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Résumé

La prednisolone est un glucocorticoide de synthése ayant des propriétés anti-inflammatoires
et immuno-modulatoires. L'utilisation de prednisolone n’est pas autorisée chez les porcs.
Cependant, plusieurs cas de détection de présence de résidus de prednisolone en faible
concentration dans les urines de porcs ont été constatés cette année dans le cadre du plan
de contrbéle de 'AFSCA. Deux questions sont adressées au Comité scientifique en relation
avec ces détections.

Le Comité scientifique constate qu’il n’y a pas d’information dans la littérature scientifique sur
la présence éventuelle de résidus de prednisolone chez le porc.

En attendant de pouvoir décider d’'une limite d’action, le Comité scientifique recommande que
'AFSCA poursuive ses investigations sur la présence de résidus de prednisolone chez le
porc dans le but de rassembler plus d’'informations sur la problématique.

Le Comité scientifique recommande de réaliser des recherches scientifiques expérimentales
chez le porc dans le but d’étudier I'effet du stress sur la formation endogene éventuelle de
prednisolone et son élimination dans l'urine, de méme que la possibilit¢ de formation de
prednisolone dans 'urine de porc sous I'effet d’enzymes microbiens.

Le Comité scientifique recommande également d’étudier la stabilité de la prednisolone dans
les échantillons d’urine sous différentes conditions de conservation.

Summary

Advice 17-2011 of the Scientific Committee of the FASFC on the presence of
prednisolone in urine of pigs

Prednisolone is a synthetic glucocorticoid with anti-inflammatory and immuno-modulatory
properties. The use of prednisolone is not allowed in pigs. However, several cases of
detection of residues of prednisolone in low concentrations in urine of pigs are observed this
year in the framework of the control plan of FASFC. Two questions are addressed to the
Scientific Committee in relation with these detections.

The Scientific Committee notes that there is no information in the scientific literature on the
possible presence of residues of prednisolone in pigs.

While waiting to be able to decide on an action limit, the Scientific Committee recommends
that the FASFC continues its investigations on the presence of residues of prednisolone in
pigs in order to collect more information on the issue.

The Scientific Committee recommends to carry out experimental scientific research in pigs in
order to study the effect of stress on the possible endogenous formation of prednisolone and




its elimination in urine as well as the possibility of formation of prednisolone in the urine of
pigs under the effect of microbial enzymes.

The Scientific Committee recommends also to study the stability of prednisolone in urine
samples in different storage conditions conservation.
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1. Termes de référence

1.1. Questions
Les questions suivantes ont été adressées au Comité scientifique :

- Quelle est la teneur maximale de prednisolone d’origine naturelle que I'on peut
retrouver dans les urines de porcs ?
- Y a-t-il des différences entre catégories de porcins (truies, porcs a I'engrais, ...) ?

1.2. Contexte |égislatif

Directive 96/23/CE du Conseil, du 29 avril 1996, relative aux mesures de contrdle a mettre en
ceuvre a I'égard de certaines substances et de leurs résidus dans les animaux vivants et leurs
produits et abrogeant les directives 85/358/CEE et 86/469/CEE et les décisions 89/187/CEE
et 91/664/CEE

Vu les discussions durant la réunion de groupe de travail du 14 novembre 2011 et la séance
pléniére du 18 novembre et du 16 décembre 2011 et la consultation électronique du 1%
décembre 2011,

le Comité scientifique émet I'avis suivant :

2. Introduction

L'utilisation de prednisolone n’est pas autorisée chez les porcs. Cependant, plusieurs cas de
présence de résidus de prednisolone dans les urines de porcs ont été constatés cette année
(23 cas contre un seul cas rapporté en 2010) dans le cadre du plan de contréle de 'AFSCA.
Les échantillons d’'urine de porcs ont été prélevés a I'abattoir. Deux cas sont décrits plus en
détail.

Cas 1: La présence de résidus de prednisolone est détectée a une concentration de 5 ppb
dans un échantillon d’urine prélevé a 'abattoir dans le cadre du plan de contrdle. L'analyse
de I'échantillonnage suspect (échantillons animaux, d’aliments et de matériel) en matiére de
résidus dans l'exploitation concernée s’avere conforme. La contre-analyse de I'échantillon
d’urine confirme la présence de résidus de prednisolone (2,4 ppb).

