préalables (état de I'animal,
documents vétérinaires, ...). Les plans de contrdles ont pour but de réduire la mise sur le
marché de denrées non conformes. Pour la réalisation de ces plans, des techniques
analytiques qui permettent de détecter et de quantifier ces molécules sont mises en ceuvre.
En 2021, en production porcine, 7 non conformités (i.e. concentration dépassant la LMR) sur
1793 prélevements (0,4 %) ont été mises en évidence pour les résidus d’antibiotiques [67].
Les antibiotiques retrouvés étaient la tulathromycine, la dihydrostreptomycine, la
doxycycline, la sulfadiméthoxine et la lincomycine. Au niveau européen (Union Européenne,
Islande, Norvége et Royaume Uni), sur 38180 échantillons provenant de la filiere porcine,

0.09% étaient non conformes en 2021 [68].

3.2. Propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des

antibiotiques cibles

L’absorption et la distribution des médicaments sont influencées par plusieurs facteurs tels
gue la forme pharmaceutique, la voie d’administration et les propriétés physico-chimiques de
la substance. Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressées a quatre
antibiotiques : I'amoxicilline, I'oxytétracycline, la sulfadiméthoxine et le triméthoprime. Ces
molécules, de par leurs structures, ont des caractéristiques physico-chimiques et

pharmacocinétiques différentes.

A. Amoxicilline

Appartenant a la famille des B-lactamines, I'amoxicilline fait partie des pénicillines du groupe
A (pénicillines a spectre large). Son groupe amine lui confére une plus grande stabilité en
milieu acide (et donc, a pH gastrique) par rapport a son prédécesseur la pénicilline G, ce qui
rend possible son administration orale. Sa biodisponibilité orale (proportion du médicament

qui arrive a la circulation systémique) est relativement faible chez les porcs, entre 25 et 31%
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en fonction du statut a jeun ou non des animaux, selon une étude menée par Agersg & Friis
[69].
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Figure 17. Structure de I'amoxicilline

B. Oxytétracycline

Cette molécule appartient a la famille des tétracyclines et posséde un spectre d’action large.
Les tétracyclines ont la capacité de se fixer aux ions métalliques (présents dans les aliments
comme les produits laitiers ou la viande) et de former des chélates insolubles, ce qui diminue
leur absorption orale et provoque leur élimination a travers les feces. C’'est pour cela qu’il faut
éviter leur prise lors des repas. De plus, a pH gastro-intestinal, I'oxytétracycline est
principalement sous forme ionisée, ce qui 'empéche de traverser les membranes [30]. La
biodisponibilité orale de I'oxytétracycline chez le porc est tres faible, comme ca a été

démontré précédemment dans la littérature (d’environ 3%) [70].
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Figure 18. Structure de I'oxytétracycline

C. Sulfadiméthoxine

Appartenant a la famille des sulfonamides, antibiotiques a large spectre, la sulfadiméthoxine
est un sulfamide sulfamido-substitué a action prolongée. Ce sulfamide est tres liposoluble. Il

s’agit d’'une molécule amphotere dominée par le caractére acide faible de la fonction
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sulfonamide, ce qui permet une bonne absorption orale car la molécule est faiblement
ionisée. Les études pharmacocinétiques sur cette molécule chez les porcs sont limitées, mais
les données disponibles estiment que cette molécule aurait une biodisponibilité orale

d’environ 90% [71].
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Figure 19. Structure de la sulfadiméthoxine

D. Triméthoprime

Le triméthoprime appartient a la famille des diaminopyrimidines, des antibiotiques a spectre
large. Ce sont des molécules a caractéere basique faible. Le triméthoprime est administré en

association avec les sulfonamides. Sa biodisponibilité orale est d’environ 90-92% chez le porc

[72]
NH, OMe
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Figure 20. Structure du triméthoprime

Dans le tableau 3, plusieurs parametres physico-chimiques et pharmacocinétiques sont

comparés pour les quatre antibiotiques :

e LogP : aussi appelé coefficient de partage, qui permet de mesurer la solubilité d’une
molécule. C'est le coefficient de distribution d’une molécule entre une phase

organique et une phase aqueuse. Plus le coefficient est grand, plus la molécule est



Les tro

Partie | : Contexte scientifique, objectifs et méthodologie

lipophile et, dans le cas des antibiotiques, plus elle traversera facilement les
membranes.

TPSA (Topological Polar Surface Area ou aire de la surface polaire topologique) : ce
parameétre mesure la surface totale polaire de la molécule. Plus ce parametre est
grand, plus de groupes hydrophiles seront sur la surface et plus difficile sera le passage
de la molécule au travers des membranes.

pKa : ce paramétre permet de définir la force d’un acide ou d’une base, permettant
également de déterminer si la molécule sera sous forme ionisée ou non ionisée?. Seule
la partie non ionisée pourra traverser les membranes et étre absorbée. Le pH intestinal
chez les porcs est d’environ 6-7 [73].

Biodisponibilité (F) : plus elle est élevée, plus le médicament est disponible dans la
circulation sanguine.

Volume de distribution : plus il est élevé, plus la distribution vers les tissus sera élevée.

is premiers parameétres sont des parametres physico-chimiques alors que les deux

derniers sont des paramétres pharmacocinétiques.

Parameétre Amoxicilline Oxytétracycline | Sulfadiméthoxine | Triméthoprime
LogP* 0.87 -0.9 1.63 0.91
TPSA** 132.96 201.85 116.43 105.51

3.2 (acide) et 11.7 3.2, 7.5 et 8.9 | 6.2, 6.3 (fonction
pKa ) o ) 7.12%*

(amine primaire)*  [74] sulfonamide) [33]
Biodisponibilité | 25-31% [69] 3% [70] 90% [71] 90-92% [72]
Volume de
distribution 0.55-1.35 [69, 75] 1.4 [70] 0.2-0.4 [76] 1.1- 1.8 [72, 76]
(L/kg)

*Données de PubChem **Données de drugcentral

Tableau 3. Paramétres physico-chimiques et pharmacocinétiques de I'amoxicilline, I'oxytétracycline,

la sulfadiméthoxine et le triméthoprime

2 pour les acides (pour les bases, le contraire s’applique) :

Si pH>pKa, la molécule sera principalement sous forme ionisée
Si pH=pKa, la molécule sera 50% ionisée et 50% non ionisée
Si pH<pKa, la molécule sera principalement sous forme non ionisée
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4. Risques biologiques lies a la contamination croisée des
aliments pour animaux par les antibiotiques :

I"antibiorésistance

4.1. Antibiorésistance : définition et situation actuelle

L'antibiorésistance (ABR) désigne la capacité des bactéries a résister a I'action des
antibiotiques utilisés dans le cadre d’un traitement thérapeutique. Ceci est actuellement un
des plus grands problemes de santé publique. Selon un rapport publié en 2022 [77], les
auteurs estiment via un modele statistiques que 1,27 millions de morts dans le monde en 2019
seraient directement attribuables a la résistance aux antibiotiques et qu’elle est associée a la
cause du déces d’environ 5 millions de personnes. De méme, O’Neill a estimé qu’en 2050, 10
millions de morts dans le monde seront attribuables a la résistance aux antibiotiques soit plus

gue les estimations de décés attribuables aux cancers [78, 79].

L'usage des antibiotiques chez les animaux est considéré pour I’homme, comme un facteur de
risque de sélection et de dissémination de bactéries résistantes par I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS). Au plan national et dans I'union européenne, des dispositifs de surveillance
de l'utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire et de la résistance aux antibiotiques
chez les bactéries isolées chez I'animal ont été mis en place. En France, les dispositifs de suivi
de la résistance chez les bactéries pathogenes isolées dans le cadre de diagnostics vétérinaires
(réseau Résapath) et de plans de surveillance a I'abattoir documentent I’évolution de la
résistance au regard des données d’exposition mesurées par I'’Agence Nationale du

Médicament Vétérinaire.

Les différents dispositifs de surveillance ont montré une diminution de I'exposition des porcs
aux antibiotiques en France entre 2011 et 2021 (diminution de I’ALEA de 58,5% [26]) et une
augmentation du nombre de E. coli (bactérie indicatrice de I’ABR) sensibles a tous les
antibiotiques, passant de 30% en 2019 a 44% en 2021 chez le porc sain a I'abattoir [80].

Néanmoins, ceci n’est pas le cas pour toutes les espéces animales et cela veut dire qu’il y a
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encore 56% des souches E. coli chez le porc qui sont résistantes® & au moins un antibiotique,

dont 24% d’entre elles, résistent a trois antibiotiques ou plus en 2021 [67].

Les plans de surveillance réalisés en 2019 et en 2021 chez le porc ont montré que les
pourcentages de résistance a la tétracycline chez les E. coli indicatrices étaient les plus élevés

(50%), suivis par le sulfaméthoxazole, I'ampicilline et le triméthoprime (figure 21) [67, 81].
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Figure 21. Pourcentage de résistance des E. coli indicatrices chez le porc en 2019 (A) et 2021 (B)
(d’apres [67, 81])
Chez les E. coli pathogenes isolés de porcs malades, la sensibilité aux fluoroquinolones
(enrofloxacine et marbofloxacine) et aux céphalosporines de 3™M€ et 4°™¢ génération (ceftiofur
et cefquinome) restait élevée (98-99%) en 2021. La sensibilité aux autres antibiotiques est en
augmentation depuis 2011 (+19% pour la tétracycline, +14% pour la streptomycine ou +10%
pour la gentamicine, par exemple). Néanmoins, pour I'amoxicilline et I'amoxicilline + acide
clavulanique, la sensibilité des souches a légérement diminué (-1,2% et -10%, respectivement)

[45].

La figure 22 montre I’évolution de la sensibilité des E. coli pathogénes (toutes les pathologies)
aux antibiotiques qui font objet de ces travaux de recherche au cours des dernieres années en

France.

3 Résistance épidémiologique, selon les seuils ECOFF établis par 'EUCAST
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Figure 22. Evolution de la sensibilité aux 3 antibiotiques pour E. coli, toutes pathologies [82]

4.2. Types et mécanismes d’antibiorésistance

Il y a deux types de résistances aux antibiotiques : la résistance intrinseque ou innée, et la

résistance acquise.

e Résistance innée: ceci implique une caractéristique structurelle ou fonctionnelle de

I’espéce bactérienne grace a laquelle elle n’est pas sensible a I'antibiotique. C’est le cas des
mycobactéries, qui n’ont pas de paroi, et donc elles sont insensibles aux B-lactamines ; ou
des bactéries Gram négatifs, qui ont une membrane extérieure imperméable aux
glycopeptides [83, 84].

e Résistance acquise : il s’agit de I'acquisition de mécanismes de résistance par une souche

bactérienne d’une espece normalement sensible. Ceci est un probleme majeur de santé
car cette résistance peut conduire a I'’échec thérapeutique [84]. Le développement de la
résistance acquise est favorisé par le mauvais usage des antibiotiques et par leur utilisation
intensive, qui crée une pression de sélection sur les bactéries. Les mécanismes de
résistance sont codés par des génes de résistance et par des mutations chromosomiques.

L'acquisition de nouveaux genes peut se faire par transfert horizontal de matériel
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génétique, par transformation (incorporation de I’ADN directement dans la bactérie),
transduction (transfert a partir d’'un bactériophage) ou conjugaison (transfert d’une

bactérie a I'autre par contact direct) [85].
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Figure 23. Mécanismes de transfert de génes de résistance [86]

Il existe plusieurs mécanismes de résistance aux antibiotiques :

= Modification ou destruction enzymatigue de I'antibiotique afin de le neutraliser ou de

I'inactiver. C'est le cas de la résistance aux B-lactamines avec la production des B-
lactamases, qui hydrolysent I'anneau B-lactame, ce qui empéche leur union dans le
site d’action et, donc, I'inhibition de la synthése de peptidoglycane [84, 87]. Un autre
exemple de ce type de mécanisme est I'acétylation, phosphorylation ou I'adénylation
des aminoglycosides, ce qui provoque leur inactivation [85, 87].

= Modification ou protection de la cible pour réduire I'affinité de I'antibiotique et qu’il

ne puisse plus se lier a sa cible. C’est le cas de la résistance aux fluoroquinolones avec
la mutation des génes codant les sous-unités GyrA, GyrB, ParC et/ou ParE de I’ADN
gyrase et de la topoisomérase IV [88, 89] ou la résistance aux B-lactamines avec
I'altération de la structure ou du nombre des protéines de liaison aux pénicillines
(protéines impliquées dans la synthése du peptidoglycane) [85].

= Modification de I'activité des pompes a efflux qui permettent d’expulser I'antibiotique

en dehors de la cellule bactérienne. Des exemples de ce type de mécanisme sont la
résistance aux tétracyclines, phénicolés ou B-lactamines [83, 84].

= Diminution de la perméabilité membranaire pour empécher I'acces a la cible. C'est le

cas des résistances aux phénicolés ou aux tétracyclines [83].
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Figure 24. Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (d’apres [25])
Les souches bactériennes peuvent étre résistantes a plusieurs antibiotiques en méme temps.
Quand la résistance a plusieurs antibiotiques est due a un seul mécanisme, on parle de
résistance croisée. Si, par contre, plusieurs mécanismes sont impliqués, on parle de co-

résistance [84].

4.3. Mesures d’action pour lutter contre I'antibiorésistance

Afin de lutter et minimiser les taux d’ABR, plusieurs mesures et plans ont été adoptés dans le

monde et en Europe.
4.3.1. Plans d’action

A. Plan d’action One Health contre I’antibiorésistance

Le concept One Health (une seule santé) est défini comme « une approche intégrée et unifiée,
qui a pour objectif d’équilibrer et optimiser de facon durable la santé des hommes, animaux et
écosystéemes. Cette approche reconnait que la santé des humains, des animaux domestiques
et sauvages, des plantes et de I’environnement au sens large (en incluant les écosystémes)
sont étroitement liés et interdépendants » [90]. Cette démarche One Health est mise en place
par la commission européenne dans le cadre du plan européen pour combattre le

développement de I'antibiorésistance (figure 25) [91].
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L’objectif principal de ce plan est de préserver les traitements efficaces contre les maladies
infectieuses humaines et animales. Pour I'atteindre, les actions a mettre en place sont basées

sur trois axes :

e Mettre en place les meilleures pratiques au niveau de I'UE : meilleure surveillance,
meilleures mesures et plans de contrdle, promouvoir un usage responsable des
antibiotiques...

e Promouvoir la recherche, approfondir les connaissances afin de trouver des nouvelles
solutions pour prévenir et traiter les maladies infectieuses d’étiologie bactérienne
ainsi qu’améliorer leur diagnostic, développer des nouveaux vaccins...

e Créer des partenariats, renforcer la présence de 'UE au niveau mondial et coopérer
avec les pays en voie de développement, car on vit dans un monde interconnecté et

I’ABR est une problématique globale.

Santé humaine

One
Health
?f&ﬁ\
G
=
Santé animale Environnement

Figure 25. Concept « One health »

B. Stratégie « Farm to fork »

Avec l'objectif d’atteindre un systéme alimentaire plus durable et équitable, la stratégie
« Farm to fork » considére que I'agriculture joue un role primordial dans le développement
d’une chaine alimentaire durable [92]. Afin de combattre I'antibiorésistance, la Commission
Européenne vise avec ce plan a réduire de 50% les ventes d’antibiotiques chez les animaux

d’élevage et en aquaculture en 2030.
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C. Plan Ecoantibio

Le plan Ecoantibio est un plan frangais pluriannuel instauré par le Ministre de I’Agriculture et
de I’Alimentation. Le plan Ecoantibio 1 (2012-2017) [93] avait comme objectif de réduire de
25% en 5 ans l'usage des antibiotiques en médecine vétérinaire ainsi que de réduire
I'utilisation des antibiotiques d’importance critique en médecine vétérinaire
(fluoroquinolones et céphalosporines de 3™ et 4™M¢ génération). Ce plan a été un succés et a
permis de réduire de 37% |’exposition des animaux aux antibiotiques [94]. Le plan Ecoantibio
2 (2017-2021) avait pour objectif d’évaluer les impacts du premier plan, de poursuivre les
actions engagées et de maintenir la tendance a la baisse de l'usage des antibiotiques en
médecine vétérinaire [94, 95]. De méme, ce plan avait deux objectifs quantitatifs : réduire de
50 % l'exposition a la colistine en filiere bovine, porcine et avicole ; et baisser de 50 % la

prévalence d’E. coli BLSE sur les prélévements de viande de volailles au stade de la distribution.
Pour atteindre tous ces objectifs, 4 axes ont été abordés :

e Développer les mesures de prévention des maladies infectieuses et faciliter le recours
aux traitements alternatifs

e Communiquer et former sur les enjeux de lutte contre l'antibiorésistance, sur la
prescription raisonnée des antibiotiques et sur les autres moyens de maitrise des
maladies infectieuses

e Mettre a disposition des outils d’évaluation et de suivi du recours aux antibiotiques,
ainsi que des outils pour leur prescription et administration responsables

e S’assurer de la bonne application des regles de bon usage au niveau national et

favoriser leur adoption aux niveaux européen et international

Les deux objectifs chiffrés de ce deuxieme plan Ecoantibio 2 ont été atteints [96]. En raison du

succes des deux premiers, le plan Ecoantibio 3 est en cours de préparation.

4.3.2. Catégorisation des antibiotiques

L'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I’agriculture, 'OMS et I'Organisation
Mondiale de la Santé Animale (OMSA) ont élaboré, respectivement, une liste d’antimicrobiens
d’importance critique en médecine humaine et vétérinaire. Dans ce cadre, I'EMA a catégorisé
en 2019 les antibiotiques a usage vétérinaire. Ces listes classent les antibiotiques en fonction
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de leur risque de sélection de résistances, et donnent une criticité plus élevée a ceux qui
constituent, pour certaines infections, la seule solution thérapeutique existante en médecine
humaine. Grace a ces criteres, il est possible d’établir des priorités dans le choix des
antibiotiques lors de la prescription d’un traitement. L'objectif est de lutter contre

I'antibiorésistance en promouvant une utilisation responsable et prudente des antibiotiques.

A. Catégorisation internationale des antibiotiques de I’'Organisation Mondiale de la

Santé

La premiére liste des antibiotiques d’importance critique pour la médecine humaine (liste CIA)
de 'OMS a été créé en 2005 mais elle est fréquemment actualisée, avec sa derniéere version
en 2018 [97]. Cette catégorisation divise les antibiotiques utilisés en médecine humaine en

trois classes :

— Antibiotiques d’importance critiqgue, oU on retrouve les quinolones, les
céphalosporines ou les aminopénicillines (comme I'amoxicilline)

— Antibiotiques hautement importants, ol on retrouve les tétracyclines, les sulfamides
et le triméthoprime

— Antibiotiques importants

Cette catégorisation est basée sur deux critéres : si la classe d’antibiotiques est la seule option
disponible pour le traitement d’une infection humaine ; et si elle est utilisée pour traiter, soit
des infections d’origine non humaine, soit des bactéries pouvant acquérir des résistances

d’une source non humaine.

B. Catégorisation internationale de I'Organisation Mondiale de la Santé Animale

Cette liste concerne les antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire chez des animaux

producteurs de denrées [98] et ils sont divisés en :

— Agents antimicrobiens d’'importance critique en médecine vétérinaire (AICV), ou on
retrouve les aminopénicillines (comme I'amoxicilline), les tétracyclines, les
sulfonamides et le triméthoprime

— Agents antimicrobiens trés importants en médecine vétérinaire (ATIV)

— Agents antimicrobiens importants en médecine vétérinaire (AlV)
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Pour cette catégorisation, deux critéres ont été employés : le taux de réponse des Délégués
des Etats membres de I'OIE a un questionnaire concernant I'importance des antibiotiques en
médecine vétérinaire; et le traitement d’affections animales graves et la disponibilité

d’agents antimicrobiens de substitution.

C. Catégorisation européenne des antibiotiques selon I’Agence Européenne des

Médicaments

L’Antimicrobial Advice Ad Hoc Expert Group (AMEG) a créé une liste des antibiotiques en
fonction de leurs conséquences pour la santé publique (classement OMS), du risque
d’antibiorésistance chez ’homme suite a un usage en médecine animale et de la disponibilité
d’alternatives thérapeutiques chez I'animal présentant un risque inférieur de résistance
(classement OMSA) [99]. Cette liste est un outil de décision pour les vétérinaires. Dans cette
classification, il y a quatre catégories d’antibiotiques (A, B, C et D), présentées dans la figure
26. Dans la catégorie A on retrouve les carbapénemes, dans la catégorie B il y a les
fluoroquinolones et les céphalosporines, et la catégorie C concerne les aminoglycosides.

L'amoxicilline, les tétracyclines, les sulfonamides et le triméthoprime se trouvent dans la

catégorie D.

Catégorie A Catégorie B
Eviter Restreindre

« les antibiotiques de cette catégorie ne sont pas «» les antibiotiques de cette catégorie sont d'importance
autorisés en médecine vétérinaire dans I'UE critique en médecine humaine; leur usage chez I'animal
doit étre restreint afin de limiter les risques pour la
« Ils ne doivent pas étre utilisés chez les animaux santé publique

producteurs de denrées alimentaires

« leur utilisation doit étre envisagée seulement s'il
I‘utilisation chez les animaux de compagnie est n‘existe pas d'antibiotiques efficace au plan clinique
possible dans des circonstances exceptionnelles dans les catégories C ou D

« I"'administration doit s‘appuyer dans la mesure du
possible sur un test de sensibilité antimicrobienne

Catégorie D
Prudence

des alternatives aux antibiotiques de cette catégorie » a utiliser en traitement de premiére intention chagque
existent en médecine humaine fois que cela est possible

pour certaines indications thérapeutiques vétérinaires, « comme toujours, a utiliser avec prudence, seulement
il n‘existe pas d‘alternative dans la catégorie D lorsque cela est nécessaire au plan thérapeutique

|'administration est a envisager seulement s'il n‘existe
pas d'antibiotique efficace au plan clinique dans la
catégorie D

Figure 26. Catégories d'antibiotiques selon la catégorisation de I'EMA [99]



Partie | : Contexte scientifique, objectifs et méthodologie

4.4. Antibiorésistance et contamination croisée des aliments pour

animaux

4.4.1. Sélection de I'antibiorésistance par des faibles concentrations d’antibiotiques

La présence de résidus d’antibiotiques dans les aliments pour animaux ou encore dans les
denrées d’origine animale expose les animaux et les humains a des faibles concentrations
d’antibiotiques. Cela implique I'exposition des bactéries du microbiote intestinal (humain et
animal) a des doses sous-thérapeutiques ou sous-inhibitrices d’antibiotiques qui peuvent
favoriser la sélection d’ABR. L'exposition des bactéries a des fortes concentrations
d’antibiotiques pendant un traitement est connue pour favoriser la sélection et le
développement de résistance, mais I'impact d’une exposition a des concentrations sous-
inhibitrices pourrait également favoriser ce phénomeéne. En fait, traditionnellement, on
considérait que la fenétre de sélection de résistance se trouvait entre la Concentration
Minimale Inhibitrice* (CMI ou MIC pour Minimal Inhibitory Concentration) de la population
sauvage (sans mécanisme de résistance ; MICsusc) et la CMI de la population résistante (avec
un mécanisme de résistance acquis ; MICres). Dernierement, Gullberg et al. [100] ont fait
I’hypothése que cette sélection peut avoir lieu a des concentrations en dessous de la CMI des
populations sensibles, ce qui ouvrirait une nouvelle fenétre de sélection et introduit le concept

de Concentration Minimale Sélective® (MSC par Minimal Selective Concentration) (figure 27).

4 Concentration la plus faible d’antibiotique qui empéche la croissance d’une bactérie
5 Concentration d’antibiotique la plus faible conférant un avantage compétitif & une souche résistante vis 3 vis
d’une souche isogénique sensible
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Sub-MIC | Traditional MSC = Concentration Minimale Sélective
selective window ' selective window

MiICsusc = Concentration Minimale Inhibitrice

de la population sensible
MiCres = Concentration Minimale Inhibitrice

de la population résistante

Population sensible

Population résistante

Growth rate

MIC,;

Antibiotic concentration

Figure 27. Représentation de la croissance bactérienne des populations sensible et résistante en
fonction de la concentration d'antibiotique [100]

En général, I'acquisition d’une résistance sous une forte pression de sélection d’antibiotique
entraine un co(t biologique (fitness cost) pour la bactérie, comme une diminution dans le taux
de croissance, par exemple [85, 101]. A des fortes concentrations d’antibiotiques (doses
thérapeutiques), les populations bactériennes susceptibles seront inhibées ou tuées, et
seulement les populations résistantes survivront, méme celles avec un fitness cost élevé. A
I'inverse, a des concentrations en dessous de la CMI, la croissance de la population sensible
sera plus lente, mais elle survivra. Cela veut dire qu’il y aura une compétition avec la
population résistante et seules les souches avec des mutations conférant une résistance avec
un fitness cost faible seront compétitives. Par conséquence, ces mutations seront plus stables
et il est moins probable que la résistance soit réversible en absence d’antibiotique [100, 102,

103].

L'impact des doses sous-thérapeutiques (ou sous-inhibitrices) sur la sélection de résistance a
déja été mis en évidence. Dans une étude menée par Gullberg et al. [100], des souches
sensibles et résistantes de Escherichia coli et de Salmonella enterica ont été exposées a trois
antibiotiques différents (tétracycline, streptomycine et ciprofloxacine) a des concentrations
en dessous de la CMI. Leurs résultats ont montré que, a ces concentrations, une sélection des
résistants, préexistants mais aussi de novo, est possible. De méme, Peeters et al. [104] ont
étudié I'impact in vitro de la doxycycline a des concentrations résiduelles sur la sélection de
souches d’E. coli résistantes isolées a partir de feces de porc, ainsi que sur le transfert des

plasmides de résistance. Pour cela des expériences de conjugaison et de compétition entre
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des souches sensibles et résistantes ont été réalisées. Comme pour I'étude précédente, une
sélection de la souche résistante était observée, mais également une augmentation de la
fréquence de transfert pour un des plasmides. De méme, Moore et al. [105] ont exposé des
souches sensibles, intermédiaires et résistantes de Pseudomonas aeruginosa a des
concentrations sous thérapeutiques de tobramycine, entrainant une augmentation de la CMI

chez tous les isolats a la fin de I’étude.

