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Caractérisation de la performance et validation des méthodes de dépistage des résidus
d’antibiotiques dans les denrées alimentaires

L'usage des antibiotiques en médecine vétérinaire peut entrainer la présence de résidus
d’antibiotiques dans les denrées alimentaires d’origine animale. Ces résidus peuvent présenter des
risques (eg. toxicologiques, allergies, antibiorésistance) pour la santé du consommateur. La fixation de
limites réglementaires pour ces résidus et un contrle adapté sont primordiaux pour garantir la
sécurité des consommateurs. Les méthodes de dépistage sont utilisées en premiere intention et
représentent donc I'étape critique du contréle. La validation d’'une méthode va permettre de garantir
gu’elle est adaptée a I'usage souhaité, aux attentes réglementaires et attester de sa performance. La
validation constitue une exigence normative (je. ISO 17025) et réglementaire (je. Décision européenne
2002/657/CE).

Dans une premiére partie, la diversité des méthodes de dépistage est présentée. Les méthodes dites
conventionnelles de type microbiologique ou immunologique, développées dans les années 1980,
sont toujours couramment utilisées, en raison de leur faible colt. Des méthodes innovantes, appelées
biocapteurs, sont constituées d’un biorécepteur (eg. anticorps, aptameére) et d'un transducteur (eg.
électrochimique, optique, massique, calorimétrique) pour la détection du signal. Ces méthodes sont en
développement permanent et les progrés technologiques permettent de développer des méthodes de
plus en plus sensibles, portables, parfois économiques. Dans une deuxiéme partie, différentes
approches de validation, sous forme de réglementations, de lignes directrices ou de normes, sont
discutées. La validation d’'une méthode comporte deux étapes : tout d’abord la caractérisation des
performances, puis la validation proprement dite par rapport a des critéres préétablis. Les approches
peuvent étre absolue (une seule méthode) ou relative (comparaison de méthodes), globale
(combinaison de plusieurs caractéristiques en une seule) ou critére par critére.

L'objet de cette thése est de comparer ces différentes approches de validation, afin de statuer sur leur
application possible aux différentes méthodes de dépistage des résidus et déterminer si leurs
conclusions sont équivalentes ou non. Différentes approches ont été testées en les appliquant pour
valider des méthodes de dépistage de différents types : conventionnelles microbiologique et
immunologique, innovantes par biocapteurs optiques. L’approche par comparaison de méthodes n’est
pas adaptée aux méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques. En effet, le choix de la méthode
de référence est compliqué car il n'existe pas de méthodes normalisées. De plus, les méthodes de
référence choisies ont souvent des principes trés différents de la méthode alternative et sont le plus
souvent moins performantes. L’approche globale, telle que la Probabilité de détection (POD) et le
profil d’exactitude sont applicables aux méthodes de dépistage. Ces approches récentes sont de plus
en plus utilisées dans d’autres domaines et présentent un intérét a étre développées pour les
méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques. Enfin, 'approche critére par critere de la décision
européenne 20002/657/CE et du guide de validation européen de 2010, couramment appliquée aux
résidus d’antibiotiques, comporte une caractéristique majeure et une avancée dans la validation qui
est la capacité de détection (CCB).

En conclusion, les méthodes de dépistage sont en constante évolution, grace au développement des
biocapteurs. L'amélioration de leurs performances permet de répondre de mieux en mieux a la
problématique du contrdle des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires. La validation des
méthodes est primordiale pour garantir un contréle efficace. Nous avons pu observer I'évolution de la
validation ces 20 derniéres années, a travers les travaux de cette thése. Cette évolution doit continuer
et des perspectives d’évolution des référentiels de validation sont présentées dans cette these.

Mots clés: résidus, antibiotiques, méthodes de dépistage, biocapteur, caractérisation, performance,
validation.



Performance characterization and validation of screening methods for antibiotic residues
in food of animal origin

The use of antibiotic residues for animal treatment could lead to the presence of antibiotic residues in
food of animal origin. The consumer could face some risks (eg. toxicological, allergies, bacterial
resistance), due to these residues. The setting of regulatory limits or these residues and an adapted
control of food products are thus essential to guarantee the safety of the consumers. Screening
methods are used in first intention and represent the critical stage of the control. The validation of a
method will guarantee that the method if fitted for purpose, adapted to the regulatory expectations and
give evidence of its performance. The validation is mandatory due to international standards (ie. ISO
17025) and regulatory requirements (ie. European decision 2002/657/EC).

In a first part, the diversity of screening methods is presented. The conventional methods,
microbiological or immunological types, developed in the 1980s, are always used, because of their
moderate cost. Innovative methods, called biosensors, consist of a bioreceptor (eg. antibody, aptamer)
and a transducer (eg. electrochemical, optical, mass sensitive, calorimetric) for the detection of the
signal. These methods are in continuous development and the technological progress allows
developing more, more sensitive, portable and sometimes economic methods. In a second part,
various approaches of validation, in the form of regulations, guidelines or standards, are discussed.
The validation of a method contains two stages: first of all the characterization of the performances,
then the validation itself with regard to preestablished criteria. The approaches can be absolute (a
single method) or relative (comparison of methods), global (combination of several characteristics in
only one) or criterion by criterion.

The object of this thesis is to compare these various approaches of validation, to conclude on their
potential application for different residue screening methods and to determine if their conclusions are
equivalent or not. Various approaches have been tested by applying them to the validation of
screening methods of various types: conventional methods (microbiological and immunological) and
innovative optical biosensors. The approach by comparison of methods is not fitted to screening
methods for antibiotic residues. Indeed, the choice of the reference method is complicated because
there are no standardized methods. Furthermore, the chosen reference methods often have very
different principles from the alternative method and are less sensitive most of the time. The global
approach, such as the Probability of detection (POD) and the accuracy profile are applicable to the
screening methods. These recent approaches are more and more used in other fields and present an
interest to be developed for the screening methods for antibiotic residues. Finally, the criterion by
criterion approach of the European decision 20002/657/EC and the European guideline for the
validation of screening methods of 2010, usually applied to the screening methods for antibiotic
residues, introduced a major characteristic and an improvement in the validation which is the detection
capability (CCR).

In conclusion, the screening methods are constantly evolving, thanks to the development of new
biosensors. The improvement of their performances allows answering better and better to the issue of
the control of antibiotic residues in foodstuffs. The validation of the methods is essential to guarantee
an effective control. We were able to observe the evolution of the validation these last 20 years,
through the works of this thesis. This evolution has to continue and perspectives of evolution of
guidelines, regulations and standards of validation are presented in this thesis.

Keywords: residues; antibiotics; screening methods; biosensor; characterization; performance;
validation.



Liste des communications

Communications affichées (2010-2016)

V. Gaudin, C. Hedou, A. Rault, E. Verdon. Validation of 2 microbiological tube tests for the
screening of antibiotic residues in fish according to the European decision EC/2002/657. Sixth
International Symposium on Hormone and Veterinary Drug Residue Analysis, Ghent, Belgium, Juin
2010.

V. Gaudin, A. Rault, A. De Courville, C. Hedou, S. Diomandé, C. Creff-Froger, E. Verdon.
Validation of 2 microbiological tests for the screening of antibiotic residues in honey according to
the European guideline for the validation of screening methods. Euroresidue VII, Egmond aan zee
(The Netherlands), Mai 2012.

V. Gaudin, C. Hedou, E. Verdon. Evaluation and Validation of a Biochip Multi-Array technology for
the screening of antibiotic residues in honey according to the European guideline for the validation
of screening methods. Il International Symposium on Bee Products, Braganca, Portugal,
Septembre 2012.

V. Gaudin, C. Hedou, A. Rault, A. de Courville, E. Dubreil, Y. Pirotais, C. Soumet, E. Verdon.
Comparison study of classical ELISA and receptor tests with a microbiological screening test and a
multi-biochip array system for the screening of antibiotic residues in honey. Apimondia, Kiev,
Ukraine, 29 septembre — 03 octobre 2013.

V. Gaudin, C. Hedou, E.Verdon, C. Soumet. Evaluation and validation of a biochip multi-array
technology for the simultaneous detection of aminoglycosides, macrolides, lincosamides and other
antibiotic residues in honey according to the European guideline for the validation of screening
methods. International Symposium on Bee products 3" edition and Annual meeting of the
International Honey Commission (IHC) - Opatja (Croatie), 27 septembre-1er octobre 2014.

Communications écrites (2010-2016)

Gaudin V, Hedou C, Rault A, Verdon E. 2010. Validation of a Five Plate Test, the STAR protocol,
for the screening of antibiotic residues in muscle from different animal species according to
European Decision 2002/657/EC. Food Additives and Contaminants. 27:935-952.

Fabre JM, Bosquet G et Gaudin V. 2010. Plan de surveillance des résidus dans la viande et
autocontréles bulletin des gtv - n°55, 109-118.

Proceeding : V. Gaudin, A. Rault, A. De Courville, C. Hedou, S. Diomandé, C. Creff-Froger, E.
Verdon. Validation of 2 microbiological tests for the screening of antibiotic residues in honey
according to the European guideline for the validation of screening methods. Euroresidue VI,
Egmond aan zee (The Netherlands), Mai 2012.

Gaudin V, Rault A, Verdon E. 2012. Validation of a commercial receptor kit Sulfasensor® Honey

for the screening of sulfonamides in honey according to the Commission Decision 2002/657/EC.
Food Additives & Contaminants: Part A. 29:942-950.



Gaudin V, De Courville A, Hedou C, Rault A, Diomandé SE, Creff-Froger C, Verdon E. 2013.
Evaluation and validation of two microbiological tests for the screening of antibiotic residues in
honey according to the European guideline for the validation of screening methods. Food Additives
& Contaminants: Part A. 30:234-243.

Gaudin V, Hedou C, Verdon E. 2013. Validation of 2 ELISA kits for the screening of tylosin and
streptomycin in honey according to the European decision EC/2002/657. Food Additives &
Contaminants: Part A. 30:93-109.

Gaudin V, Rault A, Verdon E. 2013. Validation of a commercial receptor kit for tetracycline
residues in honey according to the European guideline for screening methods. Food and
Agricultural Immunology. 24:111-128.

Gaudin V, Hedou C, Soumet C, Verdon E. 2014. Evaluation and validation of a biochip multi-array
technology for the screening of 14 sulphonamide and trimethoprim residues in honey according to
the European guideline for the validation of screening methods for veterinary medicines. Food and
Agricultural Immunology. 26:477-495.

Gaudin V, Hedou C, Soumet C, Verdon E. 2014. Evaluation and validation of biochip multi-array
technology for the screening of six families of antibiotics in honey according to the European
guideline for the validation of screening methods for residues of veterinary medicines. Food
Additives & Contaminants: Part A. 31:1699-1711.

Gaudin V, Hedou C, Soumet C, Verdon E. 2016. Evaluation and validation of a multi-residue
method based on biochip technology for the simultaneous screening of six families of antibiotics in
muscle and aquaculture products. Food Additives & Contaminants: Part A. 33:403-419.

Communications orales (2010-2016)

Gaudin V. Certification AFNOR du Delvotest® T - 1ére réunion du réseau des laboratoires
reconnus pour le contrdle des critéres sanitaires du lait cru - Maisons-Alfort — 3/4 Décembre 2013.
Gaudin V. Présentation du systéme Evidence® (Randox, RU) - 1ére réunion du réseau des
laboratoires reconnus pour le contréle des criteres sanitaires du lait cru - Maisons-Alfort — 3/4
Décembre 2013.