Cas 2: La présence de résidus de prednisolone est détectée a une concentration de 8,5 ppb
dans un échantillon d’urine prélevé a I'abattoir dans le cadre du plan de contréle. L'analyse
de I'échantillonnage suspect en matiére de résidus dans I'exploitation concernée s’avére
conforme. La contre-analyse de I'échantillon d’'urine confirme la présence de résidus de
prednisolone (2,1 ppb).

3. Evaluation du risque

3.1. Identification des dangers

La prednisolone (N° CAS 50-24-8) est un glucocorticoide de synthése de la famille des
corticostéroides ayant des propriétés anti-inflammatoires et immuno-modulatoires. Sa formule
chimique et sa configuration spatiale trés proches de celles du cortisol, hormone naturelle, lui
conferent des propriétés anti-inflammatoires.



Les structures stéréochimiques du cortisol et de la prednisolone difféerent par une double
liaison présente en position 1-2 sur le cycle A du squelette de la prednisolone (figure 1). Cette
double liaison est absente pour le cortisol.
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Figure 1 : Formules stéréochimiques du cor’tisol1 etdela prednisolone2
La prednisolone est une poudre cristalline blanche de poids moléculaire de 360,44. Les
propriétés physiques de la prednisolone sont présentées au tableau 1. La prednisolone est

trés peu soluble dans I'eau et peu soluble dans l'alcool. La prednisolone est aussi connue
sous le nom de delta-cortisol ou delta-déhydrocortisol.

Tableau 1: Propriétés physiques de la prednisolone

Propriétés physiques Valeurs
Point de fusion 235°C
Coefficient de partage octanol/eau (log Kow) 1,62
Solubilité dans I'eau 2,23 10° mg/l dans I'eau & 25°C
Pression de vapeur 1,18 10" mm Hg 4 25°C
Constante d’Henry 2,71 10°a25°C

Données toxicologiques

Les valeurs de concentration inhibitrice (ICso) ont été déterminées pour plusieurs parameétres
pharmacodynamiques chez I'homme. La valeur ICsq la plus basse a été obtenue pour la
suppression de cortisol 10,26 +/- 3,83 ng/ml, correspondant a une dose d’environ 2160
pg/jour (EMEA, 2000).

La LD50 orale aigue pour la prednisolone est de 1680 mg/kg chez les souris suisses méales et
femelles (EMEA, 2000).

3.2. Caractérisation des dangers

Une dose journaliere acceptable (Acceptable Daily Intake, ADI) de 0,0002 mg/kg poids
corporel (0,012 mg/personne) a été calculée en appliquant un facteur d’incertitude de 100 a
partir de la NOEL de 20 ug/kg poids corporel/jour établie pour I'induction d’activité tyrosine
aminotransferase chez le rat (EMEA, 2000).

! http://chem.sis.nIm.nih.gov/chemidplus/ProxyServlet?objectHandle=Search&actionHandle=getAlI3D
MViewFiles&nextPage=jsp%2Fcommon%2FChemFull.jsp%3F calledFrom%3Dlite&chemid=000050237 &formatType=
3D
2-http://chem.sis.nIm.nih.gov/chemidpIus/ProxyServIet’?objectHandIe=Search&actionHandIe=getAII3DMViewFiIes&ne
xtPage=jsp%2Fcommon%2FChemFull.jsp%3FcalledFrom%?3Dlite&chemid=000050248&formatType=_3D




4. Avis

Le Comité scientifique constate que dans les deux cas décrits, la variation analytique entre le
résultat de la premiére analyse et le résultat de la contre-analyse est importante. Le temps
écoulé entre la premiére analyse et la contre-analyse est assez long (environ 3-5 mois). Il y a
une diminution de la concentration en prednisolone entre la premiére et la deuxiéme analyse
qui pourrait étre liée a une dégradation de I'échantillon, ou au fait que I'analyse est effectuée
dans un autre laboratoire, ou pour toute autre raison inconnue a ce jour. Il est également
remarqué que les concentrations mentionnées dans les deux cas décrits sont des
concentrations estimées (a partir d’'une méthode semi-quantitative).