In vivo, Lin et al. [106] ont montré une augmentation des taux de résistance dans la population
fécale E. coli chez des porcs traités avec des doses sous-thérapeutiques de ceftiofur ou
d’enrofloxacine, comparativement a des porcs contréles. Dans I'’étude animale menée par
Holman et al. [107], une augmentation des bactéries anaérobies résistantes a la tylosine avait
été observée chez des porcs qui avaient recu une alimentation contenant cet antibiotique a

des doses sous-thérapeutiques.

Ces exemples montrent que, aussi bien in vitro que in vivo, de faibles doses d’antibiotiques

peuvent entrainer la sélection d’ABR.

4.4.2. Rapport de I'EFSA

En septembre 2021 I’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA), en collaboration
avec I’Agence Européenne du Médicament, a publié un rapport en réponse a une demande
de la Commission Européenne sur l'impact de la présence de faibles concentrations
d’antibiotiques dans les aliments pour animaux (en lien avec la mise en application du
nouveau réglement 2019/4) [108]. Dans ce rapport, elle propose une méthodologie pour
estimer les concentrations d’antibiotiques résultant d’'une contamination croisée d’aliments
pour animaux en dessous desquelles il n’y aurait pas d’émergence et/ou de sélection de
bactéries résistantes dans le microbiote intestinal de I'animal. Sur la base de cette
méthodologie décrite ci-apres les experts ont proposé une valeur maximale de contamination
croisée, a savoir la FARSC (pour Feed Antimicrobial Resistance Selection Concentration). Ce
rapport concerne uniquement les espéces animales productrices de denrées. Les 24
substances actives, pour lesquelles cette estimation a été faite, sont des substances

importantes en santé humaine et animale. Elles sont listées dans le tableau 4.
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Substance active Famille Substance active Famille
1 Amoxicilline B-lactamine 13 Tétracycline Tétracycline
2 Amprolium Anticoccidien 14 Oxytétracycline Tétracycline
3 Apramycine Aminoglycoside 15 Acide oxolinique Quinolone
4  Chlortétracycline Tétracycline 16 Paromomycine Aminoglycoside
5 Colistine Polypeptide 17 Pénicilline V B-lactamine
6 Doxycycline Tétracycline 18 Tiamuline Pleuromutiline
7 Florfénicol Phénicolé 19 Thiamphénicol Phénicolé
8 Fluméquine Quinolone 20 Tilmicosine Macrolide
9 Lincomycine Lincosamide 21 Triméthoprime Diaminopyrimidine
10 Neomycine Aminoglycoside 22 Tylosine Macrolide
11 Spectinomycine = Aminoglycoside 23 Valnemuline Pleuromutiline
12 Sulfonamides Sulfamides 24 Tylvalosine Macrolide

Tableau 4. Substances actives pour lesquelles I'EFSA a évalué les concentrations maximales de
contamination croisée qui n'entraineraient pas de sélection ou émergence de résistance

Concernant les espéces bactériennes retenues dans |’évaluation, celles-ci n’étaient pas
limitées aux espéces pathogenes cibles incluses dans les indications thérapeutiques de chaque
antimicrobien, mais étaient élargies a toutes les espéces bactériennes pour lesquelles des
données de sensibilité étaient disponibles. Ce choix méthodologique a été fait afin de saisir
I'amplitude de la distribution de sensibilité des bactéries intestinales et du rumen
(commensales ou pathogénes) pouvant étre exposées a des résidus d’antibiotiques chez

I'animal apreés l'ingestion d'aliments.

Pour estimer les concentrations maximales de contamination croisée, les auteurs ont
développé un modeéle qui tient compte de la quantité maximale d’antibiotique dans le gros
intestin qui ne sélectionne pas de bactérie résistante (ARSQ, par Antimicrobial Resistance
Selection Quantity). Cette quantité est une valeur estimée, dérivée de I’équation pour
déterminer la DJA microbiologique pour la fixation des LMR d’antibiotiques. Cette équation
prend en compte la valeur de la MSC ou la MSC prédite (PMSC) si les données de MSC ne sont
pas disponibles ; la quantité journaliere de feces excrétée par les animaux ; et des parametres
pharmacocinétiques des antibiotiques tels que la biodisponibilité orale et la quantité

d’antibiotique absorbé qui est ensuite éliminée a travers l'intestin. La ration alimentaire
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journaliere des animaux est ajoutée a I’ARSQ pour donner une valeur de FARSC. Les données
utilisées pour ce modele proviennent de la littérature, de I'EMA ou encore des bases de

données publiques comme I'EUCAST.

FARSC
ARSQ
Animal
Aliment N Quantité Quantité de feces
Quantité d’antibiotiquedans  PMSC excrétée
d‘aliment le gros intestin

Figure 28. Représentation du calcul de la FARSC (d’apres [108])

Plusieurs limites et incertitudes sont liées a cette formule :
» Limites liées aux parametres pharmacocinétiques :

o La possible sélection de résistance dans le petit intestin n’est pas prise en compte.

o Le calcul est fait a partir de la quantité de féces excrétées et non du volume du colon.
Les concentrations d’antibiotiques entre ces deux endroits peuvent varier en fonction
de I'absorption d’eau dans l'intestin.

o D’autres facteurs, autres que la biodisponibilité, peuvent influencer la concentration
d’antibiotique dans le colon, ce qui veut dire que ce paramétre pourrait étre sur ou
sous-estimé.

o La méthode est basée sur I’exposition a un seul antibiotique.

o La variabilité des données pharmacocinétiques dans la littérature induisent que les

valeurs des FARSC soient un intervalle et non une concentration précise.

» Limites liées au calcul de la MSC ou PMSC :

o Lesvaleurs de MSC sont calculées pour une seule souche ou espéce bactérienne, sans
tenir compte de la complexité de I'environnement et, donc, de la présence d’autres
especes.

o Lecalcul des MSC a été fait pour deux especes bactériennes, donc des extrapolations
ont été réalisées pour les autres (PMSC). De plus, pour le calcul des PMSC, des CMI
des pathogénes humains ont été utilisées et extrapolées pour des pathogenes

animaux. Tout ¢ca peut conduire a une mauvaise estimation de la valeur de la PMSC.



|- Etat de I'art

o Des extrapolations sont faites au sein d’'une méme classe d’antibiotique

Des valeurs de FARSC pour le porc ont pu étre calculées pour certaines molécules et sont
détaillées dans le tableau 5. Cependant, plusieurs facteurs empéchent I'estimation de la
FARSC pour d’autres molécules, comme |'absence de données de CMI ou de MSC, I'absence
de données suffisantes concernant la pharmacocinétique des molécules ou le manque
d’études sur des especes bactériennes autres que E. coli ou Salmonella. Finalement, sur les
bases de données disponibles, les experts n’ont pu faire une estimation de la FARSC que pour

six molécules sur 24, et seulement pour certaines espéces animales.

FARSC (en mg/kg aliment)

Antibiotique
Porcs pour
Porcelets
engraissement
Florfénicol [2.07-125.00] x 103 [2.48-150.00] x 103
Tétracycline/Chlortétracycline/
[0.21-1.07] x 103 [0.25-1.28] x 103
Oxytétracycline
Doxycycline [0.17-0.89] x 10’3 [0.20-1.07] x 103
Triméthoprime [0.63-2.91] x 103 [0.76-3.49] x 1073

Tableau 5. Estimations des concentrations d’antimicrobiens dans I'aliment qui n’entraineraient pas de
sélection ni d’émergence de résistance [108]

Comme on peut voir dans le tableau 5, les FARSC estimées par I'EFSA sont des concentrations
tres faibles, et largement en dessous des concentrations retrouvées lors des plans de
surveillance réalisés en France en 2017 et 2018 [60]. Ce sont également des concentrations
trés en dessous des concentrations actuellement acceptées par les BPF des aliments

médicamenteux en France [51].

Des études supplémentaires seraient nécessaires afin d’approfondir la question de I'impact
des concentrations résiduelles sur la sélection de la résistance, mais également pour générer
des nouvelles données, utiles pour le calcul des FARSC des molécules manquantes. Ce projet
de thése vient compléter ce rapport en apportant des informations sur le risque de

contamination croisée dans la sélection d’antibiorésistance.
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II- Objectifs de la these et stratégie de

recherche

Comme décrit dans la premiére partie de ce manuscrit, la contamination croisée des aliments
pour animaux pourrait conduire a la présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées
d’origine animale, mais également contribuer a la sélection de bactéries antibiorésistantes,
transmissibles a ’'homme via I'alimentation ou I'’environnement. La problématique du projet
de recherche est représentée dans la figure 29 et les dangers abordés dans cette these sont

également mis en évidence (encerclés).

Perte
économique

Toxicité

t
® ;
F A

Aliment contaminé
Ingestion par les animaux
producteurs de denrées

Toxicité

» s
—~—

\U
Résidus

o
Bactéries et génes
de résistance

Humains

Bactéries et génes
de résistance

Environnement

Figure 29. Problématique de recherche du projet. Encerclés en jaune et en vert, deux dangers
conduisant a deux risques*
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La problématique de ce projet de these est, donc :

Quels sont les risques pour ’homme générés par des aliments pour animaux producteurs
de denrées alimentaires contaminés par des antibiotiques a des taux acceptés dans le cadre

réglementaire actuel?

Les sous questions de recherches sont :

Est-ce que I’exposition des animaux a un aliment contaminé en dessous du seuil de conformité

actuel peut conduire a la présence de résidus au-dessus de la LMR ?

Est-ce que I’exposition des animaux a un aliment contaminé en dessous du seuil de conformité

actuel peut contribuer a la sélection de bactéries résistantes aux antibiotiques ?

Pour répondre a ces 2 questions, nous nous proposons d’étudier, plus précisément chez le
porc, l'effet de ces expositions a plusieurs antibiotiques (amoxicilline, oxytétracycline,
sulfadiméthoxine et triméthoprime) mis en évidence dans les plans de surveillance. Pour y

parvenir, trois phases de travaux ont été planifiées.

|. Développement et validation de méthodes analytiques pour le dosage
d’antibiotiques dans les tissus et matrices biologiques de porc et application a une

étude pilote

Afin de quantifier les résidus d’antibiotiques dans les différentes matrices de porc, des
méthodes analytiques LC-MS/MS ont été développées et validées. Les antibiotiques de choix
ont été I'amoxicilline (AMOX), I'oxytétracycline (OTC), la sulfadiméthoxine (SDMT) et le
triméthoprime (TMP). Cette sélection a été faite selon deux critéres : les antibiotiques les plus
utilisés sous forme de prémélange chez les porcs et les antibiotiques les plus retrouvés lors
des plans de surveillance francais de 2017 et 2018 portant sur des aliments prélevés a la ferme.
Les matrices de porc étudiées sont le plasma, les féces, le muscle, le foie et le rein, afin de
documenter la pharmacocinétique plasmatique et tissulaire de ces antibiotiques et leur
concentration au niveau intestinal. Les méthodes ont été validées selon I'approche du profil
d’exactitude et ensuite appliquées dans le cadre d’une étude pilote. Dans cette étude, trois
groupes de deux porcs ont recu un aliment contaminé par les antibiotiques de choix :

amoxicilline, oxytétracycline ou I'association sulfadiméthoxine/triméthoprime. La validation
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des méthodes analytiques et leurs applications lors de I’étude animale pilote ont fait I'objet

d’un article publié dans le journal Food Additives and Contaminants. Part A.

I. Evaluation du risque de présence de résidus dans les denrées d’origine animale

suite a une exposition dans la limite des seuils réglementaires

Le deuxieme objectif de la thése était d’évaluer le risque de présence de résidus
d’antibiotiques dans les denrées d’origine animale suite a I’exposition a un aliment contaminé.
Pour cela, deux expérimentations animales ont été réalisées. Dans chaque étude, des porcs
ont recu, par le biais d’aliments supplémentés, soit I'oxytétracycline, soit I'association
sulfadiméthoxine/triméthoprime a des concentrations correspondant aux taux de
contamination croisée tolérés par les bonnes pratiques de fabrication. Des échantillons de
plasma, féces, foie, muscle et rein ont été prélevés et analysés par LC-MS/MS avec les
méthodes développées. Le risque de dépassement des LMR dans les différents tissus a été
évalué. De plus, pour la sulfadiméthoxine, une recherche de métabolites dans le foie a été
réalisée. Finalement, un modéle pharmacocinétique a été développé afin de prédire, selon le
taux de contamination de sulfadiméthoxine dans I’aliment, la concentration d’antibiotique
attendue dans les tissus. L’étude animale concernant I’association
sulfadiméthoxine/triméthoprime a fait objet d’une publication qui a été soumise au journal

Journal of Agricultural and Food Chemistry.

Il. Evaluation du risque de sélection d’antibiorésistance chez les animaux exposés

a un aliment contaminé dans la limite des seuils réglementaires

Le dernier objectif de la thése était d’évaluer I'impact de la contamination croisée des aliments
sur le risque de sélection de bactéries résistantes dans le microbiote intestinal. Pour répondre
a cette question, une étude animale a été faite sur deux groupes de porcs : un groupe contréle
et un autre recevant un aliment contaminé par 'oxytétracycline. Des échantillons fécaux ont
été prélevés avant et pendant le traitement et des analyses microbiologiques ont été
effectuées afin d’étudier I'évolution de populations de E. coli résistantes dans les deux
groupes au cours du temps. Des tests de sensibilité a d’autres antibiotiques ont également été
faits afin d’identifier des possibles co-résistances, et les groupes phylogénétiques des souches
isolées ont été caractérisés afin d’étudier la diversité clonale des isolats. Cette étude a fait

I'objet d’un article qui a été soumis au Journal Veterinary Microbiology.
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lll- Méthodes mises en ceuvre

1. Outils pour mesurer les risques chimiques liés aux résidus

d’antibiotiques dans les aliments pour animaux

1.1. Analyse pharmacocinétique

La pharmacocinétique étudie le devenir des médicaments dans I'organisme. Connaitre le
comportement des principes actifs dans les organismes est essentiel pour I'évaluation de
risques liés aux résidus dans les denrées d’origine animale, ainsi que pour la fixation des doses
posologiques et des LMR. Il y a quatre phases dans le transit du médicament dans I'organisme :

absorption, distribution, métabolisation et excrétion (ADME).

e Absorption : passage du principe actif du site d’administration a la circulation
sanguine. Cette phase n’est pas présente dans le cas d'une administration
intravasculaire. On la caractérise par la biodisponibilité (fraction de la dose
administrée, absorbée par I'organisme) et par la vitesse de cette absorption.

e Distribution : diffusion et répartition du principe actif dans I'organisme et les différents
tissus.

e Métabolisation : également appelée biotransformation, c’est I'altération de Ia

structure chimique du médicament pour produire des métabolites (actifs ou inactifs)
qui seront éliminés par excrétion.
e Excrétion : excrétion du principe actif ou de ses métabolites de 'organisme. Elle est

principalement rénale, dans I'urine ou biliaire, dans les feces.

L’élimination d’une substance de I'organisme résulte des processus de métabolisation et

d’excrétion.

Pour I’étude du comportement du médicament, deux types d’approches pharmacocinétiques

sont possibles, 'analyse non compartimentale et I'analyse compartimentale.
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1.1.1. Analyse non compartimentale

L'analyse non compartimentale ou NCA (pour Non-Compartmental Analysis) ne fait pas
I’hypothése des compartiments. Avec cette approche, il n’y a pas de création d’'un modele
mathématique, mais une estimation des paraméetres pharmacocinétiques grace aux données

expérimentales. Les principaux parametres sont :

e Aire sous la courbe (AUC, Area Under the Curve) : ce parametre représente I'exposition
de I'organisme au médicament.

e Cmax et Tmax : concentration maximale de principe actif dans une matrice et temps
nécessaire pour atteindre cette concentration apres administration.

e Temps moyen de résidence (MRT, Mean Residence Time) : temps moyen passé par la
molécule dans I'organisme (de son entrée a sa sortie).

e Temps de demi-vie terminal : temps nécessaire pour diviser par deux la concentration
plasmatique du médicament au cours d’une phase de pseudo-équilibre.

e Volume de distribution : volume théorique (apparent) dans lequel le médicament se
distribue. Ce n’est pas un volume réel.

e Clairance : volume totalement épuré (a concentration constante) de cette substance

par unité de temps qui représente la capacité de I'organisme a éliminer le médicament

1.1.2. Analyse compartimentale

Ce type d’approche représente mathématiquement I'organisme sous la forme de
compartiments dans lesquels le médicament se déplace et se répartit. Les compartiments sont
des espaces virtuels qui peuvent représenter une réalité biologique ou anatomique (comme
le fluide sanguin, par exemple), ou étre fictifs et ne pas représenter un tissu particulier mais
un tissu ou plusieurs. Dans chaque compartiment le principe actif a un comportement
similaire d’un point de vue cinétique. Cest pour cela que, dans un modele
monocompartimental (le plus simple), le médicament aura une cinétique homogéne dans
I’ensemble de I'organisme ; alors que dans les modeles a plusieurs compartiments le principe
actif sera distribué entre eux avec une cinétique différente dans chacun d’eux. Chaque
compartiment aura un volume de distribution. Le modele comprend des constantes

d’échanges entre les compartiments et des constantes d’entrée (constante d’absorption pour
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les administrations extravasculaires) et de sortie (constante d’élimination). Ces paramétres,
ainsi que la dose administrée, détermineront la variation au cours du temps de la
concentration du principe actif dans le compartiment (figure 30). L’analyse compartimentale
consistera a sélectionner un modéle mathématique le plus simple possible capable de décrire
les données expérimentales. La modélisation permettra également de simuler les
concentrations dans les différents compartiments en fonction des protocoles de traitement

(doses et échéances) des animaux.
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Figure 30. Représentation d'un modele monocompartimental (A), bicompartimental (B) et
monocompartimental avec administration extravasculaire (C)

Dans le cadre de cette thése, une analyse compartimentale basée sur une analyse

pharmacocinétique de population (PKPop) a été réalisée. Ce type d’analyse est souvent utilisé

guand les données disponibles sont limitées. La PKPop prend en compte toutes les données
de facon simultanée, au lieu de réaliser une analyse individu par individu. Elle a pour objectif
de décrire le comportement d’'un médicament dans I'organisme ainsi que d’estimer et
d’expliquer la variabilité (interindividuelle, inter-occasion...) avec des covariables (poids,

age...), afin de pouvoir appliquer le modéle a une population plus grande. Le développement
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d’'un modele en PKPop commence par la sélection d'un modeéle structurel
(monocompartimental, bicompartimental, etc.) et d’'un modele d’erreur. Ensuite, dans un

deuxieme temps, les covariables sont rajoutées au modele [109, 110].

1.2. Méthodes analytiques de dosage des résidus d’antibiotiques et des

métabolites dans les matrices biologiques

La détection et le dosage des résidus d’antibiotiques et des métabolites dans les tissus et
matrices biologiques nécessitent une premiere étape de préparation d’échantillon. Les
extraits purifiés sont ensuite injectés dans un appareil analytique constitué d’un systéme de
séparation des analytes (chromatographie) couplé a un systeme de détection (ultraviolet,

fluorescence ou spectrométrie de masse).

1.2.1. Techniques de préparation des échantillons

Quelle que soit la technique de détection utilisée et I'objectif de I'analyse, une phase
préliminaire d’extraction de I'analyte et de ses métabolites, suivie éventuellement d’une
purification, est nécessaire. Cette étape de préparation d’échantillon nécessite une phase
d’optimisation pour améliorer le rendement d’extraction et la robustesse de la procédure de
préparation. Dans le cadre d’un dosage de résidus, la connaissance des composés recherchés
permet d’appliquer une méthode d’extraction-purification plus sélective afin de limiter les
effets matrices. Les techniques les plus utilisées pour I'extraction d’antibiotiques sont
I’extraction liquide-liquide (LLE) ou solide-liquide (SLE) et I’extraction en phase solide (SPE). La
LLE et la SLE sont des procédures rapides et simples qui utilisent des solvants organiques plus
ou moins polaires (méthanol, acétonitrile, acétate d’éthyle), ou des solutions agueuses
tamponnées pour extraire les antibiotiques de leur matrice. Le choix du solvant d’extraction
dépendra des caractéristiques physicochimiques de I’analyte. D’'un autre c6té, la SPE permet
une purification des échantillons ainsi qu’une concentration des molécules avec I'utilisation
de cartouches sur lesquelles les analytes d’intérét restent retenus, on parle alors de SPE
rétentive. Ensuite, une ou plusieurs étapes de lavage sont réalisées afin d’enlever les possibles
interférents, pour finalement faire éluer les molécules. La SPE peut étre également utilisée de
maniére non-rétentive selon un mode appelé « pass-through ». Dans ce cas, 'extrait est

déposé sur la cartouche dans un solvant permettant d’éluer directement I'analyte mais de
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retenir certaines interférences (i.e. phospholipides). D’autres techniques, comme les
méthodes QUEChERS (pour Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe ou rapide, facile,
abordable, efficace, robuste et slr) reposent sur une extraction de type LLE ou SLE, avec ajout
de sels comme le chlorure de sodium ou le sulfate de magnésium (on parle alors de salting-
out) et/ou de phase solide dispersive (dSPE) pour purifier les échantillons. Les différents sels
et la phase solide dispersive sont préalablement pesés, ce qui apporte de la robustesse au

procédé.

Parfois, une étape d’évaporation suivie de la reconstitution dans un solvant compatible avec
la séparation chromatographique est effectuée pour concentrer les analytes. Cette étape
permet également une dilution de I'extrait dans un solvant compatible avec la phase mobile

chromatographique.
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Figure 31. Principe et étapes de la SPE : conditionnement de la cartouche, dépose de I’échantillon,
lavage pour éliminer les interférents et élution des analytes d’intérét [111]

1.2.2. Technique de séparation d’analytes : la chromatographie liquide

La chromatographie est la technique de séparation d’analytes la plus utilisée. Plusieurs
techniques de séparation différentes sont possibles et sont toutes basées sur deux éléments
principaux : une phase stationnaire et une phase mobile. La phase mobile (PM), qui peut étre
liguide ou gazeuse, transporte les analytes de I"’échantillon. Ces derniers interagissent avec la
phase stationnaire (PS) liquide ou solide, et, en fonction de leur affinité avec cette PS, seront
plus ou moins retenus et donc séparés. En fonction de la phase mobile utilisée on peut diviser
les techniques chromatographiques en chromatographie liquide (liquid chromatography, LC)

ou chromatographie gazeuse (gas chromatography, GC). La GC est principalement utilisée
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pour des analytes facilement volatiles, ce qui n’est pas le cas de la plupart des antibiotiques.
La LC sera donc la technique privilégiée pour la séparation d’antibiotiques dans un échantillon.
Le choix de la phase stationnaire (colonne analytique), de la phase mobile et du mode

d’élution est essentiel pour obtenir une séparation et une résolution suffisante des analytes.

Dans le cas d’une chromatographie en phase normale, la PS est polaire (gel de silice) et la PM
est apolaire en début de gradient. Pour la chromatographie en phase inverse ce sera 'opposé,
la PS sera apolaire (silice greffée avec groupements apolaires) et la PM polaire en début de
gradient. Dans la plupart des cas, la chromatographie en phase inverse est la technique de
choix pour la quantification d’antibiotiques, avec des colonnes de type C18 [112-118] ou de
type phényle [60, 119, 120]. Dans le cas des aminoglycosides, qui sont des molécules trés
polaires, des colonnes de type HILIC (hydrophilic interaction liquid chromatography ou

chromatographie liquide a interaction hydrophile) sont également utilisées [121].

La PM, dans le cas d’'une chromatographie en phase inverse, sera polaire en début de gradient.
Pour I'analyse d’antibiotiques, il est fréquent d’utiliser une PM binaire avec des solvants
comme l'eau, I'acétonitrile ou le méthanol [60, 118, 121-127]. L’ajout d’une solution tampon
pour maintenir le pH, ou d’un acide pour favoriser I'ionisation en spectrométrie de masse,
peuvent étre également utiles. La proportion des solvants dans la PM peut étre constante au
cours du temps (élution isocratique) ou peut varier pendant le temps d’analyse (élution en
gradient). L’élution en gradient permet, en général, une meilleure résolution et finesse des

pics et accélere I'élution lorsque les analytes ont des polarités assez différentes.

1.2.3. Technique de détection pour le dosage d’antibiotiques : la spectrométrie de

masse en tandem

Plusieurs techniques de détection peuvent étre utilisées telles que le détecteur ultraviolet
(UV), lafluorescence ou la spectrométrie de masse (MS pour mass spectrometry). La détection
UV est basée sur I'absorbance des molécules a une certaine longueur d’onde. La fluorescence
est basée sur la capacité de certaines molécules a émettre une fluorescence apres excitation
par un rayonnement a une longueur d’onde adaptée. Dans le cas d’un triple quadripdble c’est

la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) qui est utilisée.
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La MS/MS est devenue la technique la plus utilisée pour I'identification et la quantification
d’antibiotiques. En effet, il s’agit d’'une technique analytique offrant une sensibilité et une
spécificité de détection élevée et les différents types de source permettent de couvrir une
large gamme de composés. Le principe de la détection par MS est basé sur une transformation
des analytes en ions au niveau de la source, puis d’une séparation des ions au niveau de
I’analyseur en fonction des rapports m/z (m = masse, z = charge), et enfin d’'une conversion

des courants ioniques en courant électrique permettant la détection des composés.