Gaudin V. Groupe de travail du CEN/TC275/TAG 10 (Utrecht, 10-11 janvier 2013) (organisé par
'agence de sécurité sanitaire des Pays-Bas)

Gaudin V. Methodologies to control veterinary drugs in honey by screening rapid testing. 128"
AOAC International annual meeting & and exposition, Boca Raton, Florida, USA, 7-10 September
2014.

Gaudin V. An overview of new technologies in veterinary chemical residues control in food by rapid
methods: from classical to innovative technologies. Future challenges in food analyses. AOAC
Europe - NMKL - NordVal International Symposium 2015, Stockholm, Sweden, 21-22 May 2015.
Gaudin V. Follow-up on works of CEN/TC275/TAG 10 “Microbiological screening methods for
antibiotics residues”, Delft, Pays-Bas, 22-23 June 2015.



AESA
AFNOR
AMM
Anses
AOAC
ADME
BIA
CCB
CCM
CE
CEN
CFIA

Liste des abréviations

Autorité européenne de sécurité des aliments
Association Francaise de Normalisation
Autorisation de mise sur le marché
Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
Association of Official Analytical Chemists
Absorption, distribution, métabolisme et déplétion
Biomolecular Interaction Analysis
Capacité de détection
Chromatographie couche mince
Communauté Européenne
Comité européen de normalisation

Immunoessai en cytométrie de flux

CG/SM-SM Chromatographie gazeuse couplée a de la spectrométrie de masse tandem

CLHP
CLIA

CL/SM-SM
DD(CS)PP

Chromatographie Liquide Haute Performance

Immunoessai par chimiluminescence

Chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse tandem

Direction départementale (de la cohésion sociale et) de la protection des populations

DG SANTE Direction Générale de la Santé et des Consommateurs

DJA
DOT
EFSA
EILV
ELISA
FDA
FIL
FN
FP
ISO
iSPR
LMR
LNR
LOC
LOD
LPMR
LRUE
MA
MR
NF

Dose Journaliere Admissible

Diffractive Optics Technology (Technologie d’optique difrractive)
European Agency for Food Safety

Essai inter-laboratoires de validation

Enzyme linked immunosorbent assay

Food and Drug Administration

Fédération internationale du lait

Faux-négatifs

Faux-positifs

International Standard Organisation

Résonance plasmonique de surface par imagerie
Limite maximale de résidus

Laboratoire National de Référence

Lab on a chip (Laboratoire sur puce)

Limite de détection

Limite de performance minimale requise
Laboratoire de Référence de I'Union Européenne
Méthode alternative

Méthode de référence

Norme francaise



NP Nanoparticules

PIF Poste d’inspection frontalier

POD Probabilité de détection

PSPC Plans de surveillance et plans de contréle

QCM Microbalance a cristal de quartz

RLOD Limite de détection relative

RPA Reference Point for Action (Limite d’action de référence)
SAW Transducteur a onde acoustique de surface

SFSTP  Société frangaise des sciences et techniques pharmaceutiques
SPR Résonance plasmonique de surface
TRFIA Time-resolved fluoroimmunoassay



Liste des figures

Figure 1. Du traitement des animaux G 1 Présence de r€SiAUS. ..............ouvuureeiivieeeeiieieeiiieeeeiieeeesceseesieeeaesiseeaeans 2
Figure 2. Répartition des préléevements par famille de contaminant et par filiere (DGAI 2013) [3].....cccccvvveeuvenn... 4
Figure 3. Principe du contréle des résidus dans 185 QlIMENts. .............ccceecueeeeeivieeeciiieecceeeeeceeeesceeeeseteaeesreaeens 4
Figure 4. Chronologie des principales réglementations concernant les résidus de médicaments vétérinaires....... 7
Figure 5. Les différents types de méthodes appelées conventionnelles. ..............ccocccvueeeecveeeecieeeeeiiiieeecieaessvennn 10
Figure 6. Les différents types de méthodes microbiologiques et 'interprétation des résultats. .......................... 12
Figure 7. Principe d’un immuno-essai compétitif : diminution du signal avec I'augmentation de la concentration
LI =X Lo [ KRS 18
Figure 8. lllustration des résultats des tESS FECEPLEULS. .......uueeecveeeeeieeeeeeieeeeeeeeeesttteeesseaeesseaasesseseesssaaessseas 18
Figure 9. Les avantages et les inconvénients des différents formats de méthodes immunologiques. .................. 22
Figure 10. Principe d’un biocapteur. ............cccccceeeeuveen..

Figure 11. Les différents types de DiOCAPLEULS. ............cocueeeeueeereieiiieee ettt sttt e s e snee e 24
Figure 12. Les différents types de biorécepteurs immobilisés sur les surfaces des biocapteurs............................ 26
Figure 13. Evolution du nombre d’articles (Scopus) concernant les biorécepteurs de 2000 g 2015. .................... 26
Figure 14. Processus de fabrication d’un MIP (extrait de http://WWW.iCOQ.fI/ft/). .ocuvmmiveeiieeiieeieeeieeesveeirenans 28
Figure 15. Processus de fabrication d’Un GPEAMEIe. .............coeveeeiuiieieieiiieee ettt snee e 28
Figure 16. L’évolution du nombre annuel de publications sur les biocapteurs dans la base de données Scopus de
2000 G 2015ttt e ettt e e e ettt ————teeeata—————taeeaaar————taaeeaati—————aaeeaaii—————ateeeaana—raaaaaan 33
Figure 17. Différentes classes et sous-classes de biocapteurs, en fonction du type de transducteur. .................. 33
Figure 18. Classification des DiOCAPTEUIS MASSIQUES. ..........c.c..eeeeeveeeeeiieeeeeiieeeesieeeeesreeeeseseasesseseaastsssessssasssseeann 39
Figure 19. Représentation schématique d’un immunoessai basé sur I'utilisation d’un biocapteur de type
cantilever (Lin €t al. 2006) [136]. .......ooueueeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e e e et e e ettt e e eeasaeeetseaeeatsaaeassssasastsasaeasseseessssasessssnan 39
Figure 20. Représentation schématique d’un immunoessai développé sur un biocapteur SAW (Sang et al. 2013)

J 2 USSR 42
Figure 21. Les principes de mesure des différents types de transducteurs OptiQUES. ..........cc.ccvveeeeceveeeivvneraeennn. 44
Figure 22. Le principe schématique de la SPR (Cooper 2002) [171]. ......oouuueeeecieeeeeeieeeeiieeeeeieeeeeceeeeesiraaesveeann 46
Figure 23. Principe d’un immunoessai basé sur la chimiluminescence pour le dépistage du chloramphénicol (Yu
O QL. 2004) [182]. oottt ettt ettt e sttt s e st e et e st e e bt e s be e s bt e s bt e e be e s bt e e bt e e e e e bae e taeeteeebeenreaeas 49

Figure 24. Avantages et inconvénients des différents types de transducteurs optiques
Figure 25. Limites de détection et temps d’analyse, en fonction des technologies multiplex utilisées, dans les

domaines des analyses de I'alimentation et de I'environnement [190)]. ...........cceeeeeveveeeeieeeeiiieeeecieeeesieaessieenn 52
Figure 26. Les nanotechnologies et leurs impacts sur les développements de biocapteurs.................cccueeun......
Figure 27. Cycle de vie d’'une méthode analytiQUe. ..............ccueeecueeeeeciiiesiiieesiiieeescieaesciteaeesienens

Figure 28. Caractéristiques de performance a déterminer lors de I’étude préliminaire. ................cccoceevvuveeennnee...
Figure 29. Construction du plan d’expérience pour la détermination de la spécificité et de la limite de détection.
.............................................................................................................................................................................. 70
Figure 30. Participation de la répétabilité, de la fidélité intermédiaire et de la reproductibilité dans la
dEterminQtion de 10 fIlEIILE. ..............ooeeeueeeeeeeeee ettt e e ettt e e et e e ettt e e e et e e e e tssa e e e tsaaesaatsaseessssaaesasenaan 75
Figure 31. Profil d’exactitude extrait de la publication de Hubert et al. [253]. ....cccccvveeeceeeeeiiieeeeciie e, 82
Figure 32. Les deux modeles théoriques de courbes de POD (Wehling et al. [270]). .......c.ccoueeeeveeeeecieeeeeieeaeenenn. 85

Figure 33. Courbe POD pour un test imunochromatographique pour la détection du gluten dans le pain [280]. 87
Figure 34. Comparaison de I’'approche classique de validation et de I'approche globale du profil d’exactitude

(FEINDEIG €t QL. 2007) [271]. oottt et e et e et e e et e e et e e e s asaeaessseaaeaasseasasseasasseaaaansssasassnasasssenaan 90
Figure 35. Les différentes étapes de la validation suivant I'approche critére par critere. .............ccccevvvveeeeeeanunn. 94



Figure 36. Les deux approches critére par critere en fonction de la réglementation. ...............cccceeevvvveeccvveeennneen.. 94

Figure 37. Caractéristiques de performance a déterminer pour une méthode de dépistage,.............cccccuueuue... 98
Figure 38. Diagramme du plan de validation initiale pour une méthode de dépistage. .............ccccovveevvrvveann... 100
Figure 39. Construction du plan d’expérience pour la détermination du CCB. ..............cccocvveeveerseienceeesieeeenne 102
Figure 40. Représentation graphique des résultats des échantillons blancs et des supplémentés, pour une
méthode immunologique, en lien avec les valeurs SeUils T €t FM. .........cocueereienieesiieieesieee et 104
Figure 41. Protocole de détermination de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire. ...............cccuveevvrvreannn... 107
Figure 42. Détermination de I'applicabilité de la méthode : deux approches. ............ccccoceeeveevsvveneeeseeeneene
Figure 43. Logigramme : conclusions de la détermination du CCB. ...........................

FIGUIE 44. LA SENSOI CRID. ..ottt ettt e e st e et e st e e st e sabeeereeenes 130
FiQUIre 45. L& SENSOIGIOIMIME. ...c.evuvevererererereriresesestteseteseseessesesasssetesaaeetaaeataata—eaatatttateteaatatstatereratesanesssssssnsensrernrnn 130
Figure 46. Protocole expérimental de I'étude prélimingire. ................cccooceevoieeeieiniieeieeeiieeee e 141

Figure 47. Profils d’exactitude obtenus a partir de la mesure de la concentration de nicarbazine dans les ceufs
(a) avec une régression quadratique pondérée (1/X) sans correction et (b) le modele corrigé. Les lignes pleines
rouges sont les biais relatifs, les lignes pointillées noires sont les limites de tolérance (intervalles de tolérance f3),
les courbes bleues avec des tirets représentent les limites d’acceptabilité, les points représentent the
concentrations relatives calculées des standards de validQtion...............ccccecveecvuevsiveesieeesiieesieesiseseessieeseeeas 162
Figure 48. Organisation de la préparation des échantillons pour la validation de la méthode STAR dans le

ITVUSCI. .ttt ettt ettt e st e st e st e s st e s at e e s s teesase e st e e e ase e s s beesaseesateeaasee s beeeaseesabeeesee e baeenseenates 171
Figure 49. Relation entre les CCB et les LMR respectives pour 16 antibiotiques représentatifs. .............c.c........ 173
Figure 50. Protocole expérimental réalisé pour la validation du kit AM Il dans le miel. ................cccceeeevvvennn... 196
Figure 51. Distribution des résultats (signaux en RLU) pour les 60 échantillons de miel blancs et les 60
échantillons supplémentés avec la sarafloxacine et le thiamphénicol (TAF). ........oecceeeeeceereeecieeeeciieeeecvea e, 198
Figure 52. L’évolution des technologies pour le développement de biocapteurs moins couteux et plus
PEITOIIMANTES. ..ottt e et e et e e ettt e e ettt e e et e e e e atse e e e sts s e eaassaaeeatsaaaeastsaaeaassaaeastssaeessssseassssasassasanes 215
Figure 53. Combinaison de 3 facteurs pour 'amélioration des performances des biocapteurs : les tendances
oot {7 1= | L2 PSPPSR 215
Figure 54. Perspectives de développement et d’évaluation de biocapteurs au laboratoire de I’Anses Fougeéres.
............................................................................................................................................................................ 218