Le Comité scientifique constate qu'’il n’y a pas d’'information dans la littérature sur la présence
éventuelle de prednisolone chez le porc. Les informations trouvées dans la littérature
concernent uniqguement la présence de prednisolone chez les bovins. Plusieurs articles
scientifiques ont été publiés par des laboratoires italiens en relation avec I'excrétion de
prednisolone dans les urines de bovins. Le laboratoire de référence de I'Union Européenne
n’a pas d’information sur la présence de prednisolone chez les porcs.

Le Comité scientifique dispose de peu d’éléments scientifiques pour pouvoir répondre aux
questions.

Synthése de la prednisolone

Le cortisol (hormone naturelle) peut étre déshydrogéné en prednisolone par voie
microbiologique. La prednisolone commerciale est préparée par une méthode
microbiologique (Capek et al., 1961; Goetschel & Bar, 1991; Kaul & Mattiasson, 1994; Adham
et al., 2003; Naim et al., 2003; El-Hady & EI-Rehim, 2004).

Une multitude d’hormones sont impliquées dans la réponse au stress (ex. ACTH,
glucorcticoides, catecholamines, prolactine, ...). De nombreuses publications ont montré que
la production de glucocorticoides est augmentée dans certains états physiologiques (Mdstl et
al.,, 2002; Hickey et al., 2003,...). La concentration en cortisol dans le sang est largement
utilisée comme indicateur du stress (Méstl et al., 2002). Les concentrations en cortisol dans le
sérum sont souvent utilisées pour évaluer le stress, bien que la variabilit¢ des valeurs
relevées soit trés grande (Saco et al., 2008). On parle de sécrétion pulsatile. La mesure de
glucocorticoides fécaux permet un monitoring non invasif du stress des animaux (Morrow et
al.,, 2002; Lexen et al., 2008). Jusqu’en 2002, aucun systéme n’avait été développé pour
mesurer les métabolites fécaux du cortisol en routine chez le porc. La raison peut étre le long
temps de passage des métabolites dans l'intestin, et par conséquent, un temps étendu pour
la conversion bactérienne (Mostl & Palme, 2002). Le métabolisme et I'excrétion des
glucocorticoides sont présentés a la figure 2.
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Figure 2: Schéma de sécrétion, métabolisme et excrétion des glucorticoides (Mostl & Palm,

2002)

Les glucorticostéroides endogénes cortisol (aussi connu sous le nom de hydrocortisone) et
cortisone ont une structure 3-oxo-4-ene (figure 3). Cet élément structurel est une cible
possible de 'enzyme A'-steroid dehydrogenase (SDH) pour la 1,2-désydrogénation (figure 3).
Le produit résultant de la transformation de cortisol et cortisone sont respectivement la
prednisolone et la prednisone (Bredehdoft et al., 2010).
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Figure 3 : Conversion microbienne de stéroides par A'-SDH : transformation of cortisol (Il
to prednisolone (1V) (source: Bredehoft et al., 2010)

Plusieurs espéces de micro-organismes contiennent 'enzyme A'-SDH (Bredhéft et al., 2010).
Des expérimentations in vitro avec la bactérie Rhodococcus erythropolis ont montré un taux
élevé de formation de prendnisolone et prednisole a partir de cortisol et cortisone apres
incubation a 30°C pendant 24h. La transformation enzymatique en utilisant Artobacter
simplex est communément employée pour la production industrielle de prednisolone
(Bredhoft et al., 2010).



L’investigation sur l'origine de la prednisolone dans l'urine de bovins fait I'objet de
publications scientifiques (Pompa et al., 2011; Ferranti et al., 2011, ...).

Dans le cadre d’'un monitoring effectué en Italie en 2008, un grand nombre d’échantillons
d'urines de bovins prélevés a I'abattoir contenaient de la prednisolone tandis que les
échantillons d’urines prélevés a la ferme ne montraient pas de trace de la présence de
prednisolone. Pompa et al. (2011) ont émis I'hypothése que le stress provoqué par le
transport avant abattage serait la cause de la présence de prednisolone. Le stress augmente
aussi les niveaux de cortisol et ses métabolites chez les bovins.

Une hypothése émise pour expliquer la présence de résidus de prednisolone dans les urines
de bovins est la conversion endogéne de cortisol en prednisolone par des enzymes ou
microorganismes (Ferranti et al., 2011; Pompa et al., 2011).