La source d’ionisation volatilise et ionise les molécules. L'ionisation peut se produire par

protonation ou déprotonation, par perte ou capture d’'un électron, ou par formation d’un
adduit. Plusieurs sources, basées sur des principes différents, existent. Une des plus utilisées
en couplage avec la chromatographie liquide car adaptée pour une large gamme de petites
molécules non volatiles, comme les antibiotiques, est la source d’ionisation par electrospray
(ESI). Le principe de I'ESI repose sur un échantillon liquide qui passe a travers un capillaire,
dans lequel des fines gouttelettes chargées vont se former grace a un champ électrique. Avec
I'application de chaleur et d’un gaz (azote, air comprimé), le solvant s’évapore et la taille des
gouttelettes se réduit. Par conséquence, la densité de charge de la surface des gouttelettes
augmente, ce qui entraine leur désintégration et I'éjection des ions, qui sont conduits vers
I'analyseur de masse. Une autre source d’ionisation qui a été développée récemment est la
source Unispray (US) dont le principe est proche de celui de la source ESI mais met en jeu un
spray accéléré entrant en interaction avec une aiguille cylindrique chargée et utilisant I'effet
Coanda®. Cependant, la source US permet une plus grande désolvatation et fission des
gouttelettes, ce qui entraine la production d’un plus grand nombre d’ions et un meilleur

rendement d’ionisation.

6 Effet Coanda : phénoméne physique pour lequel un fluide gazeux ou liquide est attiré par une surface courbe
sur laquelle il coule.



I1l- Méthodes mises en ceuvre

El = Impact électronique

APCI = lonisation chimique a pression atmosphérique

1 ESI = lonisation par electrospray

100000—
g
£
3
@
© 10000 —
: LC-MS/MS
© (ESI)
=

1000 —
LC-MS/MS
GC-MS/MS (APCl)
(E1)

- Polarité

Figure 32. Types de techniques et de sources d'ionisation en fonction de la polarité et la taille des

analytes (d’apres [128-130])
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Figure 33. Représentation de la source electrospray [131]

L'analyseur de masse, ici le triple quadripole (TQ) sépare les ions en fonction de leur rapport

m/z. Un quadriplle est constitué de quatre barres métalliques connectées deux a deux
électriquement a travers lesquelles les ions voyagent. Un balayage des tensions appliquées
aux électrodes permettra d’observer successivement I'ensemble des ions. Plusieurs modes
d’acquisition sont possibles mais le Multiple Reaction Monitoring (MRM) est un des plus
utilisés car il permet une détection spécifique et augmente la sensibilité. Le MRM permet de

sélectionner plusieurs ions parents et plusieurs ions fragments afin de détecter et quantifier
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un grand nombre de molécules en méme temps. C'est ce type d’appareil qui a été choisi pour
effectuer les dosages nécessaires lors des différentes phases animales réalisées dans le cadre
de cette thése. Dans le premier quadripdle (Q1), les ions parents d’intérét sont sélectionnés
par rapport a leur ratio m/z. Ces ions continuent jusqu’au deuxiéme quadripdle (Q2), qui est
une cellule de collision contenant un gaz inerte dans laquelle les ions parents vont se
fragmenter et donner des ions fragments ou ions produits. Les ions produit vont jusqu’au
troisieme quadripdle (Q3) ol, comme dans le Q1, ils seront sélectionnés selon leur m/z. Ces
ions atteignent finalement le détecteur, au niveau duquel le courant ionique sera transformé

en courant électrique et le signal enregistré.

Détecteur

P “,/ —~ e Q@ e
Sélectiondesions
o produits

Fragmentation

Sélectiondesions
parents

Figure 34. Représentation d'un triple quadripéle

Sur un systeme de type TQ, I'optimisation des conditions de détection en MS est réalisée par
infusion de I'’ensemble des analytes pour déterminer les transitions ainsi que les parametres
de source « composés dépendants » les plus pertinents (tension de céne, énergie de collision
CE). Ensuite, les paramétres de source comme les gaz de nébulisation, de séchage, rideaux et
la température de source et de capillaire, communs pour I'ensemble des analytes, sont
optimisés. On choisit généralement les parameétres les plus favorables au composé le plus

difficile a ioniser.

Une méthode d’analyse dite quantitative est basée sur la comparaison de la réponse de
I'analyte dans un échantillon a une gamme de dosage établie préalablement ou en parallele.
Cette gamme couvrira le domaine de mesure visé par la méthode et est construite en
supplémentant la matrice avec I'analyte a des concentrations connues. En général, un

standard interne est également rajouté en début de procédure afin de corriger les rendements
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d’extraction et les effets matrice fréquents avec les sources ESI. Le ratio du signal

analyte/standard interne est utilisé pour la quantification.

1.3. Validation des méthodes de dosage des antibiotiques

La validation est une des étapes les plus importantes avant I'application en routine d’une
méthode analytique. Le terme validation est défini dans la norme ISO 17025 [132] comme « la
confirmation par examen et I'apport de preuves objectives du fait que les prescriptions
particulieres en vue d’une application prévue déterminée sont remplies », c’est-a-dire, la
démonstration que la méthode analytique répond aux besoins de 'usage prévu. Il existe
différents documents référentiels pour la validation des méthodes analytiques et les critéres
d’acceptabilité des caractéristiques de performance dépendent de ces référentiels. Dans le
cadre des contréles officiels pour le dépistage et le dosage de résidus d’antibiotiques, les
exigences concernant les méthodes d’analyse, I'interprétation des résultats et le mode
d’échantillonnage sont définis dans le reglement d’exécution 2021/808 [39], qui a récemment

remplacé I'ancienne décision 2002/657/CE.

D’une maniere générale, les caractéristiques de performance a évaluer dans une méthode,

ainsi que leurs définitions sont présentées dans le tableau 6 :
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Caractéristique de

performance

Définition

Spécificité

Capacité d’établir de maniére univoque que le signal

mesuré provient seulement de la substance a analyser

Sensibilité

Capacité de la méthode a donner une réponse positive

guand la cible est présente

Fonction d’étalonnage

Relation entre la variable Y (signal) et la variable X (quantité

d’analyte)

Fidélité

Etroitesse de I'accord entre une série de mesures
provenant de multiples prises d’essai d'un méme

échantillon homogéne dans des conditions prescrites

Fidélité intermédiaire

Variabilité intra-laboratoire (inter-séries)

Répétabilité

Variabilité intra-série (méme jour, méme opérateur, mémes

conditions opératoires)

Etroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a

Justesse partir d’'une large série de résultats d’essai et une valeur de
référence acceptée
Etroitesse de I’accord entre le résultat et la valeur de
Exactitude

référence acceptée

Limite de détection

Plus faible concentration dans un échantillon qui puisse étre

détectée, mais non quantifiée

Limite de quantification

Plus faible concentration dans un échantillon qui puisse étre
qguantifiée avec une fidélité et une justesse acceptables

dans des conditions expérimentales indiquées

Tableau 6. Caractéristiques d'une méthode analytique (d’aprés [133])

Deux approches sont possibles pour I'évaluation des criteres de performance d’'une méthode :

I’'approche caractéristique par caractéristique et I'approche globale. La premiere vise a traiter

chaque critére de fagon indépendante (justesse, fidélité, limites de quantification et détection,

etc.). Cette approche est souvent utilisée lors des controles officiels. La seconde, I'approche

globale, évalue une seule caractéristique et la validation de la méthode repose sur un
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intervalle d’acceptabilité. La caractéristique a évaluer est I'exactitude, qui englobe a la fois la

justesse et la fidélité.
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Figure 35. Approche caractéristique par caractéristique (A) et approche globale (B) pour la
caractérisation d'une méthode analytique [133]

Comme défini dans le tableau 6, la fidélité est « I’étroitesse de I'accord entre les résultats
d’essais indépendants obtenus dans des conditions déterminées » [39]. La justesse est définie
comme « [’étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a partir d’une large série de
résultats d’essai et une valeur de référence acceptée » [39]. Par conséquence, I'exactitude sera
« I’étroitesse de I'accord entre le résultat d’essai et la valeur de référence vraie acceptée » [39].
L’exactitude représente donc I'erreur totale et elle est déterminée par la justesse (erreur

systématique) et la fidélité (erreur aléatoire ou biais).
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Fidélité Justesse Exactitude

Figure 36. Fidélité, justesse et exactitude

Pour cette approche globale, I'outil statistique du profil d’exactitude (PE) est souvent utilisé
[134-137]. Il s’agit d’un outil graphique de décision qui permet, en évaluant I'exactitude d’'une
méthode, de déterminer si celle-ci est valide ou pas. Pour la construction d’un profil
d’exactitude, des limites d’acceptabilité +A sont fixées, correspondant aux limites d’exactitude
de la méthode. Un intervalle de tolérance B est défini, dans lequel une grande partie des futurs
résultats se trouveront. Si cet intervalle B se trouve dans les limites *A, la méthode peut étre

validée sur I'ensemble du domaine de dosage.

Pour réaliser la validation, deux types de standards sont préparés en supplémentant la matrice
d’intérét a des concentrations connues : les standards de calibration ou d’étalonnage (SE) et
les standards de validation (SV ). Les SE permettent de construire une courbe de calibration.
Plusieurs méthodes mathématiques de régression sont possibles pour la construction de la
fonction réponse (linéaire, linéaire pondéré, quadratique, quadratique pondéré...). Les SV, qui
simulent les futurs échantillons a doser, permettent de déterminer les parameétres de
performance de la méthode pour chaque niveau de concentration. Pour chaque modéle de
régression un profil d’exactitude est construit et un indice d’exactitude est calculé en tenant
compte de la fidélité et de la justesse. Un indice d’intervalle de dosage est également calculé,
qui représente la gamme pour laquelle la méthode est valide, établissant donc les limites de
guantification de la méthode (lower limit of quantification, LLOQ, et upper limit of
quantification, ULOQ). Ces limites correspondent a lintersection entre lintervalle de
tolérance B et les limites d’acceptabilité +A. Dans le cas ou il n’y a pas d’intersection, les limites
correspondront au plus petit et au plus grand niveau de concentration des SV. Le PE retenu

sera celui avec les indices les plus proches de 1.
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La figure 37 est la représentation d’un profil d’exactitude. La ligne rouge représente le biais
relatif, qui représente la déviation de la concentration moyenne des SV calculée par le modele
par rapport a la vraie valeur. Les lignes discontinues bleues déterminent l'intervalle de
tolérance B (fixé ici a 80%, donc au maximum 20% des futurs résultats seront en dehors de cet
intervalle) et les noires les limites d’acceptabilité +A (20% pour le premier niveau et 15% pour

le reste). Les points correspondent aux SV pour chaque concentration et chaque série
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Figure 37. Représentation d'un profil d'exactitude

1.4. Recherche de métabolites par spectrométrie de masse a haute

résolution : analyses ciblée et non ciblée
En spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS, High Resolution Mass Spectometry), les
sources utilisées sont les mémes que celles utilisées en LC-MS/MS. Deux types d’analyseurs

sont possibles pour la haute résolution : la technologie Orbitrap et le temps de vol. L’analyseur

temps de vol (time of flight, ToF), celui qui a été utilisé pendant cette thése, est constitué d’un
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tube de vol dans lequel les ions, accélérés par un champ électrique, se déplacent. Leur rapport
m/z sera calculé en fonction du temps nécessaire a I'ion pour parcourir le tube. Les ions les
plus légers arriveront en premier au détecteur et les plus lourds en dernier. Ce type
d’analyseur permet une vitesse d’acquisition tres rapide associée a une haute résolution en
masse. Un des avantages du ToF c’est la possibilité d’utiliser le mode d’acquisition full scan,
grace auquel nous allons pouvoir détecter I'ensemble des ions, sans aucune sélection, avec
une précision en masse élevée. Ceci est important pour I'analyse non ciblée, car nous allons
pouvoir étudier un large spectre de molécules, avec la possibilité de rechercher des composés
a postériori. L'optimisation a priori de la méthode pour chaque composé n’est pas nécessaire.
Une optimisation dite « générique » et permettant de couvrir un maximum de composés sera
utilisée.
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Figure 38. Représentation d'un ToF [138]

La HRMS est utilisée dans le domaine de la métabolomique pour l'identification de
métabolites et de biomarqueurs de fagon ciblée ou non ciblée. La HRMS peut également étre
utilisée pour le dosage de composés mais cette approche ne sera pas décrite ici puisqu’elle a

été abordée précédemment avec le systéme de type TQ.

1.4.1. Analyse ciblée

L’analyse ciblée par HRMS a partir d’une acquisition en mode full scan, ne nécessite pas dans
un premier temps l'utilisation d’un standard, ni d’optimiser les conditions de source comme
sur un TQ. Les systemes HRMS, comme le Vion IMS Qtof, permettent une recherche ciblée de
métabolites a partir d’une liste pré-établie de composés a rechercher. Cette liste est basée sur

des critéres caractéristiques du composé comme la masse exacte avec une tolérance de 5
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ppm, associé au temps de rétention lorsqu’il est connu. D’autres caractéristiques comme le
profil isotopique ou certains fragments, si des modes de fragmentation sont associés, peuvent
étre utilisés. Ceci est trés utile pour la recherche de xénobiotiques, tels que les métabolites
issus de la biotransformation des antibiotiques dans I'organisme, par exemple. Les logiciels
permettant de rechercher les métabolites de xénobiotiques existent et sont basés sur la
connaissance des différences de masse associées aux différents types de transformations
métaboliques (de phase | ou Il). Il s’agit d’une analyse qualitative, et non quantitative. Dans ce
type d’approche, une vérification de I'identité du composé est nécessaire dans un deuxieme
temps avec différents degrés de confiance [139]. Mais l'identification sre du composé

nécessitera la comparaison avec un standard analytique.

Ce type d’analyse ciblée utilisant la HRMS est parfois appelée « non-targeted data acquisition

for target analysis » ou nDATA [140], ce qui résume parfaitement ce type d’approche.

1.4.2. Analyse non ciblée (approche « métabolomique »)

L’analyse non ciblée en HRMS est un outil souvent utilisé en métabolomique pour la recherche
de biomarqueurs d’exposition ou de biomarqueurs d’effet. Les biomarqueurs d’exposition
correspondent plutét a des métabolites directs, tels que décrits dans le paragraphe précédent.
Les biomarqueurs d’effet correspondent a des métabolites d’une voie métabolique qui
auraient été impactés par un traitement ou une exposition. L'approche basée sur
« 'empreinte métabolique » a pour principe la comparaison du profil métabolomique entre
deux groupes (I'un exposé et l'autre non exposé, par exemple), afin d’identifier par

discrimination des possibles biomarqueurs de différentiation.

Dans le cas d’une analyse non ciblée, la préparation des échantillons varie un peu par rapport
a l'analyse ciblée. L’objectif ne sera pas d’extraire des molécules spécifiques mais d’extraire le
maximum d’analytes possibles. Dans ce cas, au lieu d’adapter le protocole aux propriétés
physico-chimiques d’une ou plusieurs molécules bien définies, des méthodes beaucoup plus
génériques sont préférées. Dans ce type d’analyse il n’y aura pas systématiquement d’étape
de purification car elle pourrait éliminer des métabolites d’intérét. Parfois, plusieurs types de

purification seront utilisés pour couvrir un maximum de métabolites polaires et apolaires.
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Pour ce type d’analyse, il est préférable d’utiliser, lors de la chromatographie, des temps
d’acquisition plus longs et des gradients d’élution complets afin de bien séparer tous les
composés présents dans I’échantillon. De méme, les échantillons doivent étre injectés de
fagon aléatoire, et des injections réguliéres d’un échantillon dit « controle de qualité » (quality
control, QC), qui est le résultat du mélange de tous les échantillons de la séquence, doivent
étre intercalées. Le suivi de la réponse du QC au cours du temps permet de tenir compte de la
variation du signal de 'appareil au cours de la séquence et de la corriger, le signal pouvant
diminuer énormément durant I'acquisition di a I'encrassement de la source. Cette variation

pourrait biaiser I'interprétation des résultats.

A. Traitement de données en métabolomique

Le traitement des données issues des analyses non ciblées pour I'étude métabolomique peut
étre réalisé grace a différents logiciels et outils. La plateforme « Work4metabolomics » de
Galaxy donne acces a un grand nombre d’outils permettant de retraiter des données acquises
en LC-HRMS en vue d’une approche métabolomique. Ces outils, créés sous R, permettent de
réaliser I'ensemble des étapes, du prétraitement des données brutes acquises en HRMS aux
tests statistiques univariés et multivariés. Plusieurs étapes de prétraitement des données

brutes sont réalisées :

e « Peak picking » : détection et extraction des pics dans chaque échantillon. Cette étape
génere I'ensemble des signaux qui seront analysés par la suite et peut permettre de
générer les EICs (Extracted lon Chromatograms pour chaque m/z), ainsi que
d’appliquer des filtres de bruit et d’établir la ligne de signal de base.

e « Grouping »: le groupement inter-échantillon permet de retrouver des pics
identiques entre les différents échantillons (selon leur ratio m/z et leur temps de
rétention).

e Alignement des pics: correction du temps de rétention (Tr). Cette étape permet
d’aligner les Tr des signaux identiques afin de corriger les faibles décalages possibles
dus a la dérive au cours de I'analyse. Un nouveau groupement peut étre fait apres cette
étape pour identifier des éventuels nouveaux groups qui n’étaient pas visibles avant la

correction.
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e « Fill peaks » : complétion de données manquantes, afin d’introduire du bruit dans les
échantillons ou aucun ion n’est détecté.

e L’annotation (fonction CAMERA) permet de regrouper les adduits, fragments et
isotopes dans des « pc groups ». Cette fonction sert a identifier les pics qui proviennent
de la méme molécule.

e Normalisation par rapport au signal des QC et leur dérive au cours du temps
d’acquisition. Apres normalisation, un coefficient de variation (CV) est obtenu, qui
correspond a la variation des réponses des ions dans les échantillons QC. Une valeur
de CV maximale tolérée est définie et les variables pour lesquelles le CV est supérieur

a cette valeur seront éliminés grace a I'application d’un filtre.

A lissue de ces étapes de prétraitement, des tests statistiques permettant de détecter les

signaux discriminants pourront étre appliqués.

B. Analyses statistiques en métabolomique

Suite au traitement des données brutes, deux types d’analyses statistiques sont possibles : les
test univariés et les tests multivariés. Les tests univariés sont des tests de t de Student qui
analysent les variables une a une et permettent d’identifier celles pour lesquelles la différence
dans la réponse entre les deux groupes est significative. Une correction liée a la multiplicité

des variables est nécessaire. Les tests multivariés étudient 'ensemble des variables de facon

simultanée. Ce type d’analyse synthétise les informations et permet de représenter
I'ensemble du jeu de données et de visualiser sa distribution dans un espace a deux
dimensions sous forme de « score plot », qui est défini par deux axes, appelés composantes.
Ces composantes sont extraites pour décrire au mieux la variance des données et sont classées
en fonction de la proportion de variabilité qu’elles expliquent. La premiére composante
explique la plus grande source de variance ; la deuxiéme, qui est orthogonale a la premiere,
explique la plus grande source de la variance restante. Le processus sera le méme pour les
composantes suivantes, si bien qu’avec les deux ou trois premieres composantes, la plupart
de la variance sera déja expliquée et les derniéres serviront pour expliquer uniquement le

bruit de fond.



Partie | : Contexte scientifique, objectifs et méthodologie
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Figure 39. Score plot d'une analyse multivariée
Il existe deux types d’analyses multivariés :

e Analyses multivariées descriptives

Un des plus utilisés est I’Analyse en Composante Principale (ACP). L'ACP permet d’observer la
répartition des échantillons sur les deux composantes, sans besoin d’un « a priori », c’est-a-
dire de connaitre I'appartenance a un groupe, et permet donc d’identifier une potentielle
différente distribution entre les deux groupes, liée a leur nature. L'ACP permet également une
représentation graphique des variables sur un « loadings plot ». La relation entre le « score
plot » et le « loadings plot » peut parfois apporter les premiers éléments pour identifier les

variables impliquées dans la différentiation.

e Analyses multivariées explicatives et prédictives

La régression des moindres carrés partiels ou PLS (Partial Least Squares) et I'analyse
discriminante par régression des moindres carrés partiels ou PLS-DA (Partial Least Squares-
Discriminant Analysis) font partie de ce type d’analyse. Dans la premiére, les variables
explicatives et expliquées sont de type numérique, pour la seconde, les variables a expliquer
sont de type catégorielle (appartenance au groupe). Pour les analyses multivariées
explicatives, une information préalable sur la nature des échantillons est nécessaire
(appartenance au groupe). Les composantes seront extraites en tenant compte de cette
information et un modele statistique est construit, qui essayera d’expliquer (et de prédire s'il

est appliqué a des jeux de données futurs) la plus grande proportion de la variable Y
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(appartenance a un groupe ou a un autre) possible a partir des variables X. La performance du
modele est estimée grace a plusieurs criteres diagnostiques: R2Y et Q2Y. R2Y est le
pourcentage de la variable Y (appartenance a un groupe ou a l'autre) qui est expliqué par le
modele. Q2Y est le pouvoir prédictif du modele. Néanmoins, la capacité prédictive du modele
doit étre également évaluée avec des tests de permutation, qui permettent de savoir si le
modele est sur-ajusté. Ces tests consistent a permuter les valeurs de la variable Y tout en
laissant les X. A chaque permutation, un nouveau modeéle est construit et des nouveaux
criteres R2Yperm et Q2Yperm SONt estimés, qui, pour que le modele soit valide (et non sur-ajusté),
doivent étre moins bons que R2Y et Q2Y. Les valeurs pQ2Y et pR2Y, qui représentent la
proportion de Q2Yperm supérieure a Q2Y et de R2Yperm Supérieure a R2Y, sont calculées et

servent d’indicateurs de performance du modéle.

pR2Y = 0.01, pQ2 = 0.01

2 4 R2Y
* * * \
. s ; M Q2y
w i ‘ t - * R2Yperm
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Figure 40. Représentation des tests de permutations. Les valeurs de R2Yperm et Q2Yperm doivent tomber
en dessous de R2Y et Q2Y respectivement pour que le modéle soit acceptable
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2. Outils pour mesurer les risques biologiques liés aux résidus

d’antibiotiques dans les aliments pour animaux

2.1. Evolution des populations bactériennes

La surveillance de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries commensales isolées chez
des animaux sains sélectionnés au hasard peut donner une représentation du réservoir de
déterminants de la résistance présents dans les bactéries d'origine animale. Les bactéries
commensales de l'intestin des animaux d'élevage comme E. coli sont considérées comme des
vecteurs de génes de résistance qui peuvent se propager horizontalement a des bactéries
zoonotiques et a d'autres bactéries par le biais de la chaine alimentaire [141, 142]. C'est
également la bactérie commensale la plus abondante du tractus digestif de I'homme. Elle est
considérée comme un bon indicateur de la pression sélective des antibiotiques exercée sur les

populations bactériennes intestinales des animaux producteurs de denrées [143].

Deux démarches techniques sont possibles pour le suivi des populations bactériennes et de la

résistance : les techniques phénotypiques et les techniques moléculaires.

2.1.1. Techniques phénotypiques

La recherche de E. coli comme indicateur bactérien dans les feces des animaux permet de
collecter de fagon non invasive, des informations sur la taille des populations bactériennes et
les niveaux de résistance aux antibiotiques au sein du microbiote intestinal. Un isolement
direct, sans enrichissement préalable, sur un milieu sélectif comme le milieu MacConkey,
permet de distinguer de maniere présomptive I'espéce bactérienne E. coli sans favoriser une
sous-population résistante par rapport a une autre. L’ajout d’un antibiotique dans le milieu
permet a l'inverse de sélectionner les bactéries résistantes. La mise en ceuvre de méthodes
de comptage sur milieu sans et avec antibiotique permet de quantifier la population totale et
la sous population résistance. Un suivi dans le temps des deux populations rend compte de

I’évolution du pourcentage de résistance chez E. coli.
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2.1.2. Techniques moléculaires

Les techniques d'identification ainsi que les criteres de classification ont évolué avec le
développement des techniques de biologie moléculaire. Alors que les méthodes
phénotypiques se basent sur des caractéres morphologiques, biochimiques, antigéniques ou
encore culturaux, les techniques moléculaires se basent sur I'étude de la présence de certains
génes ou de séquences d'ADN spécifiques (facteurs de virulences particuliers, résistance a une
famille d'antibiotique etc.). Des recombinaisons génétiques au sein de I'espece E. coli ont
conduit peu a peu certaines souches a diverger et a donner naissance a de nouvelles lignées
de clones, qui ont pu étre mises en évidence par I'analyse de I’ADN, notamment par la
technique du « MultiLocus Sequence Typing » (MLST). L'espéce E. coli se décline en 7 groupes
phylogénétiques principaux A, B1, B2, C, D, E et F. Les souches de ces groupes phylogénétiques
ont des capacités de colonisation du tube digestif et de pathogénicités intestinales et extra-
intestinales différentes. Les souches des groupes A et B1, qui ont émergé au méme moment,
vont occuper les mémes niches écologiques mais des niches différentes de celles qu’occupent
les souches des groupes B2 et D. Les souches du groupe B2 sont particulierement virulentes
et sont classées comme des souches pathogénes [144]. La structure de répartition des groupes
phylogénétiques d’E. coli au sein de son hote est dynamique, méme si elle est spécifique et
propre a chaque individu. Cette structure peut évoluer au cours du temps, sous la pression de
facteurs complexes et multifactoriels, dont la pression antibiotique. La technique de
« polymerase chain reaction » (PCR) permet actuellement de distinguer rapidement le groupe
phylogénétique d’un isolat bactérien [145]. L’analyse des groupes phylogénétiques E. coli dans
le microbiote intestinal des porcs est une méthode utile pour mesurer I'impact biologique des

résidus d’antibiotiques sur la diversité clonale des populations bactériennes dans le temps.