Liste des tableaux

Tableau 1. Limites réglementaires @UIOPEENNES. .............ccueeeeecuereeeireeeesisieeessteeeesseaessisessesssssaesisssasssssesssssssesssnses 7
Tableau 2. Exemples de tests commerciaux en ampoule et/ou en microplaques. ...............ccceeceeveeeeecesesiennnnen. 14
Tableau 3. Exemples de méthodes boites iNtra-1aboratOire...............ccuoeccueeeeciveeeeeciieesiieeeesieeeeeiteeeesereeasesrenaens 15
Tableau 4. Exemples de méthodes immunologiques, commerciales ou intra-laboratoire..............ccccccoueeevervennn. 20
Tableau 5. Avantages et inconvénients des différents types de DiOréCepLeuUrs. ..........cccouweevivveeecviereesiieeeeesirenannns 30
Tableau 6. Les différentes techniques d’immobilisation des biorécepteurs sur les surfaces. ............ccoccevveenneen. 32
Tableau 7. Principes, avantages et inconvénients des différents types de transducteurs électrochimiques. ....... 35
Tableau 8. Exemples de biocapteurs électrochimiques pour le dépistage des résidus d’antibiotiques................. 37
Tableau 9. Principes, avantages et inconvénients des différents types de transducteurs sensibles a la masse. .. 40
Tableau 10. Les DioCAPLEUIS tREIMUIGUES. ..........ccc.eeeeeeeeiiesieeee ettt ettt ste st ste st e st e s seesaeesneenas 54
Tableau 11. Les différents types de nanomatériaux, principes et intéréts, a travers leurs applications récentes

pour le dépistage des résidus d’antiDiOtIQUES. ............cceeeueeeiueeriiiieei ettt et 57
Tableau 12. Les attentes par rapport a une méthode de dépistage efficace et comment y répondent chaque type
Lo L= g [0 Yo [ Lo (= | PSR 59
Tableau 13. Protocoles de validation au niveau national, européen et international. ................cccceeevvvveeeecvenann. 66
Tableau 14. Couples de résultats des méthodes de référence et alternative. ...............cocceevveeevceenseenseenseeneenn, 72
Tableau 15. Construction des plans d’expérience (étalonnage et validation)................cccueeecvveeeecvreesiieeeeesivenaenns 78
Tableau 16. Choix des analytes en fonction du type de mEthode. ..............ccooveeevevenieeniiisieesiieseeseese e 102
Tableau 17. Détermination de la stabilité des analytes en solution et dans la matrice [13]. ..........ccccevvveennnenn. 110
Tableau 18. Critéres de validité pour estimer la fidélité de la méthode [13]. ........cccuveeeeeeeeecveeeeecieeeeceeeeeenn. 114

Tableau 19. Caractéristiques de performance pour les méthodes qualitatives de dépistage, en fonction de

o To o TgoTel Lo L= o] | 1o [o 1 (o) s OO SRS 122
Tableau 20. Caractéristiques de performance pour les méthodes quantitatives de dépistage, en fonction de

o To o TgoTel Lo L= o] | 1o [o 1 (o) s OO SRS 124
Tableau 21. Indices correspondant aux différents modéles de régression testés, classés selon I'indice

Lol o Tot A 1AV o L= (Y SRS 160



Sommaire

T goTo I8 o1 1o o IR USROS UPRPPRP 1
(=0T (=N o]l o] oo [ =T o] 1 o U= PP PPRPRPN 5
I. Les résidus d’antibiotiQUES ........ccoiiuiiiiiiiiie e e 5
L O70 ] 1= 4 (=TSSP PR PRPPRRRPRPTRPN 5
2. Législation européenne et internationale ........c..ccoiiiiiii i 6
II.  L’évolution des méthodes (biologiques) de dépistage ...........cccvveriiiiiiiiii i 9
1. Historique des méthodes analyliQUES. .......c.cooiiiiiiiieiiie e 9
2. Méthodes CONVENIONNEIIES .......cooiiiiiie et e e 9
2.1.  Méthodes microbiolOGIQUES ......................ccceimiiiiiiiiiiiii i 11
2.2.  Méthodes immUNOIOGIQUES .................cc.coccueiiiiiiiiiiiiiiiii et 16
2.2.1. BT A =TT o <10 PP 17
2.2.2. Radioimmunoessais (RIA) ......c.ooeiieieeniee e 19

2.2.3. Méthode immunoenzymatique (ELISA) et méthode immunoenzymatique par
FIUOIESCENCE (FLISA) vttt be e sbe e sae e sateebeesbeesaaesanesas 19
2.2.4. Méthode immunologique par polarisation de fluorescence (FPIA) .........ccueee..e 21
3. MEhOAES INNOVANTES : ..eoiiiiiiie ettt e st e e s sb e e e s sbe e e e s aneeeeeaas 23
3.1, LeS DIOCAPLEUTS ...ttt e e e s s e e e e e e 23
T 0 1 I = 1 oY Yol =T o {1 U | £ UERUUTPRURRE 25
3.1.1.2.  TranSAUCTEUIS ..oiiiiieiiee ettt ettt ettt s e s e e sae e e sareesareeesareeennnes 34
3.1.1.3.  NanNOteChNOIOZIES. ...c.uvviiiiiiiee et e e e e te e e s ebra e e e eanes 55
3.1.1.4. Conclusions sur €S biOCAPLEULS .....ccccuviii it e s e e 58
3.2.  Combinaison de méthodes biologiques et physico-chimiques ....................c....ccccocen.... 60
3.2.1 La combiN@isSON BIA/SMM......uviiiieiiee ettt ettt sett e st e e s s ebe e e s ssabee e s sabeeessnes 60
3.2.2. CCM — BiOlUMINESCENCE ...ttt st st 60
3.2.3. L'électrophorese capillaire couplée a un biocapteur .........ccooveeieeicennnienieneen, 61
Il Partie recherche : Les différentes approches d’évaluation des performances des méthodes
(o [0 (=T o] 1S] £= o =TSSR 62
3.1.  Exigences pour les méthodes de dépistage des résidus de médicaments vétérinaires... 62
3.2.  Caractérisation des performances et validation des méthodes de dépistage................... 63
3.2.1.1. La comparaison de MEthOAES & ......ceeeviiiiiiiiiie s 67
3.2.1.1.1.  Etude Préliminaire......ccoccieee ettt e et e e e ctte e e e et e e e e e ate e e e e rraeaeeanes 68
3.2.1.1.2.  Etude collaborative ........cooueeiiiiiiiieee s 74
3.2.1.1.3. Conclusions sur I'approche comparaison de méthodes ........c...cccecvveeercreeeennns 76

3.21.2. L’approche globale : le profil d’exactitude : .........cccooiiiii 77



3.2.1.2.1.  Le profil d’eXactituUde @.....cceeececiiieeee et 77

3.2.1.2.2. LA POD ittt sttt et b e b e e ae e e s 84
3.2.1.2.3. Conclusions sur I'approche globale...........cccoecuieiiieciiiiiccee e 88

3.2.1.3. Les approches Critere Par CrtEIe ©........cieiiiieiiee e 93
3.2.1.3.3. Les approches critére par critére en fonction de la réglementation : ............... 93
3.2.1.3.4. Caractéristiques de performance a déterminer:.......ccccocveeeircvieeencieeeeecieee s 97
3.2.1.3.5. Criteres de performance : ....oocuiiiiiciiee ittt e e s e srre e e s sare e e 111
3.2.1.3.6. Utilisation de la méthode en routine aprés la validation :.........cccccvevevinnennn. 116
3.2.1.3.7. Conclusions sur I'approche critere par Crit€re .......ccoceeeeevveeeeccveeeeciieeeeecreeens 117

3.3. CONCLUSION GENERALE SUR LES APPROCHES DE VALIDATION ...ceeiveeieeesieeeeeeeeeneeeneeesneesneens 121
Problematique et ODJECTITS ........ooiiiiie e 125
ST ] e S 127
T N I 1 0 128
Development of an immunoassay for the detection of sulfamethazine in milk using an optical
biosensor: Influence of flow rate and antibody on the performance of the assay .........cccccccceeenne 128

O AN 8 I 138

AFNOR validation of Premi®Test, a microbiological-based screening tube test for the detection of

antimicrobial residues, in muscles from different animal origins .........ccccvevviiciie e, 138
Il N I ] e OO RR 158
Application of total error approach in validation of a biological method (ELISA) to detect residues of
(g1To=Tg o=Vl o 1= =T To SRR 158
V. N I ] PSP 169
Validation of a Five Plate Test, the STAR protocol, for the screening of antibiotic residues in muscle
from different animal species according to the European decision 2002/657/EC............ccccoeenn..e. 169
V. ARTICLE 5.ttt ettt e e et e et e e e e st e e e e ste e e e ennbeeeeenbeeeeenreeeeenees 194
Evaluation and validation of a multi-residue method based on biochip technology for the
simultaneous screening of six families of antibiotics in muscle and aquaculture products............. 194
DiSCUSSION E1 PEISPECTIVES ...ttt et e e e s e e e e e e e e e anes 214
I.  Perspectives et nouveaux développements pour les méthodes ...........ccceieeiieiiiieniienciieenne 214
Il.  Perspectives et nouveaux développements pour I'évaluation des performances .................. 219
Pourquoi avait-on plusieurs approches d’évaluation de la performance coexistantes ? ............ 219
Est-ce que la validation des méthodes de dépistage a évolué ces dernieres années?.............. 219
PEISPECTIVES ... e e e 222
(070 oo (01 To] a o =Y 0 1= =1L USSR 227

(R UY==Yol =T TP 229



INTRODUCTION

Les matrices alimentaires d’origine animale (lait, viande, ceufs, miel, etc) sont susceptibles de contenir

des résidus de médicaments vétérinaires et plus particulierement des résidus d’antibiotiques suite a
des traitements préventif ou curatif sur des animaux. Les résidus sont définis comme des substances
pharmacologiquement actives, persistant dans les denrées alimentaires aprés I'administration a un
animal (principe actif, métabolite, excipient, etc) et pouvant présenter un danger pour la santé
humaine (Figure 1) [1].
L’'impact de la présence de ces résidus est de plusieurs ordres :