Plus de 700 échantillons d’urines de patients hospitalisés et d’athletes ont été investigués sur
la transformation microbienne du cortisol en prednisolone (Bredhéft et al., 2010). Aucun de
ces échantillons ne contenait des germes avec une activité de 1,2 déshydrogénase.

Il est remarqué que dans un article récent (Cannizzo et al., 2011), les auteurs ne sont pas de
cet avis. lls concluent que I'absence de résidus de prednisolone dans l'urine du groupe
contrdle supporte la théorie que l'origine de cette molécule est fondamentalement exogéne,
du moins pour cette catégorie de bovins maintenus sous des conditions de non stress. De
plus, Cannizzo et al. (2011) ont remarqué qu’il n'y a pas de modifications histologiques
(atrophie du thymus) chez les veaux aprés traitement a la prednisolone. Ces découvertes
révélent que la détection de traitements illégaux avec ce médicament est difficile.

La contamination bactérienne pourrait expliquer la formation de prednisolone chez les bovins.
Différentes espéces de bactéries peuvent induire la formation de prednisolone a partir de
cortisol. Il s’agit surtout de bactéries du sol et non de bactéries typiques de l'intestin.
Cependant, le prélévement de I'échantillon se fait a I'abattoir au niveau de la vessie et le
risque de contamination bactérienne de I'échantillon est faible.

De plus, la présence d’enzymes déshydrogénases est requise pour la formation de
prednisolone au départ de cortisol. Le pH de I'urine peut aussi avoir une importance.

En outre, il faut étre trés prudent quand on compare les espéces. En absence de données

scientifiques, la pharmacocinétique des glucocorticoides (prednisolone) chez le porc ne peut
pas étre comparée a celle chez le bovin.

Usage de la prednisolone

La prednisolone posséde des propriétés anti-inflammatoires et immuno-modulatoires
(Rochcongar et al., 2004). Ces effets sont similaires a ceux d’autres corticostéroides comme
la triamcinolone, la méthylprednisolone, la prednisone et la dexaméthasone. Ces
corticostéroides de synthése miment l'action du cortisol (hydrocortisone), corticostéroide
naturel produit par la glande surrénale.

Les corticostéroides, et la prednisolone en particulier, ont comme indication en médecine
vétérinaire:
0 le traitement symptomatique des maladies dans lesquelles des processus
immunitaires ou inflammatoires, aigus ou chroniques, sont en cause,
0 limmunosuppression,
o linsuffisance surrénalienne.

Dans l'union Européenne, certains corticostéroides sont permis pour un usage thérapeutique
chez les bovins. La prednisolone est autorisée chez les bovins pour le traitement local des
mammites (EMEA, 2000). Une limite maximale de résidus de 6 ppb est fixée dans le lait
(Réglement (UE) n° 37/2010).

La prednisolone succinate est autorisée chez les bovins pour traiter les animaux lorsqu’on
cherche une activité glucocorticoide et/ou anti-inflammatoire rapide et puissante. Une limite



maximale de résidus est fixée chez les bovins pour la graisse (4 ug/kg), le foie (10 ug/kg), les
reins (10 ug/kg) et la viande (4 pg/kg) (Reglement (UE) n° 37/2010).

La prednisolone est également autorisée chez les animaux domestiques.

En marge de leurs propriétés anti-inflammatoires, les corticostéroides sont considérés
comme des inhibiteurs de croissance. Cependant, la pratique nous indique que de faibles
doses de corticostéroides favorisent la prise de poids des animaux. Potentialisation de
l'action des B-agonistes, réduction de I'indice de consommation, augmentation de la rétention
d'eau et de graisse dans les tissus sont autant d'arguments invoqués pour expliquer cet effet
positif sur la croissance du bétail (Negriolli, 1997).

D’apres Cannizzo et al. (2011), la prednisolone et la dexaméthasone sont utilisées a des
faibles doses chez les bovins dans le but d’améliorer les qualités de la carcasse et de la
viande et de diminuer le ratio de conversion alimentaire.