L’étude de I"évolution du microbiome intestinal (étude de I'évolution de toutes les espéces
bactériennes) sous pression antibiotique est également possible grace a la métagénomique en

utilisant les méthodes comme le séquencgage 16S et le séquencgage shotgun.

e Le séquencage 16S est une analyse ciblée basée sur le séquencage du géne codant
I’ARN 16S, qui est présent dans toutes les bactéries. Cette analyse permet d’étudier

I’'abondance des espéces bactériennes dans le microbiote intestinal.
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e Le séquencage shotgun est une analyse non ciblée qui séquence tout I’ADN présent
dans un échantillon sous forme de fragments. Cette analyse permet d’avoir une vision
plus globale de la composition de I’ADN du microbiome et permet d’accéder a des
informations au niveau génétique telles que la présence de génes de résistance aux

antibiotiques, de genes associés aux plasmides.
2.2. Sensibilité aux antibiotiques

2.2.1. Techniques phénotypiques

L'étude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques repose sur I’évaluation de I'activité
des antibiotiques, exprimée par la CMI, c’est a dire la plus petite concentration d’antibiotique
qui inhibe la croissance bactérienne visible. Cette concentration peut étre déterminée par
dilution en milieu liquide ou solide, ou par micro-dilution. Les méthodes de dilution consistent
a préparer, en milieu liquide ou solide (gélosé), des concentrations croissantes d’antibiotiques
afin d’obtenir une gamme de dilution. Ensuite, un inoculum bactérien calibré est mis en
contact avec chaque concentration d’antibiotique. Aprés incubation, la CMI est déterminée
en regardant la premiére concentration ou la croissance bactérienne est inhibée. Des
méthodes commerciales de micro-dilution en milieu liquide utilisent des microplaques avec
des puits contenant des antibiotiques sous forme déshydratée, qui vont étre réhydratés par
une suspension bactérienne calibrée. Cette méthode, utilisée lors de ces travaux de these, est
une technique rapide, utilisée en surveillance (et, donc, standardisée) et qui couvre un grand

panel d’antibiotiques.

Quelle que soit la méthode utilisée, la CMI est comparée a des valeurs de référence qui
permettent, selon le seuil utilisé (épidémiologique ou clinique), de classifier une souche en
sauvage (dite « sensible ») ou non sauvage (dites « résistante »). Les référentiels les plus
connus sont celui du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), utilisé aux Etats-Unis,

et celui de I'EUCAST, utilisé en Europe.

2.2.2. Techniques moléculaires

Les techniques moléculaires permettent I'identification d’éléments génétiques de résistance.

Parmi ces techniques se trouve la PCR ou la PCR quantitative (qPCR), qui permettent de
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détecter, ou quantifier dans le cas d’une gPCR, des genes de résistance dans une souche ou
dans une communauté bactérienne. Il s’agit d’'une méthode ciblée donc les génes doivent étre

connus et sélectionnés préalablement.

Ensuite, comme mentionnée précédemment, la métagénomique shotgun permet la détection
de genes de résistance dans le microbiome. S’agissant une analyse non ciblée, il n’est pas
nécessaire de sélectionner les genes avant le séquencage. Néanmoins, le traitement des

données obtenues est complexe et chronophage.
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|- Développement et validation de la méthode

analytique

Le premier objectif de ce travail de recherche a été de développer des méthodes analytiques
LC-MS/MS afin de quantifier les quatre antibiotiques de choix (amoxicilline, oxytétracycline,
sulfadiméthoxine et triméthoprime) dans différentes matrices de porc : plasma, féces, muscle,
foie et rein. Les méthodes sont basées sur une extraction liquide-liquide ou solide-liquide avec
I'acétonitrile pour le plasma, le muscle, le foie et le rein, et sur une SPE aprés extraction par
un tampon Mcllvaine/EDTA pour les feces. Elles ont été toutes validées selon I'approche du
profil d’exactitude, excepté I'amoxicilline dans les feces, pour laguelle la méthode n’a pas pu
étre finalisée suite a des problemes d’extraction. Les méthodes ont ensuite été appliquées
lors d’'une étude pilote pendant laquelle trois groupes de deux porcs ont regu une
alimentation contaminée avec I'amoxicilline, I'oxytétracycline ou I'association
sulfadiméthoxine/triméthoprime. Le taux de contamination était de 2% de la dose
posologique, car il s’agit d’un taux toléré par les BPF en France [51]. Des prélévements de
plasma et feces ont été effectués régulierement pendant I'étude et les tissus ont été récupérés
lors de I'abattage des animaux. Ces résultats ont servi comme données préliminaires pour

optimiser les études ultérieures.

Un résumé de la méthode analytique est présentée dans la figure 41.

Centrifugation

/—v_\‘ | :.
¢

+ACN +DMSO Evaporation Filtration +H20
+Na2EDTA

Plasma et tissus

‘ Centrifugation
[ _— Analyse LC-MS/MS
Feces +Tampon "~ SPE Evaporation Filtration +H20
Mcllvaine/EDTA M0

Figure 41. Méthode analytique pour le dosage des antibiotiques (amoxicilline, oxytétracycline,
sulfadiméthoxine et triméthoprime) dans les différentes matrices de porc (plasma, muscle, foie, rein
et féces)*
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Ces travaux ont fait objet d’un article scientifique publié dans le journal « Food Additives and

Contaminants: Part A ».

Santos-Santérum Sudrez, C., Sanders, P., Perrin-Guyomard, A., Hurtaud-Pessel, D., Laurentie,
M., Viel, A., Taillandier, J-F., Lagree, M-P. & Gaugain, M. (2022): Validation of a LC-MS/MS
method for the quantitative analysis of four antibiotics in pig tissues and plasma to assess the
risk of transfer of residues to edible matrices after exposure to cross-contaminated feed. Food

Additives & Contaminants: Part A.
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Validation of a LC-MS/MS method for the quantitative analysis of four
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ABSTRACT

Cross-contamination between medicated and non-medicated feed can occur during produc-
tion, processing, transport or storage of animal feed. This may lead to the presence of low
concentrations of antibiotics in supposedly drug-free feed for food production animals,
which potentially could also harm consumers due to residues. In addition, consumption of
sub-therapeutic concentrations of antibiotics may increase the risk of emergence of resistant
bacteria. In this study, LC-MS/MS methods were developed to quantify four antibiotics (sul-
fadimethoxine, oxytetracycline, trimethoprim and amoxicillin) in several pig matrices, i.e.
plasma, muscle, liver, kidneys and faeces, All methods were validated using the accuracy
profile, except for amoxicillin in faeces, for which extraction could not be optimised for low
concentrations. These methods were then applied as part of an animal study during which
several pigs received contaminated feed at a concentration corresponding to 2% of thera-
peutic dose, in order to evaluate the risk of the presence of residues in animal faeces and
tissues. The results showed that sulfadimethoxine is well absorbed and accumulates in the
muscle, kidneys and liver, where concentrations were higher than the maximum residue lim-
its (MRLs) authorised in EU legislation. Conversely, oxytetracycline was mostly found in fae-
ces as its oral absorption is very low. Trimethoprim concentrations were slightly higher than
the tolerated MRL in the kidneys, but they were below this level in the other tissues. Finally,
amoxicillin concentrations remained below the lower limit of quantification of the methods
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in all matrices.

Introduction

Proper use of antibiotics is a current issue that
the general public is now aware of. One of the
areas of concern is antibiotic use in animal hus-
bandry. The use of antibiotics as growth pro-
moters has been banned in the European Union
since 2006 by Regulation (EC) No. 1831/2003
(European Commission 2003), but their addition
to feed as a method of treating infectious diseases
is still widespread (Stolker et al. 2013; Barbosa
Da Silva et al. 2019) and authorised by veterinary

drugs regulations.
In parallel, European legislation regulates all

processes that may affect animal feed, from

manufacture to wuse (European Commission
2018). Although this regulation exists, carry-over
between different types of feed may happen and
this may lead to cross-contamination between
medicated and non-medicated feed. This has
already been reported in several articles and
appears to be unavoidable, even when flushing
procedures are used for cleaning the production
lines (McEvoy 2002; Borras et al. 2011; Stolker
et al. 2013; Barbosa Da Silva et al. 2019).
Research studies have shown that cross-contam-
ination can occur at different levels of feed
manufacture as it can occur during production,
because of the use of joint production lines for
both medicated or not medicated feed, but also
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during transport or storage. Also, many factors
can influence carry-over, such as the compound’s
properties, factory equipment or human han-
dling, and this makes it even more difficult to
control and avoid cross-contamination.

This problem was demonstrated by Gaugain
et al. (2020). During 2017 and 2018, 100 pig,
poultry and rabbit feed samples were collected
per year from several farms in France as part of a
national monitoring plan. These samples were
analysed for 11 antimicrobials belonging to seven
different families. The results showed that 15% of
samples were contaminated with at least one
antimicrobial at a concentration higher than
1 mg/kg.

Also, Przenioslo-Siwczynska et al. (2020) ana-
lysed more than 300 feed samples in Poland,
including cattle feed, poultry feed, pig feed, con-
centrates/premixes and feed materials. In this
study, they looked for tetracyclines and they found
that around 12% of the samples were contami-
nated with these antimicrobials, in particular with
chlortetracycline, doxycycline and oxytetracycline.

Finally, Robert et al. (2016) analysed feed sam-
ples in Belgium in 2016 and found the presence
of contamination in 20% of samples, at concen-
trations higher than the maximum tolerated 1%
carry-over rate in Belgium.

Until now, no maximum contamination levels
for antibiotics have been established in European
regulations. In France, the Ministry of
Agricultural and Fisheries published Good
Manufacturing Practices in 2007 concerning
medicated feed and established maximum con-
tamination rates that were 5% for the first batch
following the production of medicated feed and
1% for the next batch (French Ministry of
Agriculture and Fisheries. 2007).

Recently, the European Food Safety Authority
(EFSA) published a report describing the assess-
ment of maximum cross-contamination levels that
was requested for 24 antimicrobials in order to
avoid development of resistant bacteria (Hazards
et al. 2021). The determined levels with no effect
for the emergence of antimicrobial resistance or for
selection of resistant strains are very low, largely
below the established MRLs for the same antibiotics
in tissues of food production animals, and also
largely below the concentrations found during the

two monitoring plans on feed carried out in France
(Gaugain et al. 2020).

The consumption of contaminated feed by
food production animals may have several risks
for both animals and consumers. First, a transfer
of antimicrobial residues to animal tissues,
plasma and faeces can occur. This has already
been described in several studies and may lead to
harmful effects in humans (McEvoy 2002;
Leeman et al. 2007; Segato et al. 2011; Peeters
et al. 2016). However, no experimental studies
conducted in pigs have demonstrated this risk of
transfer of antimicrobial residues to edible tissues
nor assessed the levels reached.

Moreover, consumption of low concentrations
of antimicrobials as well as their presence at these
levels in the animal gut may select resistant bac-
terial strains (Gullberg et al. 2011; Holman and
Chénier 2013; Sandegren 2014; Peeters et al
2018). Thus, the objective of this study was to
develop and validate LC-MS/MS analytical meth-
ods using the accuracy profile to determine the
presence of four antimicrobials at residual rates
in several pig matrices (plasma, faeces, muscle,
liver and kidneys). The aim was to develop a sin-
gle method to quantify the four selected drugs,
which were amoxicillin (AMOX), oxytetracycline
(OTCQ), sulfadimethoxine (SDMT) and trimetho-
prim (TMP), using either liquid-solid or solid--
solid extraction or solid-phase extraction (SPE).
This choice was based on the frequency of use in
veterinary medicine as a premix for medicated
feed in France (French Agency for Food,
Environmental and Occupational Health & Safety
et al. 2019), as well as on the contamination rates
in feed found during monitoring plans in the
country (Gaugain et al. 2020).

These analytical methods were then applied as a
part of an in vivo pilot study where pigs received
feed containing the target antibiotics at cross-con-
tamination levels in order to assess the risk of
transfer of antimicrobial residues to animal tissues.

Materials and methods
Chemicals and reagents

Methanol for high-performance liquid chroma-
tography, Optima liquid chromatography/mass
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spectrometry grade methanol, ethylenediaminete-
traacetic acid disodium dihydrate (Na,EDTA)
and citric acid monohydrate were obtained from
Fisher Scientific (Illkirch-Graffenstaden, France).
Formic acid and disodium hydrogen phosphate
were purchased from Merck (Fontenay-sous-Bois,
France) and dimethyl sulfoxide (DMSO) from
VWR (Fontenay-sous-Bois, France).

Standards of AMOX, OTC hydrochloride,
SDMT, tetracycline hydrochloride, TMP and tri-
methoprim-d9 were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France); amoxi-
cillin-d4 trihydrate was obtained from Witega
(Berlin, Germany) and sulfadimethoxine-d6 from
Cluzeau Info Labo (Sainte-Foy-La-
Grande, France).

Preparation of solutions and standards

A solution of Na,EDTA 20 mmol/L was prepared
for the liquid-liquid and liquid-solid extractions.
A Mcllvaine/EDTA buffer was prepared for the
SPE by mixing Na,HPO, and citric acid monohy-
drate, adjusting pH to 4, and then add-
ing Na,EDTA.

Stock standard solutions were prepared separ-
ately at 0.5 mg/mL. OTC, SDMT, sulfadimethoxine-
dé, tetracycline and trimethoprim-d9 solutions were
prepared in methanol, while AMOX, amoxicillin-d4
and TMP solutions were prepared in ultrapure
water/methanol (50:50, v/v). All stock standard sol-
utions were stored at —18°C.

Three intermediate solutions were prepared
according to the target matrices. For plasma, kid-
neys and liver analysis, the intermediate solution
was prepared by diluting the four stock standard
solutions in ultrapure water to obtain a 20 pg/mL
solution. For muscle analysis, a second intermedi-
ate solution was prepared at 20 ug/mL for OTC,
SDMT and TMP and 40pug/mL for AMOX.
Finally, a 20 ug/mL intermediate solution con-
taining OTC, SDMT and TMP was prepared for
faeces analysis. All these intermediate solutions
were diluted to obtain several working standard
solutions at increasing concentrations to prepare
the matrix calibration curves. Working standard
solutions were stored at 4°C for 7 days.

For kidney, liver and muscle extractions, an
internal standard working solution containing
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1 ng/mL of sulfadimethoxine-d6, tetracycline and
trimethoprim-d9 and 2 pg/mL amoxicillin-d4 was
prepared. For plasma extraction, an internal
standard working solution containing amoxicillin-
d4 at 2 pg/mlL, tetracycline at 1 pug/mL and sulfa-
dimethoxine-d6 and trimethoprim-d9 at 0.5png/
mL was prepared. Lastly, for faeces extraction,
sulfadimethoxine-d6, tetracycline and trimetho-
prim-d9 were diluted in ultrapure water to obtain
a lug/mL internal standard working solution.
Internal standard working solutions were stored
at4°C.

Sample preparation and extraction

Plasma, kidney, liver and muscle extraction

For plasma, kidney, liver and muscle samples,
liquid-liquid or liquid-solid extraction was car-
ried out. For plasma samples, aliquots of 200 pL
were taken, while for kidneys, liver and muscle,
aliquots of 1+0.01g of ground matrix were
weighed and homogenised.

First, 50 uL of ultrapure water were added to
plasma samples and 250pL to tissue samples.
Next, 100 pL of internal standard working solution
were added to plasma samples and 200 uL were
added to kidney, liver and muscle samples. After
adding a Na,EDTA 20 mmol/L solution (100 uL to
plasma samples and 250 pL to tissue samples) and
vortexing for 10 s, acetonitrile was added (1 mL for
plasma and 4mL for tissues), and all samples were
stirred for 10 min in a rotatory stirrer. After centri-
fugation at 20,000 x g at 4°C for 5min for plasma
and 10 min for tissues, the supernatant was trans-
ferred to a tube containing 50 uL of DMSO and
evaporated under nitrogen at 50°C. Due to its
high boiling point, DMSO was used as a keeper to
avoid full evaporation and prevent possible degrad-
ation of compounds. The residue was then resus-
pended in 250 uL of ultrapure water for plasma
samples and in 450 pL for tissues samples and vor-
texed for 10s. Finally, solutions were filtered
through 0.45um filters and transferred to liquid
chromatography vials.

Faeces extraction

Aliquots of 1+£0.01g of faeces were weighed and
transferred to polypropylene tubes. First, 250 L of
ultrapure water and 100 uL of internal standard
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working solution were added. After vortexing,
5mL of Mcllvaine/EDTA buffer were added and
samples were shaken in a rotatory stirrer for
10 min. Then, after centrifugation at 14,000 x g
and 4 °C for 10 min, the supernatant was collected.

SPE columns (Oasis HLB 3 cc/60 mg) (Waters,
Guyancourt, France) were conditioned with 3 mL
of methanol and then 3 mL of ultrapure water. A
reservoir with a GF/A 1.6 um Whatman filter was
placed on the SPE column, and the supernatant
previously collected was loaded onto it. Columns
were washed with 3mL of ultrapure water and
analytes were eluted with methanol (1.5mL
added twice) into a tube containing 50puL of
DMSO. Samples were then evaporated at 50°C
under nitrogen flow and the residue was recov-
ered in 500 uL of ultrapure water. Centrifugation
at 3500 x g for 5min at 4°C was carried out
before filtering the solution through 0.45pm fil-
ters and transferring to LC vials.

Preparation of matrix-fortified standards

A matrix-fortified calibration range was prepared
for each matrix by spiking five test portions with
different working standard solutions containing
the analytes at know concentrations. These work-
ing solutions were prepared previously by dilut-
ing the intermediate standard solution to obtain
different suitable concentrations. A blank stand-
ard (CSO) was also prepared by adding ultrapure
water. The matrix-fortified calibration ranged
from 10ng/mL or ng/g to 1000ng/mL or ng/g
for each analyte in all matrices, except for
AMOX in muscle where the range was from

10ng/g to 2000ng/g. Due to extraction issues,
AMOX was not added because it was not
detected in faeces. For each calibration range, five
or six spiking levels were prepared.

LC-MS/MS analysis

LC-MS/MS conditions were the same regardless of
the biological or tissue matrix analysed. Analysis
was performed on an LC-MS/MS system composed
of an Accela Pump and a Thermo Pal autosampler
coupled to a TSQ Vantage triple quadrupole mass
spectrometer from Thermo Scientific (Villebon-
sur-Yvette, France). Chromatographic separation
was achieved with a Kinetex Biphenyl column
from Phenomenex (100 x 2.1 mm, 2.56 pum) pro-
tected by a C18 guard column (4mm x 2mm)
and heated to 28 °C. A gradient of the two mobile
phases (A: 0.2% formic acid in water, B: 0.2% for-
mic acid in methanol) was applied starting at 90%
of mobile phase A for 1 min; then going from 90%
to 2% from minute 1 to minute 3, and then going
back to a constant rate of 90% from minute 3.1
until the end of the run (acquisition time =
7.5min). The flow rate was 350 pL/min.

Mass spectrometry acquisition based on posi-
tive electrospray ionisation mode (ESI4+) and
multiple reaction monitoring (MRM) was used.
The [M+ H]" ion was selected as precursor ion
for all compounds combined to two product ions
for targeted analytes and one product ion for
internal standard. For AMOX, a second precursor
ion was selected [M +H-NH;]" with one prod-
uct ion (all parameters are shown in Table 1).
Cycle time was 0.5s and the time window was

Table 1. LC-MS/MS parameters for all target analytes and internal standards.

Precursor Product Collision Retention Internal

Compound ion (m/z) lon (m/2) S-lens energy (eV) time (min) standard

Amoxicillin [M -~ H]' 366.1 114.0 77 20 285 Amoxicillin-d4
[M+H]' 366.1 349.0 77 5 285
[M~+ H-NH,]* 349.0 114.0 94 20 284

Amoxicillin-d4® [M+H]' 370.1 114.0 75 22 285 -

Oxytetracycline [M+HI" 461.1 426.1 17 19 349 Tetracycline
[M+H]' 461.1 201.0 17 37 349

Sulfadimethoxine [M-+H]* 311.0 156.0 95 22 389 Sulfadimethoxine-dé
[M+HI" 311.0 108.0 95 31 389

Sulfadimethoxine-d6* [M+H]" 3171 162.1 95 22 389 -

Tetracycline® [M+HIT 4451 4101 105 21 354 B

Trimethoprim [M+HI™ 291.1 230.1 112 23 337 Trimethoprim-d9
[M—+H]' 291.1 123.0 112 32 337

Trimethoprim-d9* [M+H]' 300.2 234.19 119 25 337 /

“Internal standard.
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2s. The rest of the parameters in the source
were: vaporiser temperature = 250°C; transfer
capillary temperature = 350 °C; sheath gas pres-
sure = 50 (arbitrary units); auxiliary gas pressure
= 30 (arbitrary units); ion sweep gas pressure =
3 (arbitrary units); collision gas pressure (argon)
= 1 mT and spray voltage = 2500 V.

Performance and method validation procedures

The validation procedure aimed to evaluate the
following performances: precision, trueness, lin-
earity and the range of validation of the method
(lower and upper limits of quantification). Two
types of matrix-fortified standards were prepared:
calibration standards (CSs) and validation stand-
ards (VSs). CSs were used to establish the
response function and VSs enabled us to deter-
mine trueness, precision, linearity and, therefore,
accuracy of the method (Hubert et al. 2007).

Validation was carried out on 3 days. Each
day, two series of five to six calibration standards,
depending on the matrix, were prepared with
concentrations corresponding to the calibration
range explained previously. Two series of valid-
ation standards were also prepared. VS concen-
trations were the same as CS.

All results were processed with e-noval software
(4.1 version) from Pharmalex and the accuracy
profile was used for validation. The accuracy profile
is a statistical tool which, by using a f tolerance
interval and setting acceptance limits, allows to val-
idate analytical methods (Rozet et al. 2007). The f
tolerance interval can be defined as the interval
containing f# % of the future measurements. It is
determined for all concentration levels. The accept-
ance limits may be set up based on regulatory
requirements, for example, and are defined as the
acceptable deviation around the reference value. In
this study, the f tolerance interval was established
at 80% and acceptance limits were established at
30% for the first level and 25% for the others, as a
maximum. This is in agreement with the European
Regulation (2002/657/EC) (European Commission
2002) requirements. E-noval software tests several
regression models (linear; linear through 0 adjust-
ing either using the lowest level or the highest; lin-
ear with logarithmic transformation; linear with
square root transformation; weighted linear (1/X or
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1/X% X being the concentration); quadratic and
weighted quadratic (1/X or 1/X%)).

Trueness, precision and accuracy index can be
calculated for each model, giving a score out of 1 for
each parameter, as well as the interval dose index
for which the method would be valid. This interval
will give us the lower limit of quantification (LLOQ)
and the upper limit of quantification (ULOQ) of the
method. These limits correspond to the points where
the f interval is no longer within the acceptance
limits. Taking into account the results of these indi-
ces, the best regression model was chosen for each
target analyte/matrix combination.

Expanded relative uncertainty was calculated by
multiplying relative combined standard uncertainty
by a coverage factor k, whose value is based in the
level of confidence required (in this case, k= 2).

Stability of standard solutions and spiked sam-
ples was studied according to the Commission
Decision 2002/657/EC (European Commission
2002) requirements and according to internal
quality procedures: solutions or spiked sample
were considered stable as long as the response
was +20% when compared to the initial value.

Applicability of the method and animal
experimental study

A pilot study, approved by the French Committee
on Animal Research and Ethics (referral number:
21-035 #29960), was conducted using six pigs (all
females, 8 weeks old, between 18.5 and 21kg at
the beginning of the study) that were divided into
three groups of two animals each. The first group
received feed containing an AMOX premix
(Cofamix Amoxicilline 100 from Huvepharma,
Segré-en-Anjou Bleu, France), the second received
an oxytetracycline premix (OTC 40-CR from
Huvepharma, Segré-en-Anjou Bleu, France), and
the third received the trimethoprim/sulfadime-
thoxine combination premix (Trimethosulpha V
from Dopharma, Vair-sur-Loire, France). The
concentrations administered to animals were:
10 mg of AMOX/kg of feed per day (i.e. 0.5mg/
kg body weight), 20mg of OTC/kg of feed per
day (i.e. 1 mg/kg body weight), 14.9mg of SDMT/
kg of feed per day (i.e. 0.75mg/kg body weight)
and 3.2mg of TMP/kg of feed per day (ie.
0.16mg/kg body weight). The daily dose was
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Figure 1. LC-MS/MS chromatograms of a blank pig liver sample (top) and a pig liver sample spiked at 10ng/g (bottom) for

AMOX, OTC, SDMT and TMP.

divided into two administrations a day and feed
intake being 50g of feed by kg of body weight.
Animals were weighed every week and each time,
the mean of these values was used to calculate the
feed amount requirements, and the quantity of
premix was adapted accordingly.

During the animal study, faeces were taken every
day, and at the end of the study, loin and leg
muscle, liver and both left and right kidneys were
taken. In each group, first pig was slaughtered
between 7 and 10days after the beginning of the
treatment and after 18 days for the remaining pig.
All animal samples were analysed with the vali-
dated analytical methods described above.

Results and discussion

All extraction methods were based on a similar
liquid-liquid or solid-liquid extraction technique,
except for the faeces method, for which more
complex purification was needed. The chromato-
grams obtained with the optimised LC-MS/MS
method are presented in Figure 1.

Method validation

As explained previously, taking into account the
f tolerance interval that was established at 80%
and the acceptance limits, trueness, precision,
accuracy and interval dose index were calculated.
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Table 2. LLOQ-ULOQ interval, recovery, relative repeatability, relative intermediate precision, recovery, accuracy index and rela-

tive expanded uncertainty for each analyte in each matrix.