- impact sur la santé du consommateur : risques toxicologiques (par exemple allergies,

antibiorésistance),

- impact économique : problémes de transformation dans l'industrie.
Les allergies, liées a la présence de résidus de médicaments vétérinaires dans les aliments, ont été
établies pour les pénicillines. En ce qui concerne l'antibiorésistance, les résidus d’antibiotiques
contribuent a son développement via I'alimentation ou par la sélection de bactéries zoonotiques
résistantes. La présence de résidus peut poser des problémes de transformation dans l'industrie, par
exemple dans industrie laitiére en inhibant la fermentation (eg. yaourt, fromage).
La surveillance et le contréle des denrées sont réalisés sous la forme de plans de surveillance et
plans de contréle (PSPC) nationaux, dans chaque état membre de I'Union Européenne. En France, la
Direction Générale de [I'Alimentation (DGAI) prend en charge l'organisation des PSPC. Les
procédures d’échantillonnage (niveaux et fréquence d’échantillonnage), ainsi que les résidus a
controler en fonction des especes animales et des denrées produites par les animaux, sont décrits
dans la directive européenne 96/23/CE [2]. Le nombre d’échantillons a contrbler est lié au volume de
la production nationale pour chaque matrice (eg. nombre d’animaux abattus par an) (Figure 2). Les
prélevements sont effectués par les services vétérinaires de chaque département (Direction
Départementale de la Cohésion Sociale et de la Protection des Populations (DDCSPP)). Les plans de
surveillance sont des plans organisés de fagon aléatoire, non ciblée, dans une population définie. Leur
objectif est d’évaluer la prévalence d’'un contaminant, et donc, I'exposition du consommateur a ce
danger. Les plans de contréle (contrble orienté, contrble renforcé) sont des plans ciblés, qui ont pour
objectif de détecter des anomalies, des non-conformités, voire des fraudes. En paralléle de ces plans
officiels, la directive 96/23/CE demande aux filiéres de garantir 'absence de résidus dans les denrées
ou les animaux, par exemple grace a I'autocontrdle.
Les analyses des PSPC sont réalisées soit par des laboratoires agréés (les laboratoires vétérinaires
départementaux (LVD)), soit au Laboratoire National de Référence (LNR), choisi par chaque état
membre, pour les résidus concernés. Les missions des LNR sont définies dans la directive CE/96/23
[2]. De plus, quatre Laboratoires de Référence de I'Union Européenne (LRUE) ont été nommés dans
cette directive, afin de piloter le réseau des LNR européens. Le laboratoire de '’Anses Fougéres a été
nommé LRUE pour les résidus d’antibiotiques et de colorants. Les contréles sont généralement
réalisés sous forme d’'une premiére étape appelée dépistage, et éventuellement d’'une deuxiéme

étape de confirmation en cas de résultat positif lors du dépistage (Figure 3).



Figure 1. Du traitement des animaux a la présence de résidus.
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Les méthodes de dépistage peuvent étre qualitatives ou quantitatives. Une méthode qualitative
permet la détection de la présence d'un analyte et donne un résultat sous forme de
présence/absence. Une méthode quantitative permet de quantifier I'analyte présent et donne un
résultat sous forme de concentration en analyte. Suite a un résultat de dépistage positif, une
confirmation physico-chimique (identification et quantification du résidu de médicament) est
obligatoire. Les méthodes d’analyse utilisées en dépistage doivent étre des méthodes performantes
pour protéger la santé du consommateur, pour obtenir une estimation la plus exacte possible du
nombre de denrées contenant des résidus de médicaments vétérinaires, et, pour réduire au maximum
le nombre de confirmation.

Dans un premier temps, la partie bibliographique présentera le contexte de I'analyse des résidus de
médicaments vétérinaires. Puis nous ferons un état de l'art des méthodes de dépistage a notre
disposition, des plus conventionnelles aux plus innovantes.

La validation intervient aprés le développement d’une nouvelle méthode analytique, avant son
application en routine. Elle permet de répondre a la question suivante : est-ce que la méthode
développée et/ou le kit commercialisé est adaptée a I'utilisation que nous voulons en faire en routine ?
Ses performances sont-elles conformes aux attentes réglementaires ? La validation est généralement
basée sur des exigences scientifiques et réglementaires, et doit permettre d’évaluer les performances
de la méthode par I'étude de critéres appelés « criteres de validation » au moyen d’outils statistiques
appropriés. Dans la littérature et dans la pratique, plusieurs approches de validation analytique sont
décrites et mises en pratique. Dans ce contexte, ce travail a été entrepris afin d’évaluer et de
comparer différentes approches de validation et de déterminer les avantages et les inconvénients de
chacune des approches.

Dans un deuxieme temps, la partie bibliographique traitera des exigences pour les méthodes de
dépistage et des différentes approches d’évaluation des performances des méthodes de dépistage et
les protocoles expérimentaux mis en ceuvre en présentant les démarches méthodologiques et les
approches statistiques qui peuvent étre utilisées. Nous montrerons I'évolution dans le temps de la
validation des méthodes biologiques de dépistage des résidus de médicaments vétérinaires, les
avantages et les inconvénients des différentes démarches présentées.



Figure 2. Répartition des prélevements par famille de contaminant et par filiere (DG Al 2013) [3].
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

|. LES RESIDUS D'ANTIBIOTIQUES

1. Contexte

Les contaminants alimentaires chimiques sont des substances qui peuvent se retrouver, de facon non
intentionnelle, sauf en cas de fraude, dans les denrées alimentaires ou dans les aliments pour
animaux. Ces substances peuvent étre présentes dans les aliments a différents stades de la
production, de la transformation ou du transport. Ces substances peuvent aussi résulter d'une
contamination de l'environnement. De nombreux produits chimiques d'origines anthropiques (eg.
polluants organiques (e.g. dioxine), produits pharmaceutiques humains et vétérinaires, pesticides,
biocides) et naturelles (métaux lourds (e.g. plomb, cadmium, mercure, uranium), métalloides (e.g.
arsenic), toxines naturelles produites par les bactéries, protozoaires, algues, champignons et plantes)
peuvent entrer dans l'alimentation animale, I'alimentation humaine et I'eau [4]. La présence de ces
contaminants peuvent présenter un risque pour la santé animale et humaine. Les produits administrés
de fagon intentionnelle, font donc I'objet d’'une évaluation du risque avant leur mise sur le marché.
Dans le cas des résidus de médicaments vétérinaires, ils se trouvent présents dans les denrées
d’'origine animale, suite aux traitements préventif ou curatif des animaux par ces médicaments.
L’exposition aux résidus de médicaments vétérinaires dans les produits animaux doit tenir compte de
la consommation des médicaments dans les productions animales. Les principaux résidus de
médicaments vétérinaires dans I'Union Européenne sont les antibiotiques et les antiparasitaires. Deux
types de résidus de médicaments vétérinaires susceptibles d’étre présents sont: les résidus de
principes actifs autorisés pour le traitement de maladies infectieuses chez les animaux de rente et les
résidus de principes actifs interdits, en raison de problemes de toxicité. De plus, les traitements
réalisés sur les produits alimentaires, type stérilisation ou pasteurisation du lait, ne détruisent pas
forcément les principes actifs. Ces traitements peuvent méme engendrer des produits de dégradation
qui, comme les molécules méres ou les métabolites, peuvent présenter des risques pour la santé des
consommateurs [5].
Les risques liés a la présence de résidus de médicaments vétérinaires dans les produits alimentaires
d’origine animale sont les suivants :
- Les risques technologiques : la présence de résidus d’antibiotiques dans le lait a pour effet de
bloquer ou ralentir les fermentations microbiennes (bactéries lactiques) et donc la transformation
(coagulation du lait) est perturbée, voire impossible.
- Les risques pour le consommateur :

o Les allergies: la présence de résidus d'antibiotiques dans l'alimentation humaine peut
engendrer des réactions allergiques chez des personnes sensibles [6],

o Les risques toxicologiques aigus, a court terme et a long terme (eg. effets sur la reproduction,
sur le développement feetal, effets mutagenes, effets cancérogénes, immunotoxicité, etc),

o Lesrisques de contamination environnementale,

o La survenue de bactéries résistantes aux antibiotiques : les graves problémes causés par

I'’émergence et la propagation de la résistance aux antimicrobiens ont abouti a l'interdiction dans
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I'Union Européenne (EU) de I'utilisation d'antibiotiques comme promoteurs de croissance dans
l'alimentation animale [7, 8]. Le nombre d’articles publiés sur le théme de la résistance aux
antimicrobiens est en constante augmentation (moins de 1000 articles par an avant les années 2000).
Cette résistance aux antibiotiques peut se propager a d'autres populations bactériennes et des
vecteurs de maladies infectieuses devenus résistants aux traitements antimicrobiens peuvent

présenter une menace pour la santé humaine et animale [9, 10].

2. Législation européenne et internationale

En raison de ces préoccupations, de nombreux pays ont interdit ou restreint I'utilisation de composés
antimicrobiens chez les animaux producteurs d'aliments. Une législation spécifique protege les
consommateurs contre |'exposition aux résidus de médicaments vétérinaires, de pesticides et de
contaminants environnementaux potentiellement dangereux dans les aliments d'origine animale.
Depuis le début des années 1990, la commission européenne a mis en place progressivement des
textes afin de protéger la santé du consommateur (Figure 4). Les différentes législations ont été
publiées en fonction du type de contaminants alimentaires (par exemple la directive 96/23/CE pour les
médicaments vétérinaires, les pesticides et les contaminants environnementaux [2]).

Des limites maximales de résidus (LMR) ont été définies pour les résidus de médicaments
vétérinaires, de pesticides et de contaminants environnementaux, en premier lieu dans le réglement
2377/90/CE [11] (Tableau 1). Des LMR définitives ou provisoires étaient fixées pour les substances
autorisées. Ce reglement a été abrogé par les reglements 470/2009/CE [1] et 37/2010/CE [12], qui
déterminent la liste des substances autorisées et des substances interdites. La définition des LMR n’a
pas été modifiée. Il s'agit de «la concentration maximale d'un résidu dune substance
pharmacologiquement active qui peut étre autorisée dans les aliments d’origine animale ». Une
évaluation scientifique des risques est menée pour fixer les LMR. Cette évaluation porte sur la
pharmacocinétique de la substance pharmacologiquement active (absorption, distribution,
métabolisme et déplétion (ADME)), le type de résidu et la Dose Journaliere Admissible (DJA). La DJA
est la quantité de résidus qui peut étre ingérée chaque jour par des étres humains, sans présenter de
risque pour la santé du consommateur. Les risques toxicologiques, pharmacologiques ou

microbiologiques chez les étres humains sont donc pris en compte de la fixation de cette LMR [1].



Figure 4. Chronologie des principales réglementations concernant les résidus de médicaments

vétérinaires.
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Tableau 1. Limites réglementaires européennes.
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Les LMR constituent des valeurs de référence pour la détermination du temps d’attente dans les
autorisations de mise sur le marché (AMM) de médicaments vétérinaires destinés aux animaux
producteurs de denrées alimentaires. Les LMR servent en outre de référence pour le contrle des
résidus dans les aliments d’origine animale au sein des Etats membres et aux postes d’inspection
frontaliers (PIF).

Avec le reglement 2377/90/CE, les substances pour lesquelles aucune LMR ne pouvait étre fixée, car
elles constituaient un risque pour la santé du consommateur, étaient classées en annexe V. Elles
devaient étre détectées a un niveau le plus faible possible. Ensuite, la décision européenne
2002/657/CE a défini pour ces mémes substances, la Limite de Performance Minimale Requise
(LPMR) comme « la teneur minimale en analyte dans un échantillon qui doit étre au moins détectée et
confirmée » [13]. La LPMR est une limite qui a pour objectif d’harmoniser les performances
analytiques des méthodes applicables aux substances pour lesquelles aucune limite autorisée n'a été
fixée. Elle est basée sur des critéres analytiques, pas sur des dangers toxicologiques comme la LMR.
La LPMR est donc un objectif de performance a atteindre, mais ne constitue pas un seuil au-dessus
duqguel on doit déclarer la non-conformité d’'un échantillon. Un résultat doit étre déclaré non
conforme si la limite de décision (CCa) de la méthode de confirmation est dépassée [13].