La prednisolone est utilisée en injection dans des situations de stress respiratoire chez les
veaux. La demie-vie de la prednisolone chez le porc est courte (moins de 1 heure (Frey et al.,
1988)) contrairement a la dexaméthasone qui a une demie-vie plus longue (3 semaines). Ce
qui signifie que I'effet pharmacodynamique de la prednisolone chez le porc sera fortement
réduit aprés environ 5 heures. Pour que la prednisolone puisse avoir un effet chez le porc, il
faudrait I'ajouter a I'aliment. Le traitement individuel de prednisolone par injection dans un but
zootechnique aurait peu de sens chez le porc.

Situation dans les autres états membres

Le Comité scientifique se demande si la situation est la méme dans tous les états membres
de I'Union Européenne. Pour répondre a cette question, il a demandé des informations sur
les recherches effectuées dans les autres états membres sur la présence de prednisolone
chez les porcs. |l ressort que la prednisolone n’est pas analysée dans tous les états membres
de I'Union Européenne. La présence de résidus de prednisolone chez le porc a été rapportée
par deux états membres en 2010 (Draft EFSA report).

Limite d’action

Actuellement la limite d’action de la prednisolone dans I'urine est arbitrairement fixée a 2 ppb.
Cette limite n’a pas de base scientifique mais doit plutét étre considérée comme une MRPL
(Minimum Required Performance Limit), limite que les laboratoires doivent atteindre pour la
détection de substances interdites.

La présence de prednisolone chez les bovins a déja fait I'objet de discussions. Lors de la
derniére réunion des laboratoires de référence de I'Union Européenne (European Union
Reference Laboratories — EURLs, anciennement CRL’s pour Community Reference
Laboratories) (novembre 2011), il y a eu un consensus pour admettre une limite de 5 ppb
pour la présence de prednisolone dans I'urine des bovins. Cette limite a été établie sur base
des articles a propos de la possible origine endogéne de prednisolone et sur base des
résultats d’analyses de plusieurs échantillons de différents états membres de I'Union
Européenne.

Le Comité scientifique estime cependant qu’il ne peut pas donner d’avis sur une limite
d’action pour la présence de résidus de prednisolone dans 'urine de porc dans la mesure ou
il N’y a, a ce jour, aucune information scientifique dans le domaine chez le porc et ce afin
d’éviter de couvrir un éventuel usage illégal.

Le Comité scientifique estime que les échantillons d’urines de porcs contenant des résidus de
prednisolone doivent étre considérés comme non conformes d’'un point de vue analytique et
qu'il faut étre prudent dans I'application d’actions inhérentes au statut H. Il est important de



pouvoir continuer a investiguer dans I'exploitation sur les autres animaux, les aliments et le
matériel.

5. Conclusions

Dans I'état actuel des connaissances scientifiques, le Comité scientifique ne dispose pas
d’'information a propos de la possible transformation endogéne du cortisol en prednisolone
chez le porc.

Il N’y a pas assez de connaissances scientifiques a ce stade pour apporter une réponse aux
questions posées.

Il n'y a pas de base scientifique pour fixer la limite d’action arbitrairement & 5 ppb comme
chez les bovins.

La présence de résidus de prednisolone chez le porc a été rapportée par deux états
membres en 2010 (Draft EFSA report).

6. Recommandations

Le Comité scientifique recommande d’effectuer des analyses sur la stabilité de la
prednisolone dans les échantillons d’urine et sur I'effet de la conservation.

Le Comité scientifique recommande que I'AFSCA poursuive ses investigations sur la
présence de prednisolone chez le porc dans le but de rassembler plus d’informations sur la
problématique.

Le Comité scientifique recommande de réaliser une étude scientifique chez le porc dans le
but d’étudier 'effet du stress sur I'éventuelle formation endogéne de prednisolone et son
élimination dans l'urine (par exemple en simulant un état de stress par le traitement des
animaux a I’ACTH), de méme que la possibilité de formation de prednisolone dans I'urine de
porc sous l'effet d’enzymes microbiens.

Le Comité scientifique estime qu’il serait opportun de traiter de fagon plus générale la
problématique des faibles doses de résidus des substances interdites pouvant avoir une
interaction avec des substances d’origine endogéne.

Pour le Comité scientifique,

Prof. Dr. Ir. André Huyghebaert.
Président

Bruxelles, le 16/12/2011
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