Relative Relative Relative
LLOQ-ULOQ repeatability intermediate expanded
Compound Matrix (ng/mL or ng/a) Recovery (%) (CV, %) precision (CV, %) Accuracy index uncertainty (%)
AMOX Plasma 24.73-1000 9216-1005 2.73-8.37 445-15.01 0839 10.25-33.99
Muscle 10-2000 9852-1034 0.20-65 103-6.5 0847 2.38-14.05
Liver 33.74-1000 9782-1063 2.27-549 3.38-14.06 0861 8.16-32.16
Kidney 10-1000 9783-1012 1.04-74 211-74 0865 4.81-15.98
0oTC Plasma 10-1000 937-1013 1.69-7.10 1.77-7.10 0863 3.84-15.33
Muscle 10-1000 96.71-100.2 0.64-452 064-6.75 0897 1.39-15.13
Liver 10-1000 98.01-99.57 0.61-7.52 061-7.86 0919 1.33-17.08
Kidney 10-1000 93.1-1016 0.68-3.52 09-3.52 0880 2.01-7.61
Faeces 20-1000 9187-103.1 1.19-2.57 205-3.92 0828 4,43-9.01
SDMT Plasma 10-1000 9767-1006 2.39-342 293-3.42 0872 5.52-7.51
Muscle 10-1000 98.99-1006 0.36-1.55 096-1.76 0947 2,16-3.85
Liver 1631-1000 91.22-99.43 0.30-3.42 141-5.99 0923 3.05-30.12
Kidney 10-1000 97.95-102.2 0.58-36 058-3.82 0886 1.26-8.32
Faeces 20-1000 98.2-100.8 0.95-4.01 152-4.01 0871 3.43-20.03
T™P Plasma 10-1000 97171011 1.21-2.73 18-3.02 0863 3.89-6.74
Muscle 10-1000 9764-1022 0.81-2.65 081-2.80 0948 1.76-6.10
Liver 10-1000 973-102.2 0.85-1387 1.76-13.87 0911 3.79-29.95
Kidney 10-1000 9553-1025 0.35-4.15 103-4.15 0867 2.35-7.05
Faeces 20-1000 96.97-99.83 1.04-3 65 182-8.00 0866 4.13-18.37

LLOQ-ULOQ: lower limit of quantification-upper limit of quantification; CV: coefficient of variation.

Depending on the results of these parameters, a
regression model was chosen for each compound
in each matrix to establish the response function.
The regression models selected were quadratic
regression and weighted linear and quadratic
regression (1/X and 1/X?).

Precision is the closeness between the meas-
urements of a series, and represents random
error. It is represented by repeatability and inter-
mediate precision. Both parameters are expressed
as coefficients of variation (CV, %) and are cal-
culated for each concentration level. Trueness is
the closeness between an accepted reference
value or a true value and the average value
obtained from a series of measurements, and
represents systematic error. It can be expressed
as absolute or relative bias or as recovery (%) for
each VS concentration level. The range of these
values for each compound in each matrix is
shown in Table 2. Accuracy is the combination
of trueness (systematic error) and precision (ran-
dom error).

The accuracy profile was evaluated for each
analyte in each matrix. The f tolerance interval
established at 80% was inside the acceptance lim-
its and consequently all methods were validated.

Relative uncertainty makes it possible to evalu-
ate the dispersion of the measurements and was
also determined for each concentration level. The
range of results of the expanded relative

uncertainty corresponding to all concentration
levels for each analyte in each matrix is shown in
Table 2.

LLOQ and ULOQ define the dosing interval
(see Table 2), and therefore the concentration
range for which the method is valid. They corres-
pond to the lowest and the highest VS concentra-
tion levels for all analytes in all matrices, except
for AMOX and SDMT in liver, for which the
LLOQs were 33.74ng/g and 16.31 ng/g, respect-
ively; and AMOX in plasma for which the LLOQ
was 24.73 ng/mL.

Storage stability at 4°C was assessed for the
working standard solutions. Stability after two
freeze-thaw cycles in spiked faeces and plasma
samples was assessed, as well as stability after 30
and 60days at —18°C for plasma samples and at
—18°C and —80°C for faeces samples. According
to the criteria explained in the materials and
methods section, the intermediate solution at
20 pg/mL was found to be stable for 21 days at
4°C, while the working standard solutions were
within the limits for only 7days. Concerning
spiked plasma and faeces samples, all analytes
were considered stable after two freeze-thaw
cycles and after 60 days at —18°C for plasma and
—18°C and —80°C for faeces, except for AMOX
in plasma, which exceeded the 20% tolerance
interval at day 60. No stability studies were per-
formed on muscle as internal data were already
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Table 3. Concentrations of antimicrobials found in pig tissues during the animal study compared with the tolerated MRL.

Antibiotic Concentration in
Tissue (MRL in pa/kg) pig tissue (pa/ka) Mean concentration (ug/kg)
Liver AMOX (50) <LLOQ (pig 1) <LLOQ
<LLOQ (pig 2)
SDMT (100) 583 (pig 3) 563+ 28
543 (pig 4)
TMP (50) 4656 (pig 3) 594£18
721 (pig 4)
OTC (300) 126 (pig 5) 153£3.9
180 (pig 6)
Kidney AMOX (50) 235 (pig 1) <LLOQ
(right and left kidney, mean) <LLOQ (pig 2)
SDMT (100) 839 (pig 3) 743+112
647 (pig 4)
TMP (50) 163 (pig 3) 182+23
202 (pig 4)
OTC (600) 49 (pig 5) 456+4.0
422 (pig 6)
Muscle AMOX (50) <LLOQ (pig 1) <LLOQ
(loin and leg mean) <LLOQ (pig 2)
SDMT (100) 201 (pig 3) 197+ 11
193 (pig 4)
TMP (50) 210 (pig 3) 19.4+£1.8
178 (pig 4)
OTC (100) 415 (pig 5) 40.8+6.0
40.1 (pig 6)

MRL: maximum residue limits.

available at the laboratory and residues were
known to remain stable for at least 1year for
OTC, SDMT and TMP and for 308 days in the
case of AMOX.

We did not succeed in optimising a quantification
method for AMOX in faeces as its extraction was
insufficient at low concentrations, and the limit of
quantification was too high. A preliminary assump-
tion was that a high matrix suppression effect in fae-
ces was responsible for the lack of sensitivity, but this
was rejected after the assessment of these matrix
effects. Some recovery studies were also carried out
and highlighted poor extraction recovery in faeces,
which could explain the sensitivity problem. Another
assumption could be hydrolysis of AMOX by f-lacta-
mase-producing bacteria in the gut. Further studies in
faeces should be done to solve the extraction issues in
order to improve the method and to be able to quan-
tify low concentrations.

Animal study

All analytical methods were developed and vali-
dated in order to ensure reliable results of meas-
urements from samples obtained during animal
experiments when using these methods. These
animal studies aimed to assess the presence or
absence of antibiotic residues in tissues of animals

exposed to antibiotic cross-contaminated feed, as
well as to study the plasma kinetics of each com-
pound. As the animal experimental study was
considered a pilot study, the results concern only
two animals for each compound, and further
studies with a larger number of animals will be
carried out to obtain more significant data. The
antibiotic concentration administered to animals
corresponded to 2% of the recommended treat-
ment dose, as this percentage is within the range
of cross-contamination tolerated by good manu-
facturing practices of animal feed production
(French Ministry of Agriculture and Fisheries
2007). Concerning the tissues, the concentrations
of SDMT detected were higher than the MRLs
authorised by the European Medicine Agency in
liver, kidneys and muscle, with average concentra-
tions of 583 nug/kg, 743 ng/kg and 197 pg/kg,
respectively. Trimethoprim concentrations were
higher than the MRLs in kidneys, with an average
concentration of 182pug/kg, and in one of the
liver samples, where the amount found was
72.1 ug/kg. Finally, OTC concentrations remained
below the MRL in all tissues and AMOX was
below the LLOQ of the methods in all samples,
except for the kidneys of one animal. All analyt-
ical results are shown in Table 3. Despite the dif-
ferent slaughter times, no difference between
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tissues concentrations was observed, which sug-
gests that steady state in tissue could have been
achieved. For example, for SDMT, tissues concen-
trations found in the pig slaughtered after 7 days
were similar at those found in the pig slaughtered
after 18 days. This hypothesis will be assessed in
future studies that will be done with a greater
number of animals.

Finally, as explained before, faeces were col-
lected every day and analysed, and the mean con-
centration of all samples was calculated. OTC was
the compound that was present at the highest
concentrations, with a mean of 12,307 920 ng/
kg. The SDMT concentration was 752+ 164 ng/kg
and TMP was under the LLOQ.

These results suggest that OTC may have low
oral absorption and bioavailability, as it was
found mainly in faeces. This is consistent with
the findings reported by Nielsen and Gyrd-
Hansen (1996) and Mevius et al. (1986) in their
research. However, SDMT seems to be well
absorbed and tends to accumulate in tissues.
Further studies with a larger number of animals
are planned, first to confirm these results, and
second to study each compound’s kinetics in
order to develop a pharmacokinetic model cap-
able of predicting tissue concentrations in view of
contamination levels. The analytical method
developed for plasma will be useful in this future
kinetics study.

Conclusions

All developed analytical methods were validated fol-
lowing the accuracy profile for all compounds in all
matrices. AMOX extraction in faeces could not be
optimised for low concentrations, and further stud-
ies should therefore be carried out to find the
source of the problem and to improve the method.
The results of the animal study showed that, at
tolerated cross-contamination rates, SDMT con-
centrations could be higher than the accepted
MRL and this may be a risk to consumers.
Moreover, determining the origin of the presence
of residues could be complex: feed cross-contam-
ination or non-respect of withdrawal period before
animal slaughter. Furthermore, the low absorption
rate of OTC and hence its presence at high con-
centrations in faeces highlight the risk of
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development of resistant bacteria in animal intes-
tinal microbiota. Additional animal studies with a
larger number of animals should be performed for
each compound to generate more data for model-
ling purposes. The results of this study could be
helpful for the implementation of certain regula-
tory limits for cross-contamination in feed.
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II- Evaluation du risque de transfert de résidus
d’antibiotiques vers les denrées d’origine

animale

Le deuxieme objectif de ce projet a été d’évaluer le risque de présence de résidus
d’antibiotiques dans les denrées d’origine animale suite a I'exposition d’un groupe de porcs a
une alimentation contaminée. Deux expérimentations animales ont été effectuées, la
premiére avec administration d’un aliment supplémenté sulfadiméthoxine/triméthoprime et
la seconde avec administration d’un aliment supplémenté en oxytétracycline.. Les deux

études et leurs résultats seront présentés ci-dessous.

1. Etude avec I'association sulfadiméthoxine/triméthoprime

Pour cette étude, un groupe de huit porcs ont recu une alimentation contenant I'association
sulfadiméthoxine/triméthoprime a 2% de la dose posologique. Des échantillons de plasma et
de feces ont été prélevés tout au long de I’étude. Aprés 12 jours, les animaux ont été abattus
et les tissus (muscle, foie et rein) ont été prélevés. Les échantillons ont été analysés par LC-
MS/MS avec les méthodes développées et validées auparavant. La possibilité de dépassement
des LMRs a été évaluée. Afin de prédire le risque de dépassement de LMR, un modeéle
pharmacocinétique a été construit pour la sulfadiméthoxine a partir des données
plasmatiques. En tenant compte des concentrations retrouvées dans les tissus lors de
I'abattage, des simulations ont été réalisées afin de prédire la concentration tissulaire en
fonction du taux de contamination dans I'aliment. De plus, les échantillons de foie ont été
analysés par HRMS, avec des approches ciblée et non ciblée, et comparés a des échantillons

contréle afin d’identifier les potentiels métabolites de la sulfadiméthoxine.

La figure 42 représente un résumé de I'étude.
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Figure 42. Synthese de I'étude animale réalisée avec I'association sulfadiméthoxine/triméthoprime*

Ces travaux ont fait I’'objet d’un article soumis en ao(t 2023 au journal « Journal of Agricultural

and Food Chemistry ».

Santos-Santérum Sudrez, C., Sanders, P., Perrin-Guyomard, A., Laurentie, M., Taillandier, J-F.,
Lagree, M-P., Viel, A. & Gaugain, M.: Assessment of the risk of antimicrobial residues in edible
pig tissues after exposure to cross-contaminated feed: a case study with
sulphadimethoxine/trimethoprim. Journal of Agricultural and Food Chemistry. Soumis Ao(t

2023.

Les supplementary data de cet article se trouvent en annexe .
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1. Abstract

A topical concern is the responsible use of antibiotics in veterinary medicine and control of
antimicrobial residues in edible products. When manufacturing oral premixes, cross-
contamination may occur between medicated and non-medicated feed, leading to
unavoidable traces of antibiotics in animal feedstuff. The exposure of food-producing animals
to low antibiotic concentrations can result in antimicrobial residues in edible products. This
project was designed to assess, by LC-MS/MS analysis, the presence of antibiotic residues in
edible pig tissues, faeces and plasma after a chronic exposure to a mimed cross-contaminated
feed with a sulphadimethoxine/trimethoprim combination. The presence of
sulphadimethoxine metabolites in liver was also evaluated by LC-HRMS. Our results show that,

at the tolerated contamination rates in France, sulphadimethoxine concentrations can exceed
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the MRL and that putative metabolites can also be detected in the liver of pigs. Based on the
plasma and tissue data, a population pharmacokinetic model was developed and predicted
that a maximal contamination of 0.2% of the therapeutic dose would not result in

sulphadimethoxine concentrations above the MRL in at least one edible tissue.

Keywords : antibiotic residues, cross-contamination, LC-MS/MS, HRMS, pharmacokinetics

2. Introduction

The use of antimicrobials in veterinary medicine has been decreasing in Europe over the last
decade [1]. However, their administration to prevent or treat infectious diseases is still
widespread. Although several routes of administration exist, the oral route for medication is
widely used via premixes [1]. These are veterinary medicines intended to be added to
feedstuff, which is thus known as medicated feed [2]. However, medicated feed is usually
manufactured on the same production lines used for non-medicated feed. This situation can
lead to contamination, i.e. the uncontrolled presence of antimicrobials in animal feedstuff [3,
4]. This carry-over, which has already been reported on several occasions [5-8], seems to be
unavoidable because it depends on several factors and can take place not only at the feed
mill, but also during transport or storage on the farm [3, 9]. Although no contamination limits
have been established by European legislation, the French Ministry of Agricultural and
Fisheries published good manufacturing practices (GMPs) setting maximum contamination
rates [10]. These GMPs established that the first batch of non-medicated feed following a
medicated one should not be contaminated by more than 5%, and the following batches by

no more than 1%.

When cross-contamination occurs, it will result in exposure of animals to low antibiotic

concentrations, which may involve several risks. Firstly, there may be toxic effects in animals
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exposed to substances not intended for certain animal species, such as lincomycin in cows or
some ionophores in pigs [11]. Secondly, as antibiotic concentrations in contaminated feed are
low, animals may be exposed to subtherapeutic concentrations. This is known to increase the
selection of resistant bacteria, which may then spread to humans or to the environment [12-
15]. Furthermore, consumption of contaminated feed may lead to residues in edible products,
which could be a risk for consumers. Indeed, exposure to antibiotics can cause allergic
reactions, perturbation of the intestinal microbiota and even blood disorders. Metabolites of
some veterinary medicinal products are also known to cause undesirable side effects [16].
Moreover, just as in animals, exposure of consumers to antimicrobial residues through food

increases the risk of developing antibiotic resistance in the gut microbiota [14, 16].

In order to protect public health, the European Union has established maximum residue limits
(MRLs) for all pharmacological active substances. These MRLs are the maximum authorised
levels of these molecules in edible products of animal origin [17]. In order to comply with these
limits, withdrawal periods are applied to food-producing animals, i.e. minimum times
between the last administration of a veterinary medicine and the collection of edible products
from this animal [18]. However, when there is uncontrolled exposure of animals to antibiotics
due to cross-contamination in feed, the concept of withdrawal periods is not applicable,
therefore antimicrobial residues could be present in animal products at concentrations higher

than the authorised MRL [19].

The combination of sulphonamide/trimethoprim are among the most often used antibiotic
family in pig production, as they are in category D of the European Medicines Agency (EMA)
categorisation of antibiotics [20] that promotes to use them in priority compared to the other

antibiotic classes present in categories A to C. Within the sulphonamide family,
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sulphadimethoxine has a good oral bioavailability in pigs, as well as a long half-life, which
supports the possible presence of residues in tissue in case of feed cross-contamination [21,
22]. That is why the combination of sulphadimethoxine/trimethoprim (SDMT/TMP) were the

selected antibiotics for our study.

The purpose of this study was to assess the SDMT/TMP level in edible animal products after
pigs exposure to a mimed cross-contaminated feed. Plasma and tissue data were used to
develop a population pharmacokinetic model capable of predicting the contamination rate
that would not result in SDMT residues above the MRL. The potential presence of SDMT
metabolites was also studied, as the consumer may be at risk not only from the parent
compound but also the N-acetylated metabolite, which has been associated with renal toxicity

[23].

3. Materials and methods

3.1. Invivo experimental study

3.1.1. Animals

The animal study was approved by the French Committee on Animal Research and Ethics
(referral number: 21-035 #29960). This experimental study was conducted on eight pigs, as
pork is the most frequently consumed meat in Europe [24]. The animals were 8-week-old
female pigs weighing between 20.5 and 22.6 kg at the beginning of the study. They were all

housed in individual boxes and given non-medicated feed for an acclimation period of 7 days.

A central catheter was then implanted under general anaesthesia and aseptic conditions as
described elsewhere [25]. Briefly, pigs were first sedated with an IM injection of ketamine at

20 mg/kg (Imalgeéne, Mérial, Lyon, France) and xylazine at 2 mg/kg (Rompun, Bayer, Loos,
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France). After intubation, pigs were kept anesthetized by inhalation with isoflurane 2.5%
(IsoFlo, Zoetis, Malakoff, France). After surgical opening of the neck, a catheter was implanted
in one of the jugular vein. A recovery period of 24-48 h was allowed before the experiment

began.

The animals were fed using an organic non-medicated feed (UFAB, Lamballe-Armor, France)
and had unlimited access to water throughout the experiment. The feed composition is

presented in Supplementary Table 1.

3.1.2. Drug administrations to mimic a cross-contaminated feeding

The two antibiotics administered in combination were SDMT/TMP. From day 0 (DO0), in order
to mimic a cross-contaminated feeding at a tolerable rate for French GMPs [10] of 2% of the
recommended therapeutic dose (i.e. 14.9 mg of SDMT/kg of feed and 3.2 mg of TMP/kg of
feed per day), SDMT/TMP premix combination (Trimethosulpha V, Dopharma, Vair-sur-Loire,
France) was used as follows:

- The total feed intake was of 50 g/kg body weight/day. The animals were weighed once a
week in order to adapt the feed quantity and the SDMT/TMP amounts to add in the
contaminated feed.

- The individual daily dose of premix was calculated (i.e. 0.75 mg/kg body weight for SDMT
and 0.16 mg/kg body weight for TMP) and split into two administrations at 8 a.m. and 4 p.m.
each day

- To ensure that the whole antibiotic amounts were ingested, the premix was given first within
a small quantity of feed and the pigs were closely monitored before giving the animals the rest

of the (antibiotic-free) ration.
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109 The antibiotics were administered for 12 days (from DO to D11) except after the second
110  administration on D1 (i.e. after four administrations since initiation), when administration of
111  the antimicrobial was interrupted for two days and then restarted on D4 (see Figure 1). The
112 purpose of this temporary stoppage was to closely monitor the shape of the decrease in
113  plasma concentrations of SDMT/TMP so as to develop a robust PK model (see 3.4). Finally, the
114  animals were slaughtered by electronarcosis followed by exsanguination on D12 (i.e. between
115 17 and 19h after the last administration).

116 3.1.3. Blood, faecal and tissue samplings

117  From DO to D4, 2 ml of blood were sampled 22 times for each animal (rich sampling). Then, in
118  order to verify that the plasma steady-state was eventually achieved, three to five samples
119  were collected from six out of the eight pigs from D5 until the end of the study (sparse
120 sampling) (see Figure 1). The blood samples were kept in heparinized tubes and centrifuged
121 (3000g for 10 min) within 60 min after sampling. Then, the plasma was collected and stored
122 at-18°C until analysis. During the study, individual faeces were also collected from the floor
123 between four and five times (between two and three times a week, see Figure 1) and stored
124  at -80°C for further analysis. The faecal and plasmatic sampling was done taking into account
125  ethical recommendations as well as data from a pilot study carried out previously [19].The
126  slaughter of the animals allowed a last blood sample to be taken. Liver, kidney and muscle
127  samples from the loin and leg were also collected and stored at -80°C for liver and -18°C for

128  kidney and muscle, until analysis.
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Figure 1. Timeline of the in vivo experiment with the sampling details

3.2. Sample preparation and analysis

3.2.1. Chemicals and reagents

Methanol for high-performance liquid chromatography, Optima liquid chromatography/mass
spectrometry grade methanol, ethylenediaminetetraacetic acid disodium dihydrate
(Na2EDTA) and citric acid monohydrate were obtained from Fisher Scientific (lllkirch-
Graffenstaden, France). Formic acid and disodium hydrogen phosphate were purchased from
Merck (Fontenay-sous-Bois, France) and dimethyl sulfoxide (DMSO) from VWR (Fontenay-
sous-Bois, France). Standards of SDMT, TMP and trimethoprim-D9 were purchased from

Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France) and sulphadimethoxine-D6 from Cluzeau Info

Labo (Sainte-Foy-La-Grande, France).
3.2.2. Samples extraction

All samples were processed as described previously in order to extract and quantify SDMT and
TMP [19] . Briefly, after addition of SDMT-D6 and TMP-D9 as internal standards, liquid-liquid
or solid-liquid extraction with acetonitrile was used for plasma, liver, muscle and kidney
samples, followed by an evaporation under nitrogen and resuspension with water. For faeces,

after adding Mcllvaine/EDTA buffer, a solid-phase extraction (SPE) was performed using water
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147  for washing the columns and methanol for eluting the molecules. Finally, an evaporation

148  under nitrogen followed by resuspension in water was done.

149 3.3. LC-MS/MS analysis for the quantification of SDMT and TMP

150  Faeces, plasma, liver, kidney and muscle extracts were analysed by LC-MS/MS as previously
151  described [19] in order to quantify SDMT and TMP concentrations. The LC-MS/MS system
152  consisted of an Accela Pump and a Thermo Pal autosampler coupled with a TSQ Vantage triple
153  quadrupole mass spectrometer from Thermo Scientific (Villebonsur-Yvette, France). A Kinetex
154  Biphenyl column manufactured by Phenomenex (100 x 2.1 mm, 2.56 mm) was used for
155  chromatographic separation. An MRM acquisition mode was used to monitor specific
156  transitions of SDMT, TMP and internal standards. The lower limit of quantification (LLOQ) of
157  the method was 10 ng/ml or ng/g for plasma, liver, kidney and muscle (except for SDMT in
158 liver, for which it was 16.31 ng/g), and 20 ng/g for faeces. Calibration ranges and acceptance

159  criteria for each matrix are shown in Supplementary Table 2.

160 3.4. Pharmacokinetic model development for SDMT

161 3.4.1. Modeling of plasma concentrations

162  Monolix software (Lixoft, S. A. S. Monolix version 2021R2; Antony, France, 2021) was used to
163  develop the population PK model based on the plasma data for SDMT (not for TMP, see
164  section 4.2). First, different structural models (one or two compartments) were tested. The
165  estimation of inter-individual variability (1IV) was tested for each parameter. An additional
166  inter-occasion variability (IOV) was also tested, where one occasion corresponds to a new oral
167  administration, assuming that individual parameters may vary from occasion to occasion. Any

168 potential effect of body weight as a continuous covariate was then investigated for the
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apparent clearance and volume. The full model for each structural parameter is described by

Equation 1.

log(Xi) = log(Xpop) + Bx x log(BWi/23.5) + n; + Yix .
q.

Where Xpop is the population value of parameter X, [3x: the covariate coefficient linked to
body weight (only if significatively different from 0), BWi:individual body weight (the median
weight of pigs at the beginning was 23.5 kg); n; is the random effect for individual | (for 1IV),

Y, is the variability at the occasion level for each individual (for IOV).

Different error models were evaluated (additive, proportional or a mixture of both).

The final PK model was selected based on the Bayesian information criterion (BIC) value and
the goodness-of-fit graphs for observed and predicted data. The IV, IOV and covariate values
were kept only if the precision of estimation (based on the relative standard error (RSE)) was
<50% and associated with a decrease in BIC. Visual predictive checks (VPCs) were used to

validate the model, with 500 simulations and a 90% prediction interval.

3.4.2. Prediction of edible tissue concentrations for SDMT

One goal of this work was to use the PK model to predict SDMT tissue concentrations after
exposure to food contaminated at a population level with different SDMT concentrations. For
that purpose, the ratio of tissue concentration over plasma concentration (named partition
coefficient, Kp) at the time of slaughter (on average 18 h after the last meal) was calculated
for each edible tissue (kidneys, muscle, liver), assuming that the concentration steady-state
was achieved. Monte Carlo simulations were then performed using Simulix software (Lixoft,
S.A.S. Simulix version 2021R2 Antony, France, 2021). Briefly, a virtual pig population (n=1000)

was generated based on the final population PK model to get the predicted distributions of
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SDMT plasma concentrations. For tissues, a log-normal distribution was assumed for the
calculated Kps that was multiplied to the plasma concentrations at 18h after the last
administration (as in our experimental design) to get the predicted distributions of SDMT
concentration in each edible tissue. Two different scenarios of exposure to SDMT were used
in these simulations: 2% of the contamination rate (identical to the experimental design) and
1% of the contamination rate (corresponding to the regulatory tolerated maximum) for 12
days. Then, the maximum exposure scenario that would guarantee that tissue concentrations

would not exceed MRLs for 95% of pigs was determined.