Depuis, le reglement 470/2009/CE a établi des procédures pour fixer des valeurs de référence
(« reference point for action ») (RPA) [1]. Ces RPA vont remplacer a terme les LPMR. Une RPA est le
niveau de résidus d’'une substance pharmacologiquement active, fixé dans l'objectif de controler
certaines substances pour lesquelles aucune LMR n’a été fixée. Les RPA sont fixées en fonction de
« la concentration en résidus la plus faible pouvant étre quantifiée grace a une méthode d’analyse
validée conformément aux exigences communautaires ». Le laboratoire de référence de I'Union
Européenne (LRUE) compétent peut renseigner la commission européenne sur les performances des
méthodes d’analyse. Contrairement a la LPMR, la RPA est un seuil de déclaration de non-conformité
d’un résultat. L’Agence Européenne de Sécurité Alimentaire (European Food Safety Agency (EFSA))
a délivré des avis scientifiques sur les méthodes et les procédures a suivre pour établir des RPA [14].
A la demande de la commission européenne, 'EFSA a publié des avis scientifiques sur les risques
pour la santé humaine et animale, liés a la présence de certains résidus d’antibiotiques dans les
denrées alimentaires et les aliments pour animaux. Des RPA ont été fixées pour le chloramphénicol
[15], les nitrofuranes [16] et le vert de malachite. Ces valeurs de référence sont applicables aux
productions dans les pays tiers [17], mais aussi applicables aux productions dans I'Union Européenne
[1].

Enfin, pour les médicaments vétérinaires qui n'ont pas de LMR (eg. nicarbazine), certains états
membres ont pu fixer leurs propres seuils de décision, au-dessus desquels une action est intentée.
Dans le cas de la nicarbazine par exemple, le Royaume-Uni a fixé un Niveau d’Action Différentiel
(NAD) de 100 pg/kg en 1998. Un échantillon contenant de la nicarbazine au-dessus de cette limite est
déclaré positif.

Aux Etats-Unis, le terme «niveau d'action» se référe aux niveaux recommandés par I'Agence de
protection environnementale (Environmental Protection Agency (EPA)) pour application par la FDA

(Food and Drug Administration) et le ministére américain de I'Agriculture (USDA) (par exemple,
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lorsque les résidus de pesticides se retrouvent dans alimentation humaine ou animale, pour des
raisons autres que l'application directe du pesticide). Par opposition aux « tolérances » qui sont
établies pour les résidus survenant comme une conséquence directe de I'utilisation appropriée, les
seuils dintervention sont fixés pour les résidus résultant d’'une autorisation d'utilisation juridique
antérieure ou de contamination accidentelle. Au Canada, les limites maximales sont établies par
Santé Canada et sont exécutoires par I'Agence canadienne d'inspection des aliments (ACIA).
Certaines teneurs maximales apparaissent dans le Reglement sur les aliments et drogues, ou ils sont
considérés comme des «tolérances». Il y a aussi un certain nombre de limites maximales qui

n’apparaissent pas dans le Réglement; ceux-ci sont considérés comme des «normes».

[I. L’EVOLUTION DES METHODES (BIOLOGIQUES) DE DEPISTAGE

1. Historique des méthodes analytiques

Les premieres méthodes biologiques qui ont été développées pour la détection des résidus de
médicaments vétérinaires ont été des méthodes microbiologiques [18-20]. Ces méthodes sont basées
sur des tests de diffusion en gélose ou sur l'inhibition de la production d’acide par des bactéries
(« méthode d’acidification »). Le principe est basé sur la sensibilit¢é des bactéries a Il'action des
antibiotiques. Ces méthodes sont simples et peu colteuses. Ensuite, des méthodes immunologiques
ont été développées sur la base de la reconnaissance anticorps - antigéne. Ces méthodes sont plus
spécifiques en raison du principe de l'interaction anticorps - antigéne. Ainsi, ces méthodes sont plus
ciblées. Dans le méme temps, des techniques ont été mises au point utilisant les propriétés physico-
chimiques des antibiotiques (chromatographie en couche mince (CCM), chromatographie en phase

liquide a haute performance (HPLC)).

2. Méthodes conventionnelles

Nous allons différencier les méthodes dites conventionnelles (c’est-a-dire classiquement utilisées, car
plus anciennes), des méthodes innovantes (nouvelles technologies, nouveaux outils de
reconnaissance et/ou de détection). Trois grands types de méthodes conventionnelles utilisées pour
le dépistage des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires sont présentés dans la Figure
5.

Des méthodes physico-chimiques peuvent parfois étre utilisées pour le dépistage des résidus de
meédicaments vétérinaires dans les aliments d’origine animale. Ce type de méthode de dépistage ne
rentre pas dans le sujet de cette these et ne sera donc pas développé. Les méthodes
conventionnelles pour le dépistage de résidus d'antibiotiques dans les aliments d'origine animale
s’appuient essentiellement sur des méthodes microbiologiques et biochimiques. Les principes et

caractéristiques des méthodes biologiques conventionnelles vont étre développés ci-apres.



Figure 5. Les différents types de méthodes appelées conventionnelles.

Méthodes conventionnelles
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2.1. Méthodes microbiologiques

Les méthodes microbiologiques sont principalement utilisées pour la détection de deux types de
contaminants alimentaires; les organismes pathogénes alimentaires et les résidus d'antibiotiques.
Pour la détection des pathogénes alimentaires, les méthodes sont généralement constituées d’une
étape d'enrichissement (la mise en culture sur des boites de gélose sélectives afin d'isoler 'organisme
pathogéne), suivie par une analyse phénotypique. Pour le dépistage des résidus d'antibiotiques, les
méthodes microbiologiques sont basées sur la sensibilité des souches bactériennes a I'action des
antibiotiques et sur la spécificité d’action des antibiotiques. Généralement un milieu gélosé est inoculé
avec une bactérie sensible et les résidus d’antimicrobiens vont diffuser dans la gélose, a partir de
'échantillon. L'inhibition de la croissance bactérienne indique la présence de composés
antimicrobiens. Les méthodes microbiologiques sont capables de détecter une large gamme de
résidus d'antibiotiques et les principales classes d'antibiotiques. Ces méthodes de dépistage
possédent un large spectre de détection.

Les méthodes microbiologiques peuvent étre classées en deux catégories (Figure 6):

- Les méthodes intra-laboratoire sont le plus souvent des méthodes en boites, a I'exception
d’un test intra-laboratoire en tubes pour le contrdle officiel des antibiotiques dans le lait en
France (test d'acidification [21]), qui n’est plus utilisé.

- Les kits commerciaux sont le plus souvent des tests en ampoules et/ou en microplaques,
commercialisés préts a I'emploi. Un seul germe est ensemencé dans le milieu, le plus souvent
Bacillus stearothermophilus (Tableau 2).

Le temps d'incubation est généralement compris entre 2h15 et 3 heures pour les tests commerciaux,
contre 12 a 24 heures pour les méthodes en boites. Les tests microbiologiques au format microplaque
sont des méthodes de criblage a haut débit parce I'automatisation des analyses et des lectures est
simple et trés fréquente, ce qui n'est pas le cas des méthodes microbiologiques au format boites.
Seulement 20 a 60 échantillons peuvent étre analysés par des méthodes boites en fonction de la
matrice et du nombre de boites. De méme, un maximum de 40 a 60 échantillons peut étre analysé par
des tests en tubes (eg. Premi®Test). Par contre, dans le domaine du paiement a la qualité du lait,
plusieurs centaines d'échantillons peuvent étre analysés en une journée sur des tests
microbiologiques au format microplaque.

L’avantage des méthodes en boites se situe dans la capacité a orienter vers l'identité de la famille
d’antibiotiques présente dans I'échantillon. En effet, le choix d’'une bactérie particuliere et d’'un milieu
adapté permet d'orienter la détection plus spécifiquement vers une famille d’antibiotiques. La
composition du milieu et son pH vont étre favorables a la culture de la bactérie en question, mais
aussi favoriser I'action d’'une famille d’antibiotiques en particulier. Les tests commerciaux étant basés
sur l'utilisation d’'un seul germe, la famille de la substance donnant un résultat positif ne peut étre

identifiée.
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Figure 6. Les différents types de méthodes microbiologiques et I'interprétation des résultats.
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La préparation de I'échantillon varie en fonction du format de la méthode et de la matrice. Pour les
méthodes en boite, le plus souvent le lait est déposé sur des disques de papier filtre, eux-mémes
déposés sur la gélose. Les matrices solides comme le muscle sont « carottées » dans un échantillon
de muscle congelé. Puis des rondelles de 2 mm environ d’épaisseur sont préparées et déposées
directement sur les boites. Pour les ceufs, il est possible de faire des trous dans le milieu gélosé, puis
d’y déposer la coule d’ceuf (c.-a-d. mélange blanc et jaune). La préparation de I'échantillon est donc
nulle ou trés réduite. Pour les méthodes au format ampoules ou microplaques, le lait est aussi déposé
sans préparation. Pour le muscle par exemple, I'échantillon peut étre pressé ou passé au four a micro-
ondes, pour en extraire le jus, qui sera ensuite déposé sur le milieu géloseé.

De nombreuses méthodes microbiologiques ont été rapportées pour l'analyse des résidus
d'antibiotiques, que ce soient des tests commerciaux [22-28] ou des méthodes « maison » [28-34].
Ces méthodes peuvent s’appliquer a différentes matrices alimentaires : viande, lait, ceufs, miel, etc.
Les Tableaux 2 et 3 présentent des exemples de méthodes microbiologiques utilisées pour le

dépistage des résidus d’antibiotiques dans les aliments d’origine animale.
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Tableau 2. Exemples de tests commerciaux en ampoule et/ou en microplaques.

Durée
Nom du test Fournisseur Souche bactérienne Matrice d’analyse Références
(heures (h))
Delvotest®
P, SP, MCS, .
T Lait 2,5-3 [23]
’ DSM, Delit,
Accelerator
Pays-Bas
CMT®
(COPAN Lait Lait 2,5-3 /
Test)
Eclipse® 3G Zeu Lait 2,5-3 /
Inmunotech,
Eclipse® Lait de
Sarragose, 2,5-3 [22]
100 brebis
Espagne
Blue Yellow
Charm Lait 2,5-3 /
Test®
Sciences, Bacillus
Charm AIM® ) .
96 Etats-Unis stearothermophilus Lait 2,5-3 /
AlM,
BRT-AIM® Lait 2,5-3 /
Allemagne
DSM, Delit, Viande,
Premi® test 2,5-3 [25]
Pays-Bas ceufs
Zeu
Explorer® Inmunotech, Viande, 34 [24]
test Sarragose, ceufs [26]
Espagne))
Kidney Jus de
Charm
inhibition . rein de
Sciences, ) 3-4 [27]
swab (KIS®) . bovin et
Etats-Unis
test, serum
Zeu .
Lait,
Inmunotech, .
Equinox® Escherichia coli viande, 18 [35]
Sarragose,
ceufs
Espagne
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Tableau 3. Exemples de méthodes boites intra-laboratoire.