3.5. Seeking of SDMT metabolites by LC-HRMS

Targeted and non-targeted LC-HRMS analyses were carried out in order to seek SDMT

metabolites in liver samples.

3.5.1. Liver sample preparation

In addition to the eight liver samples prepared for the pharmacokinetic and residue study, five
blank pig liver samples providing from animals of a pilot study were also extracted using the
same extraction as described previously. These non-treated animals were from the same
breeding as for the pharmacokinetic and residue study. These blank liver samples were used

as control samples for the non-targeted seeking of SDMT metabolites.
3.5.2. LC-HRMS

Both targeted and non-targeted approaches were performed on a system composed of an
Acquity H-class UPLC system coupled with a Vion IMS QTOF mass spectrometer manufactured
by Waters (Guyancourt, France). Compounds were separated with a Kinetex Biphenyl column

(100 x 2.1 mm, 2.56 mm) by Phenomenex (Le Pecq, France) protected by a C18 guard column
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(4 mm x 2 mm) heated to 35°C. Mobile phases were 0.1% formic acid in water (A) and 0.1%

formic acid in methanol (B) with a flow rate of 0.3 ml/min.

Electrospray ionisation (ESI) in positive mode was used and the acquisition was performed in
MSE mode, with a low collision energy of 6 eV and a high collision energy ranging from 15 eV
to 50 eV. The scan time was of 0.2 s and the mass range covered was from 50 m/z to 1200
m/z. Other source parameters were the desolvation temperature (550°C), the source
temperature (120°C), the capillary voltage (0.80 kV), the desolvation gas (800 L/h) and the

cone gas (50 L/h).
3.5.3. Targeted approach acquisition

The gradient for the targeted approach lasted 13 minutes. It started with 100% of A for 2
minutes, then 100% of B from minute 2 to minute 10, after which the composition was stable
until minute 11. Finally, at minute 11, the gradient returned to the initial conditions (100% of

A) and remained constant for two minutes.

There were two acquisitions in order to look for phase | and phase |l metabolites. The targeted
compounds used to check acquisition quality are shown in Table 1. In addition to these three
compounds, 20 phase 1 and 20 phase 2 metabolites of SDMT were investigated and are listed

in Supplementary Table 3.

Component Adduct Retention time (min) m/z
Sulphadimethoxine [M+H]* 7.88 311.0736
Sulphadimethoxine-d6 [M+H]* 7.88 317.1112
Trimethoprim [M+H]* 6.18 291.1379

Table 1. Targeted analytes for the targeted approach in HRMS analysis
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3.5.4. Non-targeted approach acquisition

For the non-targeted approach, the elution gradient was longer. It started with one minute at
100% of A, then 100% of B for 24 min, where it remained stable for over two minutes. Finally,
at minute 27, the gradient returned to the initial conditions (100% of A) and was constant until

minute 30.

The targeted adducts used to check acquisition quality were the same as for the targeted
approach (Table 1). In this approach, the order of sample injections was randomised to avoid
any bias linked to the analytical instrument. Furthermore, a quality control (QC), which was a

mixture of all the samples, was injected every five injections.
3.6. Data analysis for the non-targeted research of SDMT metabolites

Data processing and statistical analysis were performed with Workflow4Metabolomics (W4M)

on the Galaxy platform.
3.6.1. Data processing workflow

First of all, raw acquisition files were transformed to mzML format with MS-Convert software
(version 3.0). At this step, only the precursor ions were kept, even when an MSF acquisition
mode was used. After uploading mzML files to W4M, there was a preprocessing step to first
extract the peaks from all chromatograms, then group similar peaks from different samples
and finally apply a correction to the retention time if needed. The goal was to obtain a variable
data table in which each feature is represented with its m/z mass, time retention and presence
in each group (treated, control or QC) in addition to a data matrix table containing the
intensities of all the features in each sample. Before starting the statistical analysis, there was

a normalisation step. This entailed applying a linear correction taking into account the

~ 124~



Partie Il : Résultats

254  variation in signal intensities of the features (m/z associated with a retention time) in the QC

255  over time. The detailed preprocessing and normalisation workflow is represented in Figure 2.

Read msData findChromPeaks plotChromatogram findChromPeaksMer

* Read data and convert to R » Extract peaks from samples * Represent the total ion ger

data * Group all data samples into

one file

CAMERA.Annotate Fill Chrompeak Adjust time groupChromPeaks

* Annotate group variables (egs * Heplace all "NAs" by 0" * Correct and align by retenton » Find peaks common to

adducts, isotopes) ina time different samples and group
“pcgroup” them
 Univariate statistics (t-test)

256

257 Figure 2. Schematic workflow of data preprocessing and normalisation in Workflow4Metabolomics
258 on the Galaxy platform

259 3.6.2. Statistical analysis

260  First, a univariate analysis (t-test with FDR correction for multiple tests) was carried out to
261  seek those variables with a significant (P<0.01) difference in response between the control

262  and the treated samples.

263  Multivariate analyses were then performed. A principal component analysis (PCA) was carried
264  out after Pareto scaling of the variable in order to see if there was a different metabolomic
265  profile in the liver of SDMT-treated pigs compared with control pigs. The goal was to see
266  whether an unsupervised model with projection of the whole dataset according to two

267 components was sufficient to highlight differences between the two groups at a first glance.

268  Secondly, a supervised partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) model was built
269  taking into account the groups to which each of the samples belonged (treated or control) to

270  create the orthogonal components. The PLS-DA was designed to reveal any differences in the
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271  metabolomic profile of the two groups, as well as to identify which variables are more
272  important for group separation, necessary in the model’s construction. Pareto scaling of the
273  data was used to provide the same scale for all variables. Model performance was determined
274 by R2Y and Q2Y, diagnostic statistics whose significance was then checked by permutation

275  tests.

276 4. Results

277 4.1. Plasma analysis and PK model development

278 4.1.1. Plasma analysis

279  Plasma concentrations of SDMT/TMP over time are shown in Supplementary Figure 1. After
280 the first two oral administrations of premix (D0-D1), the concentration of SDMT in plasma
281 increased to reach a maximum mean concentration of 2724.0 + 561.2 ng/ml. For TMP, the

282  maximal concentrations were much lower (around 15 ng/mL, which is close to the LLOQ).

283  The premix feed intake was then replaced by antibiotic-free feed for two days to observe the
284  profile for decreasing concentrations (useful for developing the PK model, see section 4.2). On
285 D4, antibiotics were administered again and SDMT concentrations increased before remaining
286 relatively stable (steady-state reached) until the animals’ slaughter (between 2124 and 4330

287  ng/ml).

288  For TMP, 60% of the samples were below the LLOQ of the analytical method (10 ng/ml) (but

289  above the LOD), which means that the measurements are subject to great uncertainty.

290 4.1.2. PK model development

291  For TMP, no PK model was developed due to the high proportion of samples (60%) being

292 below the LLOQ.

~ 126~



Partie Il : Résultats

293

294

295

296

297

298

299
300
301

Regarding SDMT, a one-compartment model was finally selected based on a decrease BIC (the
lower being the better). The corresponding structural parameters were apparent clearance
(CI/F), apparent volume (V/F) (apparent because only the oral route was used in this PK study),
and absorption rate (ka). Parameters of the final model are presented in Table 2. IV and IOV
could be estimated for ka and apparent clearance. Moreover, a low but significant relationship

was found between the covariate body weight and clearance (with beta_Clwt = 0.18).

Fixed Effects
Parameters
VALUE R.S.E. (%)
ka (h1) 0.18 20.4
V/F (L) 4.35 5.30
CI/F (L/h) 0.24 5.01
beta_Clwr 0.18 4.94
inter-individual variability
Parameters
Value as CV (%) R.S.E. (%)
n_ka 46.6 34.0
n_cl 12.8 31.8
I0OV: inter-occasion variability
Parameters
Value as CV (%) R.S.E. (%)
Y_ka 33.4 19.9
Y_cl 11.4 24.0
Error Model Parameters
a (ug/mL) 0.059 23.4
b (%) 0.11 7.76

Table 2: Estimated parameter values from the final population PK model CI/F : apparent clearance ; ,
V/F : apparent volume; ka : absorption rate. a : additive error component; b: proportional error
component: , RSE: relative standard error
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The graph of individual fits (Fig 2) shows that the model was able to adequately describe the
observed data. The plasma steady-state was obtained from D8 (i.e. around 72 h after the

resumption of treatment).

The elimination half-life was calculated from the PK parameters to be equal to 12.5+/- 1.3 h.
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Figure 3: Individual fits of SODMT plasma concentrations. The blue points are the observed data and
the purple line is the model’s prediction.

The graphs of VPC (Supplementary Figure 2) showed some bias at the late time points but no

major bias, so the population pharmacokinetic (popPK) model was validated.
4.2. Tissue and faecal samples analysis

SDMT and TMP concentrations in tissues and the corresponding MRLs and Kp are shown in

Table 3.
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Matrix Antibiotic (MRL Mean concentration * Mean tissue-plasma partition
in ug/kg) standard deviation (ug/kg) coefficient (Kp) * standard
deviation

Muscle (mean SDMT (100) 187.36 £ 24.6 0.081 £0.018

of loin and leg) TMP (50) <LLOQ* NC

Liver SDMT (100) 617.93 +95.6 0.27 £0.076
TMP (50) <LLOQ* NC

Kidney (mean SDMT (100) 509.85 +72.5 0.22 +£0.076

of both left and TMP (50) 18.9 +10.05 NC

right kidneys)

*LLOQ: lower limit of quantification. NC: not calculated

Table 3. Concentrations of sulphadimethoxine and trimethoprim in pig tissues at time of slaughter,
along with the corresponding MRLs and Kp

At an administration concentration corresponding to 2% of the therapeutic dose, SDMT
concentrations in all tissues after 12 days of exposure were higher than the MRLs allowed by
European legislation, especially in the liver and kidney. The individual results (SDMT tissue and

plasma concentrations at slaughter as per pig) are presented in Supplementary Table 4.

On the other hand, TMP concentrations were below the lower limit of quantification (LLOQ)
of the method in all matrices except kidney samples, where concentrations were quantifiable

but remained below the MRL.

The mean faecal concentrations are presented in Table 4. While TMP was not detected in
faeces, SDMT concentrations were constant after day 2 of the study, being between 600 and

750 pg/kg during the whole experiment.
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Day Antibiotic Mean concentration * standard deviation (pg/kg)
Day 1 SDMT 446.53 +107.2
(n=8) T™MP ND
Day 2 SDMT 714.76 £ 105.1
(n=8) T™MP ND
Day 7 SDMT 628.98 + 25.9
(n=4) T™MP ND
Day 8 SDMT 677.03+71.5
(n=8) T™MP ND
Day 9 SDMT 749.59 + 117.8
(n=8) T™P ND

Table 4. Concentrations of sulphadimethoxine and trimethoprim in pig faecal samples. ND = Not
Detected

4.3. Simulations based on PK model

Monte Carlo simulations (n=1000) were then carried out based on the popPK model for
plasma and the calculated partition coefficients (Kp) in each tissue to predict the
concentrations of SDMT in edible tissue according to various exposure scenarios (see Table 5).

For all the simulations, the tissue concentrations was predicted 18h after the last

contaminated feed as in our experimental design.

Scenario Liver Muscle Kidney concentrations
concentrations concentrations

2% contamination 577 [305-1085] 181 [102 - 317] 486 [254 - 917]

rate for 12 days

1% contamination 295 [161 - 518] 92 [50 - 155] 244 [127-484]

rate for 12 days

Table 5: Simulated SDMT concentrations in edible tissues according to different scenarios 18 h after
the last administration. The median concentrations and [57-95] percentiles are given
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These simulations highlighted that with a scenario of a 2% contamination rate, 95% of the pigs
would have SDMT tissue concentrations above the MRL (100 pg/kg) in all edible tissues.
Similar results applied to the scenario with a 1% contamination rate, except for muscles, for

which at least 50% of pigs would have tissue levels under the MRL.

Based on the edible tissue with the highest SDMT concentrations in our experiment (liver) and
assuming that the PK of SDMT is linear, the contamination rate which ensures that 95% of pigs
will have liver concentrations below the MRL was calculated to be around 0.2% of the

therapeutic dosage.

4.4. HRMS analysis and research of metabolites

4.4.1. Targeted approach

Two phase Il metabolites of SDMT were found after targeted HRMS analysis. First, the
potential acetylated metabolite was detected at a mean retention time of 8.15 min in all
samples from the treated pigs, but not from the control ones. In addition, the glucuronide
metabolite was also detected with a low-intensity signal. For this putative metabolite, a split
peak was observed (at 6.97 and 7.06 min), which could be two isomer forms of the metabolite,
as this type of isomerisation of glucuronide conjugates is described in the literature (but not
described in pigs) [26, 27]. The results shown in this article are those corresponding to the first
peak. The responses of SDMT, SDMT-D6 and both putative metabolites across the samples are
shown in Figure 4. Table 6 describes the observed m/z as well as the mean retention time for

each of the metabolites.
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360 Figure 4. Sulphadimethoxine, sulphadimethoxine-dé6,) sulphadimethoxine+C6H806 (glucuronide) and
361 sulphadimethoxine+C2H20 (acetylated) responses in water (eau), control livers (P1, P2, P5, P6 and
362 P8) and treated pig livers (P9-P16)

363

Observed retention time
Observed  Range of mass
Putative metabolite (min, mean across the  Adduct
m/z error (ppm)
samples)

Sulphadimethoxine +

353.092 -0.3-0.9 8.15 [M+H]*
C2H20 (acetylated)
Sulphadimethoxine +
0.3-14
C6H806 487.115 6.97 [M+H]*
(glucuronide)
364 Table 6. Observed mass and retention time for putative SDMT metabolites in liver

365
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4.4.2. Non-targeted approach

Normalisation and quality of the data

Some variables were subjected to linear normalisation because of a decrease in their signal
intensity in QCs over time. Whether or not this correction was applied depended on the
workflow developed by Van de Kloet [28]. A filter was applied to eliminate variables with a
high coefficient of variation (CV) in their responses. This filter was set at 35% in order not to
lose the SDMT, whose CV was of 33%. Data quality was also checked using some of the
parameters from the internal standard (SDMT-D6), such as a constant retention time (14.19
0.01 min) and the CV of the response over the batch before and after normalisation (from 34%

to 9%, see Figure 5).
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Figure 5. Coefficient of variation in the internal standard (sulphadimethoxine-d6) response before and
after normalisation.

Univariate analysis

The univariate analysis selected a total of 100 variables for which the response showed a
significant difference between the two groups (p<0.01). Both SDMT and the potassium adduct
(SDMT+K) were found among these first 100 variables, but neither the acetylated or the

glucuronide metabolites were.
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Figure 6. Univariate analysis result for sulphadimethoxine

Multivariate analysis

A first multivariate descriptive analysis was performed by doing a PCA. The goal was to see if
patterns were observable in the projection of samples over the different components. As
shown in Figure 7, clustering is clearly observed over the two main components and all the
QCs are in the centre of the projection, demonstrating the contribution of normalisation. Up

to 44 % of the data set’s variability is taken into account in this model.
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Figure 7. PCA scores for components 1 and 2 with identification of the samples according to group

A PLS-DA model was then constructed in order to better visualise any possible difference in
the metabolomic profile between the two groups and to look for potential metabolites
involved in this differentiation. The model’s performance was assessed by evaluating different
parameters. Firstly, R2Y —which is the percentage of variable Y (belonging to the treated or
control group) explained by the model— was of 0.998. Next, Q2Y — which is the predictive
capacity of the model —was of 0.906 (see Figure 8). Permutation tests were carried out to
evaluate whether the model was overfitted or not. The proportion of times that the R2Y and
Q2Y values obtained in the permutation tests were better than the original ones was
calculated and p-values for both diagnostic parameters (pR2Y and pQ2Y) were of 0.01 (see
Figure 8), which means that the diagnostic parameters are significant and that the model was
valid. With this analysis, a difference between both groups is also observed over the first

component of the PLS-DA model.
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407 Figure 8. PLS-DA score plot for components 1 and 2 (A) and results of the permutation tests (B)
408  Furthermore, the PLS-DA analysis provided a features table where the variables were sorted
409  according to their “variable importance projection” (VIP) score, which is a way of ranking the
410 variables according to their contribution to group differentiation, thus used to create the
411  model. In this analysis, the SDMT was in ninth place but none of the putative SDMT
412 metabolites detected by the targeted approach was found by the non-targeted approach.
413 5. Discussion
414 The plasma PK profile was in good agreement with previous publications [22, 29]. The
415 development of a population PK model based on plasma was successful for SDMT due to its
416  rich sampling design. It was not possible for TMP due to many data being below the LLOQ.
417  Regarding SDMT, the popPK model was able to quantify [IV and IOV for two parameters with
418 very good confidence (Table 2): the oral absorption constant (ka) and apparent clearance
419  (CI/F). The variability for apparent clearance actually represents both the variability of
420 clearance and that of bioavailability (F), because F is embedded in this parameter. Indeed, to
421  compute the absolute bioavailability we would need IV data.
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A major result of this study is that even at low contamination rates tolerated by the current
French GMPs, residues of SDMT could be present in edible products at levels far above the
MRL (5 or 6 times higher, see Table 3). Furthermore, as this type of exposure of animals is
likely to be undetected on farms, there is no compliance with the withdrawal period and
consumers could be directly exposed to antimicrobial residues. TMP concentrations were only

quantifiable in the kidney, but remained below the MRL.

The tissues/plasma ratios (Kp) for SDMT calculated at the end of the study were similar to
those found previously in the literature [30], i.e. between 0.2 and 0.3 for kidney/liver and
around 0.1 for muscles. This highlights a relatively poor affinity of SDMT with these tissues.
We used the popPK model with the calculated Kp values to simulate and predict the
concentrations of SDMT at a population level using various exposure scenarios . Globally, our
simulations showed that in order to avoid SDMT residues higher than the MRL, the
contamination rate should not exceed 0.2%. This value could be compared with the
contamination limits fixed in French GMPs that establish a 5% contamination rate for the first
non-medicated feed following a medicated one, and 1% for the following batches [10].
However, these simulations are based on Kp ratios that were calculated for a specific time (i.e
18h) after the last antibiotic administration, which may be a limit of the model. Indeed,
because there are no kinetic knowledge for tissues (i.e the elimination half-life), simulations
are subject to some uncertainty. Furthermore, our animal study was carried out on piglets,
which means that PK parameters could be very different for bigger and older animals.
Therefore, the simulation results should be considered carefully, as should extrapolation to

pigs having reached the market weight for slaughter.
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The SDMT was a good choice for this study because of its relatively long half-life (around 13h),
which increases the risk of accumulation in tissues when administered on a daily basis.
However, these results should not be extrapolated to other sulphonamides with different
pharmacokinetic parameters. Concentrations of SDMT were relatively low in faeces (between
0.6 and 0.7 pg/g of faeces), which is in agreement with the available literature that reported
good oral absorption of this drug [31]. Nevertheless, these low levels of concentrations
coupled with a chronic exposure (several weeks) could be a risk of antibiotic resistance in gut
commensal bacteria. Indeed, in our recent experimental study that mimicked a cross-
contaminated exposure with another antibiotic (oxytetracycline), a significant increase of the

proportion of resistant E.coli was observed at the end of the study [32].

The targeted approach of the HRMS analysis revealed two phase Il metabolites. First, the
acetylated metabolite, which has already been described in vitro in pig hepatocytes [33] and
in vivo in pig plasma and urine [22, 34]. Therefore, at the tolerated contamination rates, it is
not only SDMT residues that could be present in edible products but also its metabolites,
which may be harmful for consumers. For instance, the acetylated metabolite has been shown
to be related to renal toxicity because of its precipitation in the kidney [23]. Furthermore, the
glucuronide metabolite was potentially found but due to the low-intensity signal, this needs
to be investigated in a further study involving higher doses of SDMT. To our knowledge, this
metabolite has never been reported in pig livers, although it has been described in the urine

of humans [35, 36], primates, rats, dogs, mice and guinea pigs [37, 38].

For the non-targeted approach, a PCA model was first developed that revealed a difference
between the treated and control groups in the metabolic profile of the liver. The PLS-DA model

then confirmed this clustering and allowed those features most involved in this clustering to
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be selected. The results of the univariate and multivariate analysis showed the most important
variables involved in the differentiation of the groups. SDMT and one of its adducts were
found among these variables, but not the two putative SDMT metabolites detected during the
targeted approach. However, some potentially interesting features were observed that could
be further investigated in future studies. Nevertheless, the goal of this study was to identify
metabolites of SDMT. When seeking xenobiotic metabolites our study clearly demonstrated
that the targeted approach is more suitable than the non-targeted approach, which makes
the search very difficult and time-consuming due to the great number of ions. Furthermore,
some important metabolites may be lost due to the normalisation and filtering. For example,
the CV of the SDMT response was 33% (because the SDMT was not normalised by the
algorithm). This means that if a filter of 30% had been chosen, this molecule would not have
been found. What is more, the low SDMT concentrations, and thus the low concentrations of

its metabolites, makes it difficult to highlight them relative to the control group.

In conclusion, this study aimed to evaluate level of antimicrobial residues in edible products
of animal origin after exposure to contaminated feed. The results showed that, at the
tolerated cross-contamination rates (in France), SDMT concentrations higher than the
authorised MRL could be found in the muscle, liver and kidney. Furthermore, putative
metabolites of SDMT may be present in the liver, although further studies are needed to clarify
this risk. In the case of sulphonamides, MRLs were established for the whole class of veterinary
medicinal products as an extrapolation from studies performed with sulphadimidine alone
[39]. Further studies should be carried out in order to improve our knowledge of these drugs
and specifically to check initial assumptions of pharmacokinetic similarities between

sulphonamides.
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2. Etude sur I'oxytétracycline

Introduction

Une étude animale similaire a celle présentée dans le point précédent a été menée avec
I’'oxytétracycline. L’objectif était d’étudier, comme pour I’étude de I’association SDMT/TMP,
le risque de présence de résidus dans les denrées d’origine animale avec une molécule
fréguemment utilisée en prémélange médicamenteux et retrouvée lors des plans de
surveillance, mais appartenant a une autre famille antibiotique et donc, possédant des

propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques différentes.
Méthodologie

Pour cette étude, 10 porcs (femelles, 8 semaines, entre 15,2 et 22,5 kg a I'arrivée) ont été
placés dans des boxes individuels et ont recu pendant une semaine une alimentation sans
antibiotique, afin de respecter la période d’acclimatation. Un cathéter a été implanté sous
anesthésie générale a I'aide d’un échographe sur 8 des 10 porcs. Une période de repos de 3 a

5 jours apres I'opération a été respectée.

Pendant I’étude, les 10 animaux ont recu une alimentation contaminée avec |'oxytétracycline
(OTC-40, Huvepharma, Segré-en-Anjou Bleu, France) a 2% de la dose posologique (i.e. 20 mg
OTC/kg aliment ou 1 mg OTC/kg poids vif). La ration alimentaire était de 50 g/kg poids vif/jour
et, afin d’adapter la quantité d’aliment et la dose d’antibiotique, les animaux étaient pesés
une fois par semaine. L'administration était répartie en deux repas (un le matin et un autre
I"aprés-midi) et le traitement a duré de JO a J11. A J1 la deuxieme dose d’antibiotique n’a pas
été administrée et le traitement a été repris au J2 le matin. Le but de I'arrét du traitement

était de suivre la diminution de la concentration plasmatique.

Des prélévements fréquents de plasma (entre 6 et 10 par jour) ont été réalisés entre JO et J1,
le nombre pouvant varier en fonction des porcs et du bon fonctionnement de leur cathéter.
Puis, entre J2 et J11 I’échantillonnage a été plus dispersé (entre 2 et 20 échantillons sur cette
période). A J11 les 10 animaux ont été abattus et un échantillon de plasma a été récupéré,
ainsi que les tissus (muscle, foie et rein). De méme, les feces ont été prélevées 4 fois pendant

la durée du traitement sur I'ensemble des animaux.
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Les échantillons de plasma, muscle et rein ont été conservés a -20°C et ceux de feces et foie a

-80°C jusqu’a 'analyse.

Tous les échantillons ont été analysés par LC-MS/MS avec les méthodes développées et

validées préalablement [146].

Résultats

Les dosages plasmatiques ont montré qu’environ 88% des échantillons se retrouvaient en
dessous de la limite de quantification de la méthode (10 ng/ml), ce qui a rendu impossible le

développement d’'un modele pharmacocinétique (figure 43).

NO
PEPOTP >
12 e

Concentration (ng/ml)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
Temps (h)
TMT = traitement No TMT = sans traitement

Figure 43. Données plasmatiques de I'oxytétracycline. La ligne rouge représente la LLOQ de la

méthode

Les données tissulaires, qui sont présentées dans le tableau 7, restaient en dessous de la LMR
pour toutes les matrices. Finalement, la concentration fécale moyenne retrouvée pendant

toute la durée de I'étude était de 6050,38 + 700.7 ug/kg.
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Matrice Concentration moyenne + LMR ( pg/kg)

écart-type (ug/kg)

Muscle (cuisse et longe) 12,53 +2,2 100
Foie 14,32 +3,3 300
Rein 33,8+6,7 600

Tableau 7. Résultats des dosages tissulaires

Conclusion

Les résultats de cette étude ont montré que, a la différence de la SDMT, I'exposition des
animaux a une alimentation contaminée avec I'OTC a des concentrations tolérées par les
bonnes pratiques de fabrication n’entrainait pas de résidus dans les denrées alimentaires a
des concentrations supérieures aux LMRs fixées pour les tissus. Néanmoins, I'OTC se
retrouvait principalement au niveau des féces, ce qui est en accord avec ce qui est décrit dans
la littérature sur la faible absorption orale et biodisponibilité de cette molécule [70, 147]. La
présence de résidus d’antibiotique dans les feces animales pourrait représenter un risque
pour I'éleveur mais également pour I'environnement car ces concentrations pourraient

contribuer a la sélection d’antibiorésistance.