Nom de la

méthode

Souche bactérienne

Matrice

Durée
d’analyse (h)

Références

Méthode une Bacillus subtilis Muscle 18 [28]
boite
Méthode une Bacillus megaterium Muscle 6 [36]
boite
FAST test Bacillus megaterium Rein 7 [27]
Méthode des 4 Bacillus subtilis (3 Muscle 18-24 [19]
Boites (FPT) boites), Micrococcus [37]
luteus (1 boite) dans 4
milieux différents
Méthode STAR | 5 souches bactériennes Lait, muscle 18-24 [29]
dans 4 milieux [30]
différents
NAT screening | 5 souches bactériennes | Muscle et rein 16-18 [38]
5 boites dans 5 milieux [34]
différents
Méthode 6 6 souches bactériennes Muscle 18-24 [33]
boites dans 4 milieux
différents
Méthode 7 7 souches Muscle 18-24 [31]
boites bactériennes dans 7

milieux différents

Screening Test for Antibiotic Residues (STAR); Nouws antibiotic test (NAT) screening); Fast Antimicrobial Screening Test

(FAST).
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Une revue assez complete des méthodes microbiologiques utilisées pour le dépistage des résidus
d'antibiotiques dans les tissus animaux a été publiée en 2009 [39]. En raison de leur faible cout et de
leur large spectre, les méthodes d'inhibition microbiennes sont privilégiées pour mettre en place les
programmes de surveillance a grande échelle des résidus de médicaments vétérinaires, tels que les
plans de surveillance et plans de contrdle (PSPC) des Etats Membres de I'Union Européenne.
Toutefois, ces méthodes de dépistage microbiologiques présentent le plus souvent des limites de
détection trop élevées par rapport aux LMR pour certaines familles d'antibiotiques. Généralement, la
famille des béta-lactamines est correctement détectée, mais d'autres familles comme les sulfamides
sont mal détectées. En outre, les temps d’incubation des méthodes en boites sont généralement longs
(de 12 a 24 heures), avant d’obtenir le résultat. Pour cette raison, des méthodes de dépistage multi-
résidus par CL-SM/SM (chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem)
sont en cours d'élaboration [40-42]. Méme si le co(it des analyses est beaucoup plus élevé, les
méthodes de dépistage par CL-SM/SM ont déja remplacé les méthodes microbiologiques en routine,
dans certains états membres Européens.

2.2.  Méthodes immunologiques

Les méthodes immunologiques sont largement utilisées dans le domaine du dépistage des résidus de
médicaments vétérinaires. Le principe commun a tous les tests immunologiques est la détection de
l'interaction entre un anticorps et un antigéne. Les composés de faible poids moléculaire, appelés
hapténes en immunologie, ne sont pas immunogénes. Les médicaments vétérinaires en général et les
antibiotiques en particulier sont de faible poids moléculaires. La préparation d'anticorps dirigés contre
des hapténes nécessite la liaison covalente de I'hapténe a une protéine support et I'immunisation des
animaux par les immunogénes ainsi synthétisés. Le mode de liaison chimique de I'hapténe a une
protéine détermine la spécificité de I'anticorps [43]. Les anticorps peuvent étre polyclonaux,
monoclonaux ou recombinants, en fonction de leurs propriétés sélectives et la fagon dont ils sont
synthétisés. Les anticorps polyclonaux sont produits en utilisant des procédures de vaccination
traditionnelles, a savoir chez les lapins, les chévres, les moutons et les porcs. Les anticorps
polyclonaux présentent deux inconvénients : un probléme de reproductibilité (il n’est pas possible de
produire des anticorps de spécificité identique, méme chez deux animaux de la méme espéce), et la
quantité d'anticorps produite est limitée. D'autre part, le développement d'anticorps monoclonaux est
limité, d’'une part par le codt plus élevé de production et d’autre part parce que la technologie des
hybridomes est plus complexe et risquée. C’est pourquoi les anticorps polyclonaux sont les réactifs
les plus largement utilisés dans les analyses immunochimiques a ce jour. Cependant I'ingénierie des
anticorps et la production d'anticorps recombinants est un domaine de développement trés prometteur
pour le développement de nouvelles méthodes d'immunoanalyse.

En raison de la petite taille des molécules d’antibiotiques, le principe d’immunoessai sandwich n’est
pas applicable. En conséquence, toutes les méthodes développées pour le dépistage des résidus

d’antibiotiques dans les denrées alimentaires sont basées sur un immunoessai compétitif, c’est-a-dire
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que le signal est inversement proportionnel a la concentration en antibiotiques dans I'échantillon
(Figure 7). Les molécules d'analytes non marqués dans I'échantillon entrent en compétition avec
I'analyte marqué (ou conjugué) pour un nombre limité de sites de liaison des anticorps (ou des
récepteurs). Si 'analyte est présent dans I'échantillon, il y aura moins d’analyte marqué qui se liera a
I'anticorps, de sorte que le signal va diminuer. Au contraire, s’il n'y a pas d'analyte dans I'échantillon,
rien ne viendra empécher I'analyte marqué de se lier avec 'anticorps et alors le signal sera maximum.

Ainsi, le signal est inversement proportionnel a la concentration en antibiotique dans un I'échantillon.

Les méthodes immunologiques conventionnelles peuvent étre divisées en 4 groupes principaux, dans

le domaine du dépistage des résidus.

2.2.1. Test récepteurs

Les tests récepteurs utilisent une bandelette réactive sur laquelle un ligand récepteur est fixé sur une
bande de membrane. L'échantillon a analyser est appliqué sur la bandelette et laissé en contact pour
interagir avec le récepteur. La Figure 8 présente l'interprétation des résultats de ce type de test. La
ligne controle (CTRL) doit apparaitre dans tous les cas pour que I'essai soit valide. Comme il s’agit
d’'un immunoessai compétitif, le signal (intensité de la ligne TEST) diminue quand la concentration en
résidus dans I'échantillon augmente. Un échantillon négatif présente une ligne TEST d’intensité égale
ou superieure a la ligne CTRL. Un échantillon est déclaré positif quand l'intensité de la ligne TEST est
plus faible que celle de la ligne CTRL. Les résultats peuvent étre interprétés par observation visuelle
directe des lignes de test et de contr6le, mais les fabricants proposent parfois un lecteur optique
dédié, ce qui élimine la subjectivité de I'utilisateur. La couleur développée peut également étre
quantifiée soit par rapport a une échelle de couleurs standard ou en mesurant par spectrophotométrie
[44-46].
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Figure 7. Principe d’un immuno-essai compétitif : diminution du signal avec I’augmentation de
la concentration en résidus.
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Figure 8. lllustration des résultats des tests récepteurs.
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La particularité des tests récepteurs pour la détection des résidus d'antibiotiques est que de nombreux
tests sont disponibles dans le commerce, en particulier pour le dépistage des béta-lactamines dans le
lait (Tableau 4). Ces tests sont généralement conformes aux LMR de la plupart des antibiotiques
cibles dans les matrices concernées. Les résultats sont généralement disponibles entre 2 et 8 minutes
aprés le début de l'analyse, a I'exception d'un temps plus long nécessaire pour I'analyse du miel
(environ 30 minutes) [47, 48].

Les nouveaux développements de tests récepteurs pour les résidus antibiotiques sont axés sur le
multiplexage, qui permet la détection de plusieurs familles d'antibiotiques simultanément, sur la méme
bandelette, avec plusieurs lignes (eg. Twinsensor BT®, Unisensor (Angleur, Belgique) pour les béta-
lactamines et les tétracyclines ; Quadrisensor®, Unisensor (Angleur, Belgique) pour les béta-
lactamines, les tétracyclines, la dihydrostreptomycine, la streptomycine et le chloramphénicol ; Charm
Rosa® Charm Sciences, Lawrence, MA, Etats-Unis pour les béta-lactamines et les tétracyclines).

2.2.2. Radioimmunoessais (RIA)

Les radioimmunoessais (RIA) utilisant des marqueurs radioactifs étaient la méthode d’analyse la plus
répandue en termes d’immunoessais pendant des décennies. Les RIA ont été appliqués a de
nombreux domaines, y compris la chimie clinique, la pharmacologie, et la surveillance de
I'environnement. Cette technique nécessite un marquage préalable de I'analyte avec une molécule
radioactive.

Dans le domaine de la détection des résidus d'antibiotiques dans les aliments, le test Charm II®
(Charm Sciences, USA) est reconnu et encore utilisé pour le dépistage des antibiotiques. Le test
Charm 1I® est un compteur a scintillation liquide qui permet de tester un large éventail de résidus
d’antibiotiques dans les tissus, les produits laitiers, les produits d’aquaculture, les ceufs, le miel, etc.
Le test Charm II® en fonction des kits permet soit le dépistage spécifique d'un seul résidu, soit un
dépistage multi-résidus (Tableau 4).

2.2.3. Méthode immunoenzymatique (ELISA) et méthode immunoenzymatique par

fluorescence (FLISA)
Les tests ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) (méthode immunoenzymatique) sont aussi
basés sur linteraction d'un anticorps avec un analyte. La technique ELISA nécessite la production
préalable d’un conjugué qui consiste en une enzyme couplée a un analyte. Ensuite, la détection se fait
en ajoutant un substrat, qui va étre transformé en un produit coloré sous l'action de I'enzyme. Les
tests ELISA peuvent étre développés «maison» (intra-laboratoire) ou il s’agit de kits commerciaux.
Parmi les méthodes immunologiques, 'ELISA au format microplaque (96 puits) est fréquemment
utilisé pour le dépistage rapide d’antibiotiques dans les denrées alimentaires d'origine animale. De
nombreux kits ELISA sont disponibles dans le commerce. La préparation de I'échantillon peut varier
d'une simple dilution a une extraction liquide/liquide ou méme en phase solide, en fonction des

matrices et des tests.
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Tableau 4. Exemples de méthodes immunologiques, commerciales ou intra-laboratoire.

Nom du test, Fournisseur Analyte/Matrices Reéférence
| IV

Beta-star®, Neogen [49]
Corporation, Etats-Unis)
SNAPG® test, Iddex, Etats-Unis [50]
ROSA BL-TET®, Charm i ) )
Sciences. Etats-Unis Béta-lactamines/Lait /
Charm MRL-3, Charm
Tests . ’ . [51]
récepteurs Sciences, Etats-Unis
Delvotest BLF®, DSM, Pays- AFNOR
Bas (2012)
Tetrasensor®, Unisensor, ; . W
Belgique Tétracyclines/Lait, miel, tissus [48]
Sulfasensor®, . W
Unisensor, Belgique Sulfamides/Lait, miel, tissus [47]
Béta-lactamines/Lait [52]
Tétracyclines/Lait [53]
/Miel [54]
Macrolides/Viande [55]
Radio Charm II, Charm Sciences, Aminosides, sulfamides/Miel [56]
immunoessais Etats-Unis
Chloramphénicol/Miel [57]
Béta-lactamines, macrolides, (58]
sulfamides, aminosides, et
tétracyclines/CEufs [59]
/Crevettes
. Chloramphénicol/Muscle, ceufs,
Europroxima, Pays-Bas lait. miel [60]
TECNA, ltalie Tylosine, tilmicosine/Miel [61]
RIDASCREEN®), r-Biopharm, L .
Allemagne Aminosides/Lait [62]
Métabolites de nitrofuranes/Muscle, [63]
ceufs, miel, lait [64]
ELISA Muscle, chair de poissons
Sulfamides/Foie de poulet [65]
) /Lait [66]
Intra-laboratoire - - -
Quinolones/Rein, produits de la [67]
mer, ceufs, muscle
Béta-lactamines/Lait [68]
Tétracyclines/Poissons [69]
Sulfanilamide/Lait [70]
Sulfaméthoxypyridazine et [71]
FPIA Intra-laboratoire Sulfachloropyridazine/Lait
Chloramphénicol/Lait [72]
Fluroroquinolones/lait [73]
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Les matrices ciblées sont nombreuses, y compris le lait, le muscle, le foie, le miel et les produits de
l'aquaculture (Tableau 4).

Dans la majorité des cas, les tests ELISA sont ciblés sur la détection d’un antibiotique ou d’une famille
d’antibiotiques. Toutefois, Adrian et al. ont développé une méthode ELISA multi-analytes pour la
détection simultanée de 3 familles d’antibiotiques (sulfamides, fluoroquinolones et béta-lactamines)
dans le lait [74]. Pour cela, la microplaque a été divisée en trois sections. Dans chaque section, les
puits sont greffés avec I'antibiotique spécifique (couplé a une protéine). Ensuite, le mélange des trois
biorécepteurs est dépose sur toute la microplaque, avec les échantillons. Comme chaque section de
la microplaque est spécifique d’'une famille, le test permet d’identifier la famille d’antibiotiques présente
dans I'échantillon.

Les tests FLISA sont des dérivés de la technique ELISA. Un nouveau type d’'immunoessai a été
développé en utilisant deux types de capteurs (une enzyme et des boites quantiques (Quantum Dots
(QD)) pour détecter 6 sulfamides et 11 quinolones dans le lait [75]. Les boites quantiques sont des
nanocristaux inorganiques qui sont utilisés comme fluorophores. Elles ont été utilisées récemment
comme marqueurs fluorescents dans des dosages immunologiques [76]. Les limites de détection de
ces méthodes semblent satisfaisantes et I'utilisation des QD a permis de simplifier le prétraitement de

I'échantillon.

2.2.4. Méthode immunologique par polarisation de fluorescence (FPIA)

Le principe de détection de la FPIA est basé sur les différences de polarisation de la fluorescence de
'analyte marqué dans les fractions libres et ou les fractions liées (liaison anticorps/analyte). La
premiére étape est le marquage de I'analyte avec un marqueur fluorescent (fluorescéine). Le résidu et
le résidu marqué entrent en compétition dans le mélange réactionnel. Le degré de polarisation de la
lumiére fluorescente est mesuré et peut étre corrélé a la quantité de résidu dans I'échantillon inconnu.
Cependant, les méthodes de fluorescence peuvent étre sensibles aux interférences avec la matrice.
Dans ce cas, une préparation des échantillons doit normalement étre réalisée, suivie d'une séparation
avant la détection du fluorophore. Le premier article concernant I'application de FPIA a la détection de
résidus d'antibiotiques [77].

En conclusion, les méthodes immunologiques conventionnelles de dépistage sont applicables a de
nombreuses matrices, mais pour une variété d’analytes réduite. De plus, leur simplicité et leur rapidité
est contrebalancée par le marquage nécessaire de l'analyte avec une enzyme ou un fluorophore

(conjugaison) et souvent une trop grande spécificité (Figure 9).
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Figure 9. Les avantages et les inconvénients des différents formats de méthodes

immunologiques.
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En effet, la spécificité des méthodes immunologiques par rapport aux méthodes microbiologiques, en
raison de l'interaction antigeéne / anticorps est un avantage dans le cas de substances interdites, mais
peut étre un inconvénient dans le cas de substances a LMR pour laquelle un grand nombre de
molécules doivent étre détectées. Par exemple, concernant le dépistage des 4 métabolites de
nitrofuranes (AOZ, AMOZ, SEM et AHD), 4 kits ELISA différents doivent étre mises en ceuvre en
parallele (un kit par métabolite), tandis qu'une méthode CL-SM/SM peut détecter les 4 résidus
simultanément [78]. Le contréle officiel est principalement réalisé par des méthodes CL-SM/SM.

En ce qui concerne le contréle officiel des substances autorisées (substances LMR), une méthode de
dépistage doit détecter une large gamme d'antibiotiques, a faible co(t, et pouvoir analyser un nombre
élevé d’échantillons. Par conséquent, une méthode microbiologique est finalement plus rapide et
moins colteuse que la mise en ceuvre d'une série de kits ELISA pour détecter toutes les substances

autorisées.

3. Méthodes innovantes :

3.1. Les biocapteurs

La technologie d'analyse basée sur des capteurs posséde un champ d’application extrémement large,
dans les grands secteurs industriels, y compris les produits pharmaceutiques, les produits de santé,
l'alimentation, I'agriculture, I'environnement et I'eau. En lien avec les inconvénients des méthodes
conventionnelles, il y a un besoin croissant de développer des biocapteurs hautement sélectifs et
efficaces pour le contréle rapide, simple et économique d'une large gamme de molécules dans de
nombreux domaines tels que lindustrie alimentaire, le diagnostic médical et la recherche. Les
biocapteurs peuvent permettre de répondre a certaines de ces attentes : rapidité, fiabilité, faible colt,
bon rapport qualité - prix, et simples a mettre a mettre en ceuvre par du personnel peu qualifié.

Les biocapteurs sont en plein développement depuis de nombreuses années. Le champ d’application
des biocapteurs d'affinité a considérablement augmenté au cours de la derniére décennie. Le nombre
de publications concernant les biocapteurs augmente chaque année. L'utilisation de biocapteurs dans
le domaine du contr6le des aliments a commencé a apparaitre dans la littérature vers 1980 [79-82].
Dans le domaine de la détection des résidus d'antibiotiques dans l'alimentation, les premiéres
publications datent des années 1980 a 1990 [83-85]. Les progrés dans la conception et la fabrication
de biocapteurs pour la détection des contaminants alimentaires sont présentés ici.

Les biocapteurs se composent de deux éléments principaux: un élément biorécepteur ou de
bioreconnaissance (par exemple, des anticorps), qui reconnait I'analyte cible, et un élément de
transduction de signal (par exemple, un transducteur optique) pour convertir une réponse biologique
en un signal électrique [86] (Figure 10).

Chacun des éléments du biocapteur et chacune des étapes de la méthode a une influence sur la
performance du biocapteur. Les biocapteurs peuvent étre classés soit selon le type de biorécepteur,
soit selon le type de transducteur (Figure 11).
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Figure 10. Principe d’un biocapteur.
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Figure 11. Les différents types de biocapteurs.
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3.1.1.1. Biorécepteurs

Un biorécepteur est une espece moléculaire biologique (par exemple un anticorps, un enzyme, une
protéine, ou un acide nucléique) ou un systéme biologique vivant (par exemple, des cellules, des
tissus ou des organismes entiers) qui utilise un mécanisme de reconnaissance biochimique [87]
(Figure 12). Dans la base de données Scopus, le mot-clé « biosensor » a été combiné avec chaque
type de biorécepteur afin d’obtenir le nombre de publications, qui est représenté dans la Figure 13.

3.1.1.1.1. Anticorps

Les anticorps sont des biorécepteurs couramment utilisés dans le développement des biocapteurs. Un
anticorps spécifique correspond a son antigéne unique, d'une maniére hautement spécifique. Dans les
biocapteurs, ils sont généralement immobilisés sur un substrat, qui agit comme la surface du
détecteur. Les immunocapteurs basés sur des anticorps sont souvent décrits en combinaison avec
des éléments de transduction piézo-électrique, électrochimique, ou optique. Les anticorps restent pour
le moment les biorécepteurs les plus couramment utilisés pour le développement de biocapteurs,
dans de nombreux domaines d’analyse, et particulierement pour le dépistage des résidus
d’antibiotiques. Différents anticorps contre les antibiotiques et autres médicaments vétérinaires sont
aujourd'hui disponibles commercialement. Cependant, il n'y a aucune garantie que ces anticorps
commerciaux, méme les anticorps monoclonaux, seront toujours disponibles sur une longue période,
avec la méme qualité et en quantité suffisante. Ainsi, les méthodes développées avec ces anticorps

pourraient devenir obsoletes.

31.1.1.2. Enzymes

Bien que les enzymes soient l'un des éléments de bioreconnaissance, ils sont principalement utilisés
pour fonctionner comme des marqueurs plutdét que comme I'élément de bioreconnaissance en tant
que tel. Les biocapteurs basés sur des enzymes reposent principalement sur deux mécanismes pour
la détection. Le premier mécanisme implique la transformation catalytique d'un analyte par I'enzyme
(généralement d'une forme non détectable a une forme détectable). Le second mécanisme implique la
détection d'analytes qui inhibent ou modeérent l'activité de I'enzyme. Les biocapteurs enzymatiques
utilisent des enzymes spécifiques pour la capture et la production catalytique du produit, qui est alors
directement déterminé en utilisant un transducteur (eg. électrochimique, optique). Le biocapteur
enzymatique le plus répandu aujourd'hui est le biocapteur pour la détection du glucose dans le sang.
Son application pour les patients diabétiques a été I'’élément déclencheur et moteur pour la recherche
sur ce type de capteur.

Dans l'analyse des contaminants, les biocapteurs enzymatiques pour I'analyse des herbicides sont les
plus courants, avec moins d'applications signalées pour les antibiotiques. Un biocapteur enzymatique
a été développé pour détecter la pénicilline [88]. La pénicillinase est produite par des bactéries
transformées (Escherichia coli JM109), qui ont été immobilisées sur une I'électrode d’un pH-métre. Ce
biocapteur répondait & des concentrations de pénicilline faibles (10" & 10 M) en solution. Ce

biocapteur n’a pas été appliqué a des matrices alimentaires, plus complexes.
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Figure 12. Les différents types de biorécepteurs immobilisés sur les surfaces des biocapteurs.
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Figure 13. Evolution du nombre d’articles (Scopus) concernant les biorécepteurs de 2000 a
2015.
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3.1.1.1.3. Récepteurs biomimétiques

Un récepteur qui est congu pour imiter un récepteur biologique naturel est appelé un récepteur
biomimétique. Les récepteurs biomimétiques artificiels, tels que les aptameéres et les polymeres a
empreinte moléculaire, montrent des propriétés proches de celles des anticorps telles qu’une affinité
élevée et la sélectivité.

Les récepteurs biomimétiques sont une classe prometteuse de récepteurs synthétiques pour le
dépistage des résidus d’antibiotiques en particulier. Dans la bibliographie, ils font I'objet d'un nombre
croissant d’articles depuis les années 2000 dans plusieurs domaines, tels que la recherche de

bactéries pathogéenes, de contaminants environnementaux ou dans le diagnostic clinique (Figure 13).

Polymeéres a empreinte moléculaire (Molecular Imprinting Polymer ou MIP)

Une molécule empreinte («template ») est la molécule qu'on introduit dans le mélange de
prépolymérisation pour la synthése d’'un polymére a empreinte moléculaire (MIP) [90] (Figure 14). Elle
correspond a la molécule cible du biorécepteur. Le site de reconnaissance pour la molécule cible,
formé dans la cavité du MIP, est libéré par I'élimination de la molécule empreinte. Les MIP sont
principalement utilisés pour la détection de petites molécules, telles que les antibiotiques. Depuis une
dizaine d’années, les MIP sont développés pour différents contaminants alimentaires et en particulier

les antibiotiques [91-93].

Aptameéres (acides nucléiques)

Les aptaméres sont des ligands d'ARN ou d'ADN simple brin qui sont sélectionnés pour reconnaitre
différentes cibles a partir d'une immense bibliothéque de molécules contenant des séquences créées
au hasard. La production d’aptaméres a été décrite pour la premiére fois au début des années 1990.
La technologie de sélection des aptameéres appelée SELEX (Evolution systématique de ligands par
enrichissement exponentiel ; Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment) est une
technologie intégrée basée sur la chimie combinatoire, la technique de PCR (réaction en chaine par
polymérase ; Polymerase Chain Reaction ), et le séquencage de genes [94] (Figure 15). Des cycles
répétés sont effectués de sorte que les séquences spécifiques augmentent de fagon exponentielle et
que les séquences ayant une faible affinité sont éliminées. Les aptaméres sont adaptés pour la
reconnaissance de petites molécules, mais aussi de composés de poids moléculaire élevé et méme
de cellules entieres. Les aptaméres sont stables, réutilisables, facilement modifiables pour
I'immobilisation sur une surface, avec une bonne affinité. De plus, ils sont trés spécifiques de 'analyte
cible et sont produits in vitro.