Les deux études réalisées sur trois molécules différentes montrent qu’il est important de
prendre en compte les propriétés pharmacocinétiques des molécules pour la fixation des
limites de contamination croisée, non seulement pour considérer les concentrations
intestinales qui pourraient sélectionner la résistance, mais également pour de ne pas dépasser

les LMR établies.
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lII- Etude du risque de sélection

d’antibiorésistance

Le troisieme objectif de la thése était d’évaluer le risque de sélection de bactéries résistantes
dans le microbiote intestinal des animaux par des antibiotiques présents a des concentrations
sub-thérapeutiques dans un aliment contaminé. Pour cette étude, I'oxytétracycline a été
I'antibiotique de choix de par sa faible absorption et biodisponibilité orale impliquant

I’exposition des bactéries intestinales a de fortes concentrations.

Pour cela, 16 porcs ont été divisés en deux groupes, un groupe contrdle et un groupe traité a
I’'oxytétracycline a 1% de la dose posologique dans I'aliment. Des féces ont été prélevées avant
et pendant I'étude et des dénombrements sur milieu avec et sans antibiotiques ont été faits
afin de suivre I'évolution des populations fécales des E. coli totaux et des E. coli résistants. De
méme, des colonies des boites sans antibiotique ont été récupérées et purifiées pour réaliser
des tests de sensibilité aux antibiotiques et étudier les co-résistances a I'oxytétracycline. La
caractérisation du groupe phylogénétique a été également effectué sur cesisolats. Un résumé

de I'étude est présenté dans la figure 44.

Phylogénie

[ 4

: r‘_ﬁi’ﬁiL

Oxytétracycline ) ‘

X E. coli résistants
1% dose posologique ‘ |
| L
IEm

— ]
¢ e R Feces O j 1 | Isolats
2R S (avant et pendant traitement) = : : : l]

%& E. coli totaux ‘,

Groupe contréle

Co-résistances

Figure 44. Résumé de I'étude animale réalisée sur I’étude de la sélection de résistance*
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Les résultats de cette étude ont fait objet d’un article scientifique publié dans le journal
« Veterinary Microbiology ».

Santos-Santérum Suarez, C., Sanders, P., Gaugain, M., Viel, A., Paboeuf, F., Taillandier, J-F.,
Houée, P., Valentin, C. & Perrin-Guyomard, A.(2023) : Selection of antibiotic resistance in pigs

after exposure to feed cross-contaminated with oxytetracycline. Veterinary Microbiology..
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:

Antibiotic
Antimicrobial resistance
Cross-contamination
Oxytetracycline

Due to possible cross-contamination of animal feedstuff with antibiotics, food-producing animals may be exposed
to undesirable low concentrations of antimicrobials. These sub-therapeutic levels of antibiotics can lead to the
selection of resistant bacteria in the animal gut. The goal of this study was to assess, through analysis of the
faeces of treated and control pigs, the risk of resistant E. coli being selected after daily exposure for three weeks to
feed contaminated with oxytetracycline at 1% of the therapeutic dose. Liquid Chromatography coupled to
tandem Mass Spectrometry was used to determine the oxytetracycline concentrations in faecal samples. In the
treated group, concentrations were in the range of 4481.9 - 8671.2 ug/kg. In the control group, these concen-
trations were either below the method's limit of quantification or up to 60.5 pg/kg. After a transient increase in
resistance in both groups, microbiological analysis showed that the treated group had a significantly higher
oxytetracycline resistance rate by the end of the study than the control group (p < 0.001). Furthermore, the
treated animals were found to select co-resistances to nalidixic acid and ampicillin. Finally, at tolerated antibiotic
contamination levels of feed, the treated group had a higher proportion of multidrug-resistant isolates at the end
of the study than the control one (p < 0.05). The present study demonstrates that, at the tolerated contamination
rates, both antimicrobial resistance and multidrug-resistant bacteria can be selected and evidenced in the gut
microbiota.

1. Introduction mill or on the farm (Borras et al. 2011; Stolker et al. 2013; Filippitzi et al.

2016). This problem has already been reported in several studies that

Antimicrobial resistance is currently a major issue that concerns both
animal and human health. Even though the use of antibiotics as growth
promoters in food-producing animals has been banned in the European
Union since 2006 (European Commission, 2003), and despite the pub-
lication of guidelines for their proper use in veterinary medicine (World
Health Organization, 2017), the potential presence of antimicrobials in
animal feedstuff due to cross-contamination is a real concern. Indeed,
because production lines are used both for medicated and
non-medicated animal feedstuff, there may be a carry-over, leading to
the unintended presence of trace antimicrobials in feed. This contami-
nation, which appears unavoidable, can occur not only during feed
fabrication, but also during transportation or storage either at the feed

* Comresponding author.
E-mail address: agnes.perrin-guvomard@anses.fr (A. Perrin-Guyomard).

https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2023.109924

have demonstrated the undesirable presence of low concentrations of
antibiotics in animal feedstuff (Lynas et al. 1998; Robert et al. 2016;
Gaugain et al. 2020; Przeniosio-Siwczynska et al. 2020).

In France, cross-contamination of feed with antibiotics is regulated
by the Good Manufacturing Practices published by the Ministry of
Agriculture and Fisheries. This document establishes a maximum
contamination rate of 5% for the first batch following production of
medicated feed, and 1% for the next one (French Ministry of Agriculture
and Fisheries. 2007).

Between 2017 and 2018, monitoring plans were carried out in
France during which 100 pig, poultry and rabbit feed samples were
collected each year from different farms and analysed for 11
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0378-1135/@ 2023 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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antimicrobials. The most frequently found antibiotics were oxytetracy-
cline, sulfadiazine and sulphadimethoxine (Gaugain et al. 2020).

The exposure of animals to contaminated feed may lead to the
presence of antimicrobial residues in food of animal origin, even
possibly to levels above the maximum residue levels (MRLs) for some
antibiotics. Furthermore, the consumption of low antibiotic concentra-
tions by animals can play an important role in the selection of resistant
bacteria in the gut microbiota.

It is well known that therapeutic concentrations of antibiotics can
select for resistant bacteria. However, literature on how sub-therapeutic
levels of antimicrobials can also select for resistant mutants is still scarce
(EFSA. 2021).

Some studies have demonstrated in vitro that levels of antibiotics
under the minimum inhibitory concentration (MIC) can select Escher-
ichia coli, Salmonella enterica or Pseudomonas aeruginosa (Gullberg et al.
2011; Jergensen et al. 2013; Gullberg et al. 2014; Peeters et al. 2018;
Moore et al. 2021), or can lead in vivo to specific selection in the
gastrointestinal bacterial populations of pigs (Holman and Chénier
2013; Lin et al. 2017).

Recently, the European Food Safety Authority (EFSA) developed
different approaches to predict the antimicrobial levels in non-
medicated feed that would not result in the emergence and/or selec-
tion of resistance. However, these approaches are based on the very
limited data available on the specific link between a low concentration
of antimicrobial in feed and the selection and development of resistance
to antibiotics relevant for human and animal health in the gut micro-
biota of animals (EFSA. 2021). Therefore, the goal of this study was to
produce new in vivo data in order to evaluate the risk of selection of
antimicrobial resistance in pig intestinal microbiota after exposure to
feed contaminated with low concentrations of oxytetracycline.

2. Materials and methods
2.1. Animal study design and sample collection

An animal study, approved by the French Committee on Animal
Research and Ethics, was carried out with 12 pigs. Specific-pathogen-
free (SPF) pigs were provided by ANSES's Ploufragan laboratory
(France). The pigs were randomly divided into two groups of six animals
each: a control group and a treated one. To avoid any design bias, both
groups were housed in the same room, and all the animals belonging to
the same group were kept together in the same box. For 18 days, the
treated group received feed contaminated with an oxytetracycline
(OTC) premix (OTC 40-CR from Huvepharma, Segré-en-Anjou Bleu,
France) at a concentration corresponding to 1% of the recommended
therapeutic dose (i.e. 0.25 g premix/kg feed/day). This dose is tolerated
by the Good Manufacturing Practices for animal feed production
(French Ministry of Agriculture and Fisheries. 2007). Hence, the
administered dose was 10 mg of OTC/kg of feed per day (i.e. 0.5 mg/kg
body weight/day). Feed intake was monitored and corresponded to 50 g
per kg of body weight per day and the daily dose was divided into two
administrations. Finally, in order to adjust the administered dose of
premix and the amount of feed required, the animals were weighed
every week and the mean of these values was used to adapt the quan-
tities accordingly.

Faeces from each animal were sampled after spontaneous defecation
four days before the treatment (T0), and four times during the 3-week
OTC treatment (on days 3, 7, 10 and 17 after the first day of OTC
administration, i.e. T1, T2, T3 and T4). The fresh faecal samples were
processed as follows: 5 -+ 0.5 g was weighed and diluted to 1:10 by
adding 45 ml of 0.9% saline solution (Labocea, Fougeres, France) con-
taining 10% of glycerol (Dutscher, Bernolsheim, France). These samples
were homogenised with a Stomacher® and the filtered suspensions were
stored at — 80 °C before microbiological analysis. The remaining faecal
samples were stored at — 80 °C before the extraction and OTC assay.

Veterinary Microbiology 287 (2023) 109924
2.2. Microbiological analysis

2.2.1. Enumeration of total and resistant E. coli populations and assessment
of the resistance rate

The fresh faecal samples were serially diluted in saline solution to
obtain 10~? and 10~ dilutions. Fifty pl of both dilutions in addition to
the original (undiluted) samples was inoculated in duplicate with the
Eddy Jet spiral automatic plater (IUL S.A., Barcelona, Spain) onto
MacConkey agar (Labocea, Fougeres, France) plates that contained
either no antibiotic or OTC at 8 pg/ml. This OTC concentration corre-
sponds to the epidemiological cut-off value (ECOFF) established by the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
that allows a distinction to be made between a wild-type (WT) and non-
wild type (NWT) (‘microbiological’ resistant) microorganism (http://
www.eucast.org, last accessed 09/11,2022). Samples were then incu-
bated at 44 °C for 18-24 h. After incubation, presumptive E. coli colonies
were counted with the SphereFlash® automatic colony counter (IUL S.
A., Barcelona, Spain) to estimate the total population and the NWT
population. The OTC resistance rate, being the NWT/Total ratio be-
tween the mean of NWT E.coli colonies from plates containing OTC and
the mean of total E.coli colonies from plates with no antibiotic was
calculated for each pig. The mean of all NWT/Total ratios was then
calculated in order to assess the OTC resistance rate in each group at
each time point.

2.2.2. MIC determination and antimicrobial susceptibility testing

Six colonies of presumptive E. coli were randomly selected and sub-
cultured from each antibiotic-free MacConkey agar plate on Brilliance ™
agar plates (Thermo Fisher Scientific, lllkirch-Graffenstaden, France) for
purification. Isolates were stored at — 80 °C until further analysis. The
minimum inhibitory concentration of amikacin (AMK), ampicillin
(AMP), azithromycin (AZM), cefotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ),
chloramphenicol (CHL), ciprofloxacin (CIP), colistin (COL), gentamicin
(GEN), meropenem (MEM), nalidixic acid (NAL), sulfamethoxazole
(SMX), tetracycline (TET), tigecycline (TIG) and trimethoprim (TMP)
was assessed for each isolate by broth micro-dilution, using EUVSEC3
Sensititre™ EU Surveillance Plates (ThermoFisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France). Antimicrobial susceptibility was assessed
using the ECOFF value and the colonies were classified as WT/NWT.
Multidrug-resistant (MDR) isolates, i.e. isolates resistant to at least three
of the antimicrobial classes described above, were enumerated. Resis-
tance to both CTX and CAZ and to both CIP and NAL are, respectively,
addressed together.

2.2.3. Determination of the phylogenetic groups

A heat shock method was used to extract DNA from the six isolates
from each animal at each sampling time. The phylogenetic group was
then assigned by PCR according to Clermont et al. (2013) ( Fig. 1).

2.3. Faecal extraction and LC-MS/MS analysis

In order to quantify the concentrations of OTC in faecal samples, a
solid phase extraction (SPE) followed by LC-MS/MS analysis was per-
formed as previously described (Santos-Santdrum Sudrez et al. 2022),
The method’s lower limit of quantification (LLOQ) was 20 pg/kg.

2.4. Statistical tests

A two-way analysis of variance (ANOVA) was used to determine
whether the treatment and the time had a significant impact on the OTC
resistance rate among the E. coli population. The interaction between
treatment and time was also assessed. Logistic regression models were
then developed based on the antimicrobial susceptibility of the isolates
(MICs) and their classification into WT or NWT. The goal of these models
was to evaluate the potential effect of treatment and time on the selec-
tion of co-resistances, as well as to analyse MDR profiles. Like for the

~ 154~



Partie Il : Résultats

C. Santos-Santorum Sudrez et al.

Faecal samples
(6 samples/group)

4

Dilutions

Veterinary Microbiology 287 (2023) 109924

== -
> o e ’ i ;- 5 - ’
- = = =, - Phylogenetic
@ @B e e 0 % © P Grdine
MacConkey + OTC MacConkey  £. coli isolates DNA extraction PCR
Resistant £. coli Total E. coli (6 1solates/pig)
L ]
) 4
OTC Resistance rate
Antimicrobial
susceptibility testing

Fig. 1. Schematic representation of the complete microbiological analysis. This figure was partly generated using Servier Medical Art, provided by Servier, licensed

under a Creative Commons Arttribution 3.0 unported licence.

ANOVA, the interaction was tested. Fisher's exact test was also per-
formed in order to compare the proportion of resistant isolates between
both groups at TO and T4.

A repeated measures ANOVA (RM-ANOVA) was performed so as to
compare OTC concentrations in faeces between the treated animals and
over time.

All the tests were performed with GraphPad Prism software (version
9.4.0) and R software (version 4.1.2). A p-value of 0.05 was taken as the
limit of significance.

3. Results
3.1. Microbiological analysis

3.1.1. Total E. coli faecal population

Before the beginning of the treatment (T0), the mean total E coli
faecal population was of 6.7 log10 CFU/g in the treated group and 7.02
logl0 CFU/g in the control one. They were not significatively different
(p > 0.05). Nine days after arrival (between TO and T1), all the pigs, but
especially those belonging to the control group, had diarrhoea symp-
toms for four days. The presence of Rotavirus was verified but the test
was negative for all the animals. At T1, the E coli population in the
control group significantly increased to 8.93 logl0 CFU/g (p < 0.05
when compared with TO), while it remained stable in the treated group
(7.56 logl0 CFU/g, p > 0.05 when compared with T0), leading to
significantly different concentrations between control and treated ani-
mals (p < 0.05). From T2 onwards (after the diarrhoea episode), the
faecal E. coli population returned to its initial level in the control animals
and remained stable in both groups until the end of the experiment, with
no significant differences between the two groups (p > 0.05). .

3.1.2. Oxytetracycline resistance rate in the E. coli faecal population
Before the beginning of the treatment, both treated and control
groups had a low OTC resistance rate in the faecal E. coli population (a
mean ratio of 0.078 + 0.03 in the treated group, and of 0.248 + 0.32 in
the control group, see Fig. 3) but with great variability between pigs. As
for the total E. coli population, this resistance rate briefly increased in
the control group, reaching 0.818 at T1 without significance when
compared with TO (p > 0.05). A huge drop was then observed between
T1 and T2 to reach a low resistance rate (0.078) which then stayed
generally stable until the end of the experimental study. On the other
hand, in the treated group, resistance rates constantly increased over the
whole period, reaching a significant difference at T4 compared with TO
(p < 0.01). At the end of the study, the difference in the OTC resistance
rate in the two groups was also highly significant (p < 0.001), the rate
being 0.893 in the treated group and 0.093 in the control group. The

10+

9+

Log10 CFU/g

7

6

v

Time

Fig. 2. Total faecal E. coli population count. TO = day 4 before the beginning of
the treatment; T1 = day 3 of treatment; T2 = day 7 of treatment; T3 = day 10
of treatment; T4 = day 17 of treatment. *: p < 0.05 between TO and T1 in the
control group. #: p < 0.05 between the treated and the control group at T1.

interaction between time and treatment

(p < 0.001).

was also significant

3.1.3. Antimicrobial susceptibility testing and co-resistance assessment

A total of 360 colonies were assessed for MIC testing (36 in each
group at each time point). As shown in Fig. 4, a maximum of 11% of the
colonies had an MIC to TET above the ECOFF in the control group taking
the whole study into account, except for the transient event at T1, where
100% of the colonies were resistant to tetracycline. In the treated group,
the number of E. coli isolates with an MIC to TET above the ECOFF value
(8 mg/L) increased to reach 83% of resistance at T4 (with the vast
majority of isolates having a high MIC > 32 pg/ml), highlighting the
treatment’s significant impact in selecting resistance to TET taking the
whole study period into account (p < 0.001). The interaction between
the group status and time was also significant (p < 0.001).

In the case of NAL, although OTC treatment seemed to play arole in
the selection of NAL resistance taking the whole study into account, no
significant difference was observed at T4 between both groups
(p > 0.05). In the control group, some of the isolated strains are less
susceptible but not resistant at T1.

In the control group, the number of E. coli resistant to AMP and TMP
increased at T1 and decreased sharply at T2 and then regularly. The two
distributions are not significantly different (p > 0.05) over the time
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Fig. 3. Evolution of the average antimicrobial resistance rate to OTC in the E. coli faecal population over time in the treated and control groups. TO = day 4 before
the beginning of the treatment; T1 = day 3 of treatment; T2 = day 7 of treatment; T3 = day 10 of treatment; T4 = day 17 of treatment. * ** : p < 0.001 between T0O
and T1 in the treated group. ###: p < 0.001 between the treated and the control group at T4.

exposure (p > 0.05). Nevertheless, a significant difference between both
groups was observed at T4 for AMP (p < 0.05) while for TMP, this dif-
ference was very close to the limit of significance (p = 0.055). These
differences were not present at the beginning of the study (p > 0.05).

Conversely, the number of E. coli isolates resistant to chloramphen-
icol was significantly higher (p < 0.001) in the control group than in the
treated group when considering the whole study period. However, there
was no significant different at the end of the study between the two
groups (p > 0.05).

No significant differences between the control and treated groups
were observed for CIP and SMX taking the whole period of study into
account (p > 0.05, data not shown).

Only one strain isolated from a treated animal was resistant to CTX
(at T1) and only one froma control animal had an MIC to GEN above the
ECOFF (at T4). No isolated E. coli resistant to AMK, AZM, CAZ, COL,
MEM and TIG were observed during the treatment period in either of the
two groups (data not shown).

All MDR results are shown in Fig. 5.

In the control group, only three of the isolated colonies were MDR
before the beginning of the study (T0), all of them having a resistance
profile corresponding to three antimicrobial families. On day 3, when
the animals had diarrhoea, all the colonies were resistant to six different
antibiotics with the same MDR profile, i.e. AMP-CHL-(fluoro)quinolone-
SMX-TET-TMP resistances. On day 7, the number of MDR isolates
decreased to seven and continued to decrease to five on day 10 and two
at the end of the study. Between day 7 and day 17, all MDR isolates were
resistant to three antimicrobial families.

In the treated group, five of the E. coli isolates were MDR, before
administration of OTC (T0), of which three were resistant to three an-
timicrobials and two were resistant to four families of antibiotics. On
day 3 after the beginning of OTC administration (T1), the number of
MDR colonies increased to 14, and more than half of them (11 isolates)
were resistant to more than three different antimicrobials, the majority
of which (8 of the 36 isolated E. coli colonies) had a resistance profile to
six antibiotics. The number of MDR strains isolated on day 7 (T2)
increased slightly (15), but isolated strains were mostly resistant to only
three antibiotics. On day 10 (T3), the number of MDR E. coli continued
to increase (20), with 14 strains resistant to three antibiotics, five
resistant to four antibiotics and one resistant to five antibiotics. Finally,
at the end of the study (day 17, T4), six of the colonies were resistant to
three antimicrobial families and five were resistant to four classes of

antibiotics. The most frequently observed MDR profiles were AMP-
(fluoro)quinolone-TET at TO, AMP-CHL-(fluoro)quinolone-SMX-TET-
TMP at T1, AMP-(fluoro)quinolone-TET at T2 and T3 and AMP-SMX-
TET-TMP at T4.

OTC administration had no significant impact in the selection of
MDR profiles (p > 0.05) taking the whole study period into account.
However, there was a significant difference in the proportion of MDR E.
coli between both groups by the end of the study (p < 0.05, T4), in
contrast to the beginning (T0) (p > 0.05).

3.1.4. Phylogenetic group determination

All the phylotyping results are shown in Fig. 6. At the beginning of
the study (T0), E. coli isolates belonging to phylogroups A and B1 were
dominant in the control group (19 and 11, respectively) and in the
treated group (18 and 14, respectively). Phylogroups B2 and E were also
identified in lower proportions among E. coli isolated from pigs in the
control group (5 and 1, respectively) as were phylogroups B2, C and D
from pigs in the treated group (1, 2 and 1, respectively).

In the control animals, all the isolates belonged to group A at T1. This
number then decreased between T2 and T4 to reach 18 colonies, the rest
of the isolates belonging to phylogroup E (eight) phylogroup B1 (five)
and phylogroup B2 (four). One isolate (out of 360) could not be assigned
to any of the existing phylogroups.

In the treated animal group, the amount of phylogroup A isolates
decreased from 17 to eight from T1 to T3, while phylogroup B1 isolates
increased from 15 to 22. At the end of the study, phylogroup A returned
to a level similar to that at the start of the experiment (20 isolates) in the
treated group, followed by phylogroup Bl (eight isolates) and phy-
logroup C (eight isolates).

As shown in Fig. 7, all the MDR isolates belonged to phylogroups A,
B1 or C. In isolates belonging to phylogroup A, the most common MDR
profile was AMP-CHL-(fluoro)quinolone-SMX-TET-TMP resistances for
both control and treated groups. For phylogroup B1, the most abundant
MDR profile was AMP-(fluoro)quinolone-TET for the treated animals,
while for the control ones the dominant profiles were AMP-CHL-TET and
AMP-SMX-TMP, even though AMP-(fluoro)quinolone-TET resistances
were also present. Finally, for phylogroup C the only observed MDR
profile was AMP-SMX-TET-TMP, identified exclusively in the treated

group.
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3.2. Oxytetracycline extraction and quantification by LC-MS/MS

The concentrations of OTC in the faeces of animals at each sampling
timepoint are shown in Table 1. Before the beginning of the treatment
(T0), trace amounts of OTC were observed in the faecal samples of the
treated group. Then, at T1 the faecal concentration of OTC increased and
remained between 4481.9 and 8671.2 ug/kg until the end of the study.
No significant difference was observed between the animals belonging
to the treated group over time (p > 0.05). In the control group, the
concentrations of OTC were below the LLOQ (20 ug/kg) before the
beginning of the treatment (T0). Between T1 and T3, trace amounts of
OTC were detected in the faecal samples from some of the control ani-
mals (less than 60 pg/kg), which then decreased and remained below
the LLOQ again at T4.

4. Discussion

Cross-contamination by antibiotics could occur between medicated
animal feedstuff to non-target feed. Maximum levels of cross-
contamination are regulated by the Good Manufacturing Practices.
The goal of this study was to evaluate the impact of these levels in the
selection of antibiotic resistance in pigs exposed to a contaminated feed.

The microbiological analysis performed on the faecal samples
showed that, taking the whole study into account, there was no differ-
ence in the size of the total E. coli population between both treated and
control groups over time, except for a transient episode of diarrhoea
experienced by the animals in the control group and some of the treated
ones. The illness, which could have been caused by the change in the
animals’ environment or by their postweaning status (age), led to a
perturbation in their microbiota, increasing both total and resistant
E. coli populations in the control group. This kind of dysbiosis with an
increase in Enterobacteriaceae associated with postweaning diarrhoea
has already been reported previously (Dou et al. 2017). Furthermore,
diarrhoea symptoms induced by pathogenic E. coli have already been
reported in weaned pigs (Fairbrother et al. 2005; Tran et al. 2018). As
this event affected both groups and all the animals were housed in the
same room and thus living in the same conditions, a statistical com-
parison of the results is possible.

The uninterrupted exposure of pigs to feed contaminated with OTC,
hence to low antimicrobial concentrations in feed, resulted in a highly
significant increase in the resistance rate to OTC (and thus to TET) of
E. coli in the gut microbiota of treated animals. To our knowledge, no in
vivo studies have previously demonstrated the selection of resistant
E. coli after exposure to a tetracycline at subtherapeutic levels. Our
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Fig. 7. Correlation between phylogenetic groups and the profile of multidrug-resistant isolates.

Table 1
Mean concentration and standard deviation of oxytetracycline in faeces (in pg/
kg) in the treated and control groups. LLOQ=lower limit of quantification.

Day  Treated group Control group
Mean (ug/kg) + standard Mean (ug/kg) + standard
deviation deviation

TO 27.78 + 11.25" <LLOQ

Tl 6491.95 + 1430.6 24,12 + 9.97"

T2 7257.74 + 1524.3 46.19 + 12.11

T3 6673.83 + 317.6 23.36 + 6.64"

T4 6064.80 4+ 1381.5 <LLOQ

* Uncertainty of the results unknown because some of the samples are below
the LLOQ

results agree with what Holman and Chénier (Holman and Chénier
2013) reported in their study: after exposure of pigs to subtherapeutic
levels of tylosin, a significant increase in tylosin-resistant anaerobes was
observed compared with the control group. Similarly, Lin et al. (Lin et al.
2017) conducted an in vivo study in which they compared the effect of
two antimicrobials (ceftiofur and enrofloxacin) at therapeutic and
sub-therapeutic levels on E. coli gastrointestinal sub-populations in pigs.
They observed that the groups treated with sub-therapeutic concentra-
tions of antibiotics showed significantly higher rates of resistant E. coli
than the therapeutic or control groups.