Les biocapteurs utilisant un aptamére comme élément de reconnaissance sont appelés
« aptasensors ». Les applications en matieére de sécurité alimentaire sont trés diverses. Certains
« aptasensors » ont été développés pour le dépistage des résidus d'antibiotiques dans les aliments
d'origine animale (eg. aminosides [95], chloramphénicol [96], oxytétracycline [97]), ampicilline [98],

sulfadiméthoxine [99], colorants organiques (vert de malachite) [100]).
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Figure 14. Processus de fabrication d’'un MIP (extrait de http://www.icoa.fr/fr/).
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Les biorécepteurs alternatifs, de type MIP et aptaméres, présentent I'avantage de pouvoir étre
préparés in vitro, évitant ainsi de travailler sur des animaux, et permettant de produire des outils de
reconnaissance pour des molécules non immunogénes et toxiques. Les aptameéres et les MIP sont
plus stables que les anticorps dans des conditions environnementales parfois drastiques, ce qui est
important si on veut faire du contréle in situ. De plus, le co(t de I'analyse est réduit du fait de la durée
de vie longue du biocapteur.

La marge de progression la plus visible parmi les récepteurs biomimétiques est celle du
développement des aptameres, sans doute grace a leurs nombreux avantages. L'inconvénient majeur
des MIP et des aptameéres est que le développement commercial de ces biorécepteurs en est encore
a ses débuts [101-103]. Des colonnes de préparation des échantillons, pour extraction en phase
solide SPE (Solid Phase Extraction) sont commercialisées, pré-greffées avec des MIP pour la
détection de résidus d’antibiotiques (eg. Sigma-Aldrich (France) pour le chloramphénicol, les

quinolones), mais les MIP seuls ne sont pas disponibles commercialement.

3.1.1.1.4. Le type cellulaire

Un biocapteur microbien est constitué d'un transducteur en liaison avec des cellules microbiennes
immobilisées, viables ou non viables. Les biocapteurs cellulaires utilisent la réponse de cellules
entieres pour la détection d'agents biologiquement actifs. Une revue de I'utilisation de cellules
microbiennes comme éléments de détection biologique dans les biocapteurs a été publiée en 2001
[104]. Les biocapteurs microbiens sont un domaine de recherche en plein essor. Actuellement,
différentes espéces microbiennes contenant des génes appelées rapporteur (« reporter ») et qui sont
spécifiquement induits par des promoteurs sélectionnés sont utilisées dans le développement de
biocapteurs cellulaires. En présence de l'analyte cible, le géne inductible est activé et active ou
réprime I'expression d'un géne rapporteur qui est responsable de la production d'un signal optique qui
est donc mesurable. Par conséquent, les biocapteurs cellulaires microbiens basés sur une détection
optique sont particulierement intéressants dans le criblage a haut débit, car ils peuvent étre utilisés
pour contréler simultanément plusieurs analytes.

La sélection d'une culture bactérienne appropriée est essentielle, comme dans les méthodes
microbiologiques conventionnelles, puisque les bactéries spécifiques utilisées dans des biocapteurs
ont des spectres caractéristiques qui peuvent ou peuvent ne pas correspondre avec le spectre de
composés qu’on souhaite détecter.

Une revue a été publiée sur les progres récents dans la fabrication et I'application des biocapteurs
microbiens basés sur différents types de transducteurs pour la détection d'une large gamme
d’analytes dont le glucose, les herbicides, et les antibiotiques [105]. Des biocapteurs cellulaires ont
été développés pour la détection des résidus d’antibiotiques (tétracyclines [106, 107], béta-lactamines
[107-111], quinolones [110], chloramphénicol et quinolones [111]). La plupart des biocapteurs
cellulaires présentés récemment la détection des résidus d’antibiotiques permettent la détection
simultanée de plusieurs analytes en 30 minutes a 3 heures. Les avantages et les inconvénients de

ces différents types de biorécepteurs sont présentés dans le Tableau 5.
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Tableau 5. Avantages et inconvénients des différents types de biorécepteurs.
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3.1.1.1.5. Immobilisation des biorécepteurs sur les surfaces d’interaction

De cette immobilisation et de la préparation de la surface du transducteur dépendent la spécificité, les
limites de détection atteintes par le biocapteur ainsi fabriqué et sa stabilité. En effet, le biorécepteur
doit étre accessible pour l'interaction et actif biologiquement (non dénaturé). Tous ces biorécepteurs
sont immobilisés sur le transducteur de différentes maniéres (Tableau 6).

3.1.1.1.6. Les nouveaux biorécepteurs

Les éléments de reconnaissance peuvent constituer le facteur limitant dans les développements de
nouveaux biocapteurs. C’est pourquoi de nombreuses recherches sont ciblées sur le développement
de nouveaux éléments de bioreconnaissance, qui doivent étre spécifiques ou sélectifs, trés stables,
peu colteux a fabriquer, et reproductibles. Les tendances futures sont le développement de nouveaux
biorécepteurs ou 'amélioration de biorécepteurs existants. Des exemples de nouveaux biorécepteurs
récemment mis au point sont donnés ci-dessous :

- Les afficorps (ou « affibodies ») sont des protéines de liaison synthétiques qui présentent des
caractéristiques intéressantes (eg. petite taille, robustesse, stabilité, forte spécificité), par
rapport aux anticorps classiques [112]. A ce jour, les afficorps sont utilisés principalement
dans le domaine de l'imagerie et du diagnostic médical (eg. cancer) et pour des applications
thérapeutiques, et trés récemment pour le développement de biocapteurs [113].

- Des liposomes couplés a une surface de polydiacétylene (PDA) ont été congus pour le
dépistage des aminosides. Le mécanisme de détection imite les interactions membranaires
cellulaires entre la néomycine et les phospholipides [114].

- Un aptamére développé pour la reconnaissance de résidus d’aminosides a été modifié grace
a différentes approches [115]. L'objectif était de travailler sur la structure des aptameres afin
que la reconnaissance aptameére-analyte conduise a des changements de conformation plus
importants et donc plus faciles a détecter. Les biocapteurs ainsi développés, en combinant
I'amélioration de la partie transduction électrochimique et celle de I'aptamere ainsi modifié, ont
permis de diminuer les limites de détection par 100.

- Selon un principe similaire, un MIP permettant la détection du métronidazole a été modifié afin
d’étre a la fois I'outil de reconnaissance de I'analyte, mais aussi 'enzyme pour la détection du
signal électrochimique [116].

- Les nanozymes [117] combinent le développement de nouveaux biorécepteurs et les
nanotechnologies [117-119]. Les nanozymes qui miment I'activité de I'enzyme, sont plus
robustes, plus stables et moins couteuses a produire que les enzymes naturelles. A ce jour,
les nanozymes ont été développées principalement pour des applications biomédicales (eg.

glucose) et environnementales (eg. pesticides [120]).
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Tableau 6. Les différentes techniques d’immobilisation des biorécepteurs sur les surfaces.

Principe

Forces de Van der

Avantages

Simplicité, non

Inconvénients

Instabilité (pH, force ionique,

Adsorption dénaturation du )
Waals o température, solvant)
biorécepteur
Immobilisation Activité Risque d’altération des
. physique au sein d'une enzymatique biorécepteurs
Inclusion

matrice polymere (eg.

polyacrylamide)

préservée (pas de

liens chimiques)

Risque de géner I'accessibilité du

site actif du biorécepteur

Confinement

En solution derriére
une membrane
sélective (eg.

membrane a dialyse)

Biodégradation ou
contaminations

limitées

Complexe a mettre en ceuvre
Risque de géner 'accessibilité du

site actif du biorécepteur

Immobilisation

covalente

Couplage covalent
(support
préalablement activé)

Grande stabilité
Contraintes
diffusionnelles

réduites

Risque d’altération des
biorécepteurs
Technique laborieuse

Immobilisation

par réticulation

Fabrication de
membranes insolubles
dans l'eau et qui
s'adsorbent sur une

surface solide

Stabilité (relargage
du ligand difficile)

Risque de perturber la cinétique
enzymatique (problémes de
diffusion dans la membrane)

Risque d’altération des

biorécepteurs

Immobilisation

par affinité

Affinité entre deux
molécules (eg.
streptavidine/biotine
(kg ~ 107"°M), presque
autant qu’une liaison

covalente)

Stabilité
Conditions de
régénération plus
drastiques (a partir
du moment ou le
biorécepteur ne
perd pas son
activité)
Méme orientation
pour tous les
biorécepteurs

Interférence potentielle entre le
biorécepteur modifié (eg.
biotinylé) et des composants
naturels (eg. Biotine
naturellement présente dans
certains tissus (eg. lait, foie,
ceufs, ...))
Interférence potentielle entre la
molécule de liaison (eg. avidine
ou streptavidine) et des
composants naturels (eg. ceufs)

Constante de dissociation : k4,
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Figure 16. L’évolution du nombre annuel de publications sur les biocapteurs dans la base de
données Scopus de 2000 a 2015.
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Figure 17. Différentes classes et sous-classes de biocapteurs, en fonction du type de

transducteur.




3.1.1.2. Transducteurs

Dans cette section, la classification est basée sur le type de transducteur. De nombreux modes de
transduction ont été développés dans la derniére décennie. Bien qu'il existe des développements
constants de nouveaux types de transducteurs, les transducteurs optiques, électrochimiques et ceux
basés sur le changement de masse sont présentés ici car ce sont les méthodes les plus populaires et
frequemment citées dans le domaine du dépistage des contaminants alimentaires et plus
particulierement des résidus d’antibiotiques (Figure 16). Chacune de ces trois classes principales
contient de nombreuses sous-classes différentes (Figure 17).

Les différents types de transducteurs présentent chacun des avantages et des inconvénients qui vont

étre discutés ci-dessous.

31121 Transducteurs électrochimiques

Le principe des biocapteurs électrochimiques repose sur l'immobilisation de biorécepteurs sur une
électrode. Des réactions chimiques entre les biorécepteurs immobilisés au contact direct d'un élément
de transduction électrochimique et des analytes cibles produisent ou consomment des ions ou des
électrons. Les propriétés électriques de la solution sont affectées et un signal est mesuré, par
exemple un courant électrique (ampérométrie) ou un potentiel (potentiométrie) [121, 122]. Ce type de
biocapteur est un systéme capable de fournir une détection spécifique quantitative [122]. L'élément de
reconnaissance biologique, est trés souvent une enzyme (parfois immobilisée sur I'électrode, mais
pas nécessairement), ou parfois une membrane ou une surface sensible a une espéce
électrochimique donnée.

Il existe différents types de biocapteurs électrochimiques pour convertir I'information chimique en un
signal électriqgue mesurable [121, 122] (Tableau 7).

La technique de détection électrochimique a commencé son développement au début des années
1950. Aujourd'hui, cela reste le procédé le plus populaire pour détecter I'oxygéne et les gaz toxiques
tel que le monoxyde de carbone. Les dispositifs potentiométriques les plus courants sont les
électrodes de pH. Le premier article concernant le développement d'un biocapteur électrochimique
pour la détection de résidus d'antibiotiques ('amphotéricine B et la nystatine) a été publié en 1979
[84]. Depuis, de nombreux articles ont