The LC-MS/MS analysis of faecal samples revealed relatively high
concentrations (around 6000-7000 ug/kg) of OTC in the treated group
compared with the control group. This agrees with what is described in
the literature about OTC having low oral bioavailability and absorption
(Mevius et al., 1986; Nielsen and Gyrd-Hansen, 1996). Using an ECOFF
of 8000 ug/L, we could imagine that the gut’s bacterial population could
be exposed to OTC concentrations below this epidemiological limit,
especially if there is binding to the intestinal content, which occurs for
tetracycline in humans (Ahn etal. 2018), and that this could increase the
risk of selection of resistance. Moreover, in vitro competition ap-
proaches between isogenic susceptible and resistant bacteria have
demonstrated that exposure to a range of antibiotic level between the
Minimum Selective Concentration (MSC) and the MIC of the sensitive
strain represents a sub-MIC selective window in which resistant bacteria
have an advantage. Sensitive bacteria are still able to grow and thus a
wider spectrum of resistant mutants can emerge. This means that
sub-MIC doses of antibiotics can select for more stable mutants than high

doses, i.e. these mutations are less likely to be reversed after exposure to
the antibiotic. These mutations are likely to have a low fitness cost and
would therefore be more stable, even in the absence of the antibiotic
(Gullberg et al. 2011; Andersson and Hughes, 2014; Sandegren, 2014).
Furthermore, these antibiotic residues could spread through the envi-
ronment, representing a risk for public health. In the control group,
traces of OTC were detected between days 3 and 10, probably due to
contamination in the boxes where the animals were located. However,
these concentrations are negligible when compared with those found in
the treated group (more than 150 times lower) and they did not lead to
an increase in the resistance rate.

In our conditions, due to the presence of very low levels of residues in
the control group, we could also conclude that a low concentration
around 20 ug/kg in faeces does not lead to resistance selection.

Selection of resistance to the antimicrobial that was used is expected,
but co-selection of resistance to other antibiotics can also occur when
other AMR genes are located on the same genetic element than genes
involved in OTC resistance. Interestingly, an increase in the resistance
rate to antimicrobial drugs from other families, such as nalidixic acid
and ampicillin, was also observed in the treated group, with a tendency
also observed for trimethoprim. New studies should investigate this
further. Similar results were observed by do V. Barroso et al. (do V.
Barroso et al. 2022) in whose study co-resistance to doxycycline,
cephalexin and kanamycin was selected after pigs’ exposure to sub-
therapeutic levels of a combination of colistin and tylosin in feed.

In the present study, selection of co-resistances to other antimicro-
bial families led to selection of MDR E. coli in the treated group after
three weeks of exposure to low concentrations of OTC when comparing
to the control group. The results show that the exposure of animals to
sub-MIC concentrations of an antibiotic via contaminated feed may not
only select E. coli resistant to the administered antibiotic, but also to
other families of antimicrobials such as sulphamides, penicillins, (flu-
oro)quinolones and diamynopyrimidines. These resistant bacteria may
then be disseminated to humans or into the environment.

Phylogenetic analysis showed that the most frequently identified
groups were A and B1. Furthermore, all the resistant or MDR strains
belonged to groups A, Bl or C, which suggests that these resistant E coli
isolates in the animal gut were commensal (Clermont et al. 2013).
Moreover, in addition to having the same MDR profile, all the strains
from the control group at T1 belonged to phylogroup A. This may mean
that the diarrhoea symptoms led to dominance of a potential E. coli clone
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in the gut microbiota or, on the contrary, this potential clone could have
induced the disease (Denamur et al. 2021). Further sequencing studies
should be performed to check whether these strains are clones or not.

5. Conclusion

The present study showed that the exposure of food-producing ani-
mals to feed cross-contaminated with OTC lead to the selection of OTC-
resistant E. coli in the gut microbiota. Moreover, co-resistance may also
be selected, leading to multidrug- resistance profiles. In addition, anti-
biotic residues can be disseminated in the environment through animal
faeces. In conclusion, the results of this study showed that cross-
contamination of animal feedstuff with antibiotics can aggravate the
antimicrobial resistance problem, which is currently a major public
health issue.
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|- Discussion et perspectives

La contamination croisée des aliments pour animaux par des médicaments vétérinaires, et
plus particulierement par des antibiotiques, est une problématique actuelle qui semble étre
inévitable. Ceci est d( principalement a |'utilisation de lignes de production communes pour
les aliments médicamenteux et les non médicamenteux mais elle peut aussi avoir lieu pendant
toutes les étapes dés la fabrication, jusqu’au transport et au stockage, que ce soit au niveau
de l'usine de fabrication ou de la ferme. Plusieurs facteurs tels que, les propriétés des
substances, la disposition des infrastructures ou les techniques de nettoyage, influencent ce

phénoméne et le rendent difficile a maitriser.

Ce phénomeéne de contamination croisée peut engendrer la présence non intentionnée de
traces d’antibiotiques dans les aliments pour animaux et, donc, exposer ces derniers a des
faibles concentrations d’antibiotiques. Cette exposition des animaux peut entrainer plusieurs
risques pour I’homme : d’un c6té, la présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées
d’origine animale et d’'un autre c6té, la possible sélection d’antibiorésistance dans le

microbiote des animaux.

Le premier objectif des travaux de thése a été de développer et valider les méthodes
analytiques par LC-MS/MS afin de quantifier les quatre antibiotiques de choix (amoxicilline,
oxytétracycline, sulfadiméthoxine et triméthoprime) dans différentes matrices de porc
(plasma, feces, muscle, foie et rein). La validation a été réalisée selon I'approche du profil
d’exactitude et toutes les méthodes ont pu étre validées, excepté la méthode pour le dosage
de I"'amoxicilline dans les feces. Pour cette derniere, des problemes liés a la détection de
I’'amoxicilline dans cette matrice ont empéché la finalisation du développement. Le choix des
guatre molécules a été fait selon deux critéres : les antibiotiques les plus utilisés chez les porcs
sous forme d’aliment médicamenteux ainsi que ceux qui ont été les plus retrouvés lors des
plans de surveillance réalisés en France dans les aliments pour animaux. Les méthodes ont
ensuite été appliquées lors d’une étude pilote qui a permis d’avoir une premiere approche de
I'ordre de grandeur des concentrations tissulaires, fécales et plasmatiques des antibiotiques.
L’objectif était de savoir si une réadaptation des gammes de concentration couvertes par les
méthodes était nécessaire, mais également d’établir les conditions des expérimentations

animales pour les études principales. Suite a cette étude, au vu des concentrations
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d’amoxicilline, qui étaient en dessous de la LLOQ de la méthode, et des problemes rencontrés
avec I'extraction de cette molécule dans les feces, nous avons décidé de poursuivre les études

ultérieures sans cet antibiotique.

Perspective 1

Dans le futur des études approfondies afin de résoudre les problémes d’extraction de
I'amoxicilline dans les feces pourraient étre effectuées. S'il s’agit d'un probleme de
dégradation de la molécule, éventuellement, 'ajout d’un inhibiteur de béta-lactamase
pourrait étre testé afin de voir si ceci est dii a un probléme de clivage du cycle béta-

lactame provoqué par des bactéries fécales.

Le deuxieme objectif était d’évaluer la présence de résidus dans les denrées d’origine animale
aprés exposition d’un groupe de porcs a un aliment contaminé. Une premiére étude a été
menée avec I'association sulfadiméthoxine/triméthoprime a 2% de la dose thérapeutique. Les
résultats ont montré que, a des taux de contamination tolérés par les BPF francaises, la
sulfadiméthoxine était retrouvée a des concentrations dépassant les LMR dans le muscle, le
foie et le rein de porc, contrairement au triméthoprime, dont les concentrations restaient en
dessous de la LLOQ pour le foie et le muscle, et en dessous de la LMR pour le rein. La présence
de résidus d’antibiotiques aux concentrations mesurées dans les denrées alimentaires
représente un risque faible pour le consommateur en termes d’effets toxiques, mais pourrait
entrainer un risque économique et réglementaire pour I'éleveur, le vétérinaire et la firme
d’aliment en cas de controle des denrées et d’absence de prescription associée pouvant
entrainer une pénalisation. Dans le cas des sulfamides, le risque microbiologique lié a la
présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées n’a pas été pris en compte lors de la

fixation des LMR.

Des analyses ciblée et non ciblée par HRMS ont également été réalisées sur les échantillons
de foie pour la recherche de métabolites de la sulfadiméthoxine. Deux métabolites potentiels
de phase Il ont été mis en évidence avec l'analyse ciblée : le métabolite acétylé et le
glucuronidé. Il s’agit de métabolites putatifs identifiés sur la base des masses exactes et une
vérification sera nécessaire. L’analyse non ciblée s’est révélée moins adaptée pour ce type

d’étude du fait de la grande quantité d’ions significatifs retrouvés, ce qui rend I’'analyse des
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données plus difficile et chronophage. De plus, méme si les porcs sont issus du méme élevage,
nos échantillons controles et traités ne provenant pas de la méme étude (étude pilote et étude
principale), la comparaison des profils métabolomiques des deux groupes pourrait étre biaisée
par certaines différences dans les conditions d’élevage des animaux. Ceci pourrait entrainer

une augmentation du nombre d’ions candidats qui ne seraient pas en lien avec le traitement.

Perspective 2

De potentiels métabolites de la sulfadiméthoxine ont été mis en évidence. Cependant,
ces résultats restent a confirmer. L'identification nécessiterait I'injection de standard de

ces métabolites afin de confirmer qu’il s’agit bien de ces molécules [148, 149].

Lorsque ces standards n’existent pas, différents niveaux d’identification peuvent
néanmoins étre atteints [150]. Afin d’identifier les métabolites potentiels de la
sulfadiméthoxine a partir de comparaisons de profils métabolomiques du foie, une
nouvelle étude pourrait étre réalisée a des concentrations posologiques sur deux groupes
d’animaux : un groupe contréle et un groupe traité, élevés dans les mémes conditions.
Des acquisitions en Full scan et MS/MS (DDA) pourraient apporter des éléments
d’identification. Des temps de rétention prédits pourraient également apporter un niveau

de confiance supplémentaire.

Au cours de ce travail, un modele pharmacocinétique pour la sulfadiméthoxine a été
développé et ajusté aux données plasmatiques, avec I'objectif de prédire les concentrations
tissulaires en fonction du taux de contamination. Les simulations réalisées ont permis
d’estimer que la contamination de I'aliment en sulfadiméthoxine devrait étre au maximum de
0,2% de la dose thérapeutique, pour ne pas avoir de concentrations tissulaires dépassant les
LMR. Ces simulations ont néanmoins certaines limites car elles sont basées sur I’"hypothése de
la linéarité de la cinétique de la sulfadiméthoxine et une estimation du ratio de concentrations

tissu/plasma obtenu sur un seul temps d’abattage.
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Perspective 3

L'analyse pharmacocinétique présentant certaines limites, il pourrait étre envisagé de
réaliser une étude plus compléte avec des cinétiques tissulaires sur plusieurs échéances
pour élaborer un modele plus élaboré tels qu’un modele pharmacocinétique basé sur la

physiologie.

De plus, une étude pourrait étre faite avec la voie orale et la voie intraveineuse, ce qui
permettrait d’obtenir des parametres pharmacocinétiques tels que la biodisponibilité et

améliorer la qualité du modéle.

Une étude similaire a été réalisée pour I'oxytétracycline, avec un groupe de 10 porcs qui ont
recu, pendant 11 jours, une alimentation contaminée a 2% de la dose posologique.
Contrairement a la sulfadiméthoxine, les concentrations tissulaires restaient en dessous de la
LMR, l'oxytétracycline se retrouvant principalement dans les féeces, ce qui montre les

différences entre ces molécules en termes de biodisponibilité orale.

Perspective 4

D’autres études pourraient étre faites avec d’autres sulfamides (comme la sulfadiazine,
retrouvée lors des plans de surveillance francais), car les résultats de la sulfadiméthoxine
ne devraient pas étre extrapolés a d’autres molécules de la méme famille du fait des
différences dans les propriétés pharmacocinétiques des molécules, et, donc, dans

I’'accumulation dans les tissus [151, 152].

Perspective 5

Considérant les plans de surveillance réalisés en France ainsi que les ventes
d’antibiotiques sous formes de prémélanges, d’autres molécules ou méme d’autres
familles d’antibiotiques pourraient étre étudiées, comme la chlortétracycline ou la

tylosine (macrolide).
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Enfin, le dernier objectif a été d’évaluer la possible sélection d’antibiorésistance dans le
microbiote intestinal animal suite a une exposition a un aliment contaminé. Pour cela, un
groupe controle a été comparé a un groupe recevant I'oxytétracycline a 1% de la dose
posologique pendant 17 jours. Les analyses microbiologiques des échantillons fécaux ont
montré une augmentation de la population E. coli résistante a I’oxytétracycline chez le groupe
traité en comparaison au groupe contrdle a la fin de I'étude. Une sélection de co-résistances

a d’autres antibiotiques et de profils multirésistants a également été observée.

Perspective 6

Du séquencage 16S a été fait pour étudier I'évolution des populations bactériennes
dans le microbiote intestinal des animaux traités et contrdles au cours de I'étude. Ceci
permettra d’approfondir les connaissances sur I'impact des antibiotiques a des faibles
concentrations dans le microbiote intestinal. Des analyses par gPCR ont également été
faites pour identifier les genes de résistance présents dans les échantillons. Les
traitements des données de ces deux analyses sont en cours et n‘ont pas pu étre

présentés dans ce mémoire de these.

Perspective 7

Au début de [l'étude, les animaux traités et témoins ont présenté un
dysfonctionnement intestinal. Celui-ci a entrainé une augmentation de la population
totale en E. coli et de la sous population résistante a I'oxytétracycline dans les deux
groupes d’animaux. Les analyses réalisées chez le groupe témoin a cette échéance ont
montré que les colonies prélevées présentaient toutes le méme profil de résistance et
appartenaient au méme groupe phylogénétique. Dans le futur, une caractérisation
pourrait étre réalisée afin de confirmer s’il s’agit donc d’un clone ou pas. De plus, des
analyses afin de chercher des facteurs de pathogénicité pourraient étre menées pour

savoir si ce sont des E. coli pathogénes qui sont a |'origine de la maladie.

Les résultats de ce travail montrent qu’une sélection de bactéries résistantes est possible avec

I'oxytétracycline aux taux de contamination croisée actuellement tolérés dans les BPF. Ceci
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pourrait contribuer au processus de sélection de bactéries résistantes en élevage avec une
diffusion de bactéries et de génes de résistance vers 'homme et I'environnement. Le
développement de la résistance aux antibiotiques est un probleme de santé globale
nécessitant une approche « One Health ». Nos résultats avec I'oxytétracycline montrent que
la population animale exposée est potentiellement plus grande que celle initialement estimée

sur la base des seuls animaux traités.

Perspective 8

Une discussion de ces résultats avec les équipes en charge du suivi des indicateurs
d’exposition aux antibiotiques en production animale permettrait de vérifier la

pertinence de l'indicateur actuellement utilisé.

Une étude similaire pourrait étre effectuée avec plus d’échéances de prélévements
post traitement. Ceci permettrait de voir si, une fois I'administration de I'aliment
contaminé arrétée, le pourcentage de résistance revient ou non aux valeurs initiales
et, donc, de voir si la sélection de la résistance est réversible. De méme, des études
avec d’autres familles d’antibiotiques pourraient étre envisagées pour mieux analyser

la dynamique de la sélection au niveau intestinal.

lI- Conclusion générale

Les travaux réalisés dans cette thése ont permis d’approfondir les connaissances sur les
risques associés a la contamination croisée des animaux par les antibiotiques en abordant
d’'un coté, le volet résidus et de l'autre, le volet antibiorésistance. Ces travaux sont
complémentaires au récent rapport publié par I'EFSA sur le sujet et permettent de
documenter les conséquences de I'exposition des animaux a des aliments contaminés par de
faibles concentrations en antibiotique. lls compléetent également le rapport de la FAO sur la
contamination croisée des aliments en apportant des résultats sur le risque de transfert vers

les denrées d’origine animale.

Suite a une premiére étape de développement et validation d’une méthode analytique selon

le profil d’exactitude, des expérimentations animales ont pu étre réalisées et la présence de
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résidus d’antibiotiques dans les denrées d’origine animale, comme conséquence d’une
alimentation contaminée, a été évaluée. D’un c6té, une administration de la sulfadiméthoxine
a des taux de contamination tolérés, entrainait un dépassement des LMR dans tous les tissus
(muscle, foie et rein), contrairement au triméthoprime et a I’oxytétracycline, qui menaient a
des concentrations soit en dessous de la LMR, soit en dessous de la LLOQ. Le développement
d’un modele pharmacocinétique a permis d’estimer le pourcentage de contamination qui
permettrait de ne pas dépasser les limites en résidus autorisés. La valeur de contamination
estimée (0,2%) est largement en dessous de ce qui est toléré actuellement dans la
réglementation (5% pour le premier lot aprés un aliment médicamenteux et 1% pour le

suivant).

De plus, I'exposition d’un groupe de porcs a une alimentation contaminée par
I’oxytétracycline a mis en évidence une augmentation de la résistance a cet antibiotique dans
la population de E. coli, en sélectionnant des souches avec des co-résistances associées, en

comparaison a un groupe controle.

Sur la base de nos résultats, le risque de sélection d’antibiorésistance est double, d’'un c6té a
travers la présence de résidus dans les denrées d’origine animale en cas de dépassement de

la LMR, et d’un autre c6té a travers I'exposition des animaux a un aliment contaminé.

La probabilité de chaque risque est dépendante des propriétés pharmacologiques des

molécules.

Les résultats de ces travaux montrent le besoin de mettre en place des mesures pour éviter
I’exposition non maitrisée et involontaire des animaux producteurs de denrées a des faibles
concentrations d’antibiotiques via I'alimentation. Ces actions pourraient commencer par
diminuer les seuils de tolérance de contamination croisée et fixer des concentrations
maximales, a la place des taux actuels qui sont un pourcentage de la dose posologique. Pour
la fixation de ces limites il faudrait tenir compte, non seulement du risque d’antibiorésistance
dans le microbiote intestinal des animaux, mais également de la pharmacocinétique des
molécules et leur distribution dans les tissus, qui conditionne le dépassement ou non des LMR
dans les denrées. De méme, I'utilisation de deux lignes de production différentes pour les

aliments médicamenteux et les non médicamenteux pourrait également aider a diminuer le
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probleme. Finalement, la réduction de ce type de forme pharmaceutique semble aussi une

bonne option pour réduire la contamination croisée.

Cette these, de par sa transversalité, m’a permis d’approfondir mes connaissances dans
différents domaines tels que la chimie analytique, la pharmacocinétique, la microbiologie, la
métabolomique ou encore I'expérimentation animale. Les compétences acquises pendant ces
trois ans m’aideront dans le futur pour travailler dans le domaine de la santé publique, de la

sécurité sanitaire et du médicament, ol j’aimerais poursuivre ma carriere.
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Annexe

Annexe

Supplementary data de I’article 2

Supplementary Table 1. Feed composition

Feed composition

Raw protein

Raw fat

Raw cellulose

Raw ashes

Lysine

Methionine

Calcium

Phosphor sodium

Potassium
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Supplementary Table 2. LLOQ-ULOQ interval, recovery, relative repeatability, relative

intermediate precision, recovery, accuracy index and relative expanded uncertainty for each

analyte in each matrix
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Annexe

Supplementary Table 3. Targeted transformation phase | and phase Il metabolites

Transformation Formula
Phase | metabolites 2 x Desaturation -H4
2 x Oxidation +02
2 x Oxidation + Desaturation -H2 +02
3 x Oxidation +03
Decarbonylation -CO
Decarboxylation -COO
Deethylation -C2H4
Dehydration -H20
Demethylation -CH2
Desaturation -H2
Dihydrodiol formation +H202
Ethyl ketone to acid -C3H6+0
Hidration +H20
Isopropyl to alcohol -C3H6+0
Nitro reduction -O2H2
Oxidation +0
Oxidation + desaturation +0-H2
Reduction +H2
Propyl ketone to acid -C4H8+0
Tert-butyl to alcohol -C4H8+0
Phase Il metabolites Acetyl cysteine conjugation  +C5H7NO3S
Acetylation +C2H20
Butyryl conjugation +C4H60
Carnitine conjugation +C7H1402N
CysGlys S adduction +C5H8N203S
Cysteine conjugation +C3H5NOS
Cysteine S-conjugation +C3H5NO2S
Formylation +CO
Glucuronidation +C6H806
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Glucosylation
Glucuronidation of
carbamate

Glutamine conjugation
Gluthatione conjugation
Gluthatione S-conjugation
Glycine conjugation
Methylation
Phosphorylation
Proprionyl conjugation
Sulfation

Taurine conjugation

+C6H1005
+C7H808

+C5H703N
+C10H15N305S
+C10H15N306S
+C2H3NO
+CH2

+HPO3
+C3H40

+S03
+C2H5NO2S

~ 190~



Annexe

Supplementary figure 1. Mean SDMT (A) and TMP (B) concentrations in plasma (ng/ml, in log
scale) and SD (error bar) for the 8 pigs. The red line represents the lower limit of quantification
(LLOQ=10 ng/ml)) and the green one represents the limit of detection (LOD=0.094 ng/ml)) of

the analytical method. TMT = treatment period
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Supplementary figure 2. Visual predictive checks (VPCs) of the model with 500 simulations and

a 90% prediction interval

Prediction corrected y1_plasma

time after last dose

Supplementary Table 4. Individual concentrations of sulphadimethoxine in pig tissues and
plasma at time of slaughter

Muscle . . Plasma
. Liver Kidney .
. concentration . . concentration
Pig . concentration concentration
(mean of loin and (ng/ml)
(ng/kg) (ng/kg)
leg) (ng/kg)

Pig 1 172.03 583.26 610.49 1704.78
Pig 2 158.26 550.87 437.46 2003.5
Pig 3 179.97 560.33 427.24 2759.68
Pig 4 198.68 576.75 508.43 2688.02
Pig 5 209.16 698.67 588.75 3510.47
Pig 6 203.27 721.70 565.60 1739.47
Pig 7 218.13 759.75 499.02 2902.07
Pig 8 161.39 492.13 441.83 2158.13
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Contamination croisée des aliments pour animaux par les antibiotiques : évaluation du transfert
vers les denrées d’origine animale et risque de sélection d’antibiorésistance

Mots clés : antibiotiques, contamination croisée, aliments pour animaux, résidus, antibiorésistance

Résumé : Lors de la fabrication des aliments pour
animaux, une contamination croisée peut se
produire entre les aliments médicamenteux et les
non médicamenteux, ce qui peut emmener a la
présence non maitrisée d’antibiotiques dans ces
derniers. L'exposition des animaux a des faibles
concentrations d’antibiotiques questionne sur les
risques d’un potentiel transfert de résidus vers les
denrées d’origine animale, ainsi que d'une
possible sélection d’antibiorésistance. L'objectif
de ces travaux de thése a été d’étudier ces deux
risques.

Le risque de résidus dans les denrées d’origine
animale a été évalué a travers des
expérimentations animales ou des porcs ont été
exposés a un aliment contaminé a des taux tolérés
par les Bonnes Pratiques de Fabrication.

Les antibiotiques étudiés ont été I’association
sulfadiméthoxine/triméthoprime et
I’oxytétracycline. Des échantillons de plasma, de
féces et de tissus ont été prélevés et dosés.

Pour étudier le risque de sélection
d’antibiorésistance, une expérimentation animale
a été faite sur deux groupes de porcs, un groupe
témoin et un groupe recevant I’oxytétracycline aux
taux de  contamination  acceptés. Des
préléevements fécaux ont été effectués avant et
pendant le traitement afin d’étudier I’évolution
des populations E. coli totales et résistantes.

Les résultats de ces travaux montrent le besoin de
limiter I'exposition des animaux a des aliments
contaminés du fait du risque de dépassement des
Limites Maximales de Résidus dans les denrées,
ainsi que de sélection d’antibiorésistance.

Antibiotic cross-contamination of feedingstuffs: assessment of transfer to food of animal origin

and risk of selection of antibiotic resistance

Keywords: antibiotics, cross-contamination, animal feedstuff, residues, antibiotic resistance

Abstract: During fabrication of animal feed, cross-
contamination can occur between medicated and
non-medicated feed. This may lead to the
uncontrolled presence of antibiotics in feed. The
exposure of animals to low concentrations of
antibiotics involves several risks such as the
transfer of residues to food of animal origin, as
well as the possible selection of antibiotic
resistance. The objective of this thesis work was
to study these two risks.

To assess the risk of residues in edible products
two animal experiments were carried out in which
pigs were exposed to contaminated feed at
contamination rates tolerated by Good
Manufacturing Practices. The antibiotics were
either the sulphadimethoxine/trimethoprim
association either oxytetracycline.

Plasma, faeces and tissue samples were collected
and analysed.

To study the risk of selection of antibiotic resistance,
an animal experiment was carried out on two groups
of pigs, a control one and a group receiving
oxytetracycline at the tolerated contamination
levels. Faecal samples were taken before and during
treatment to study the evolution of total and
resistant E. coli populations.

Our results show the need to limit the exposure of
animals to contaminated feed due to the risk of
exceeding the Maximum Residue Limits in edible
products, as well as of selection of antibiotic
resistance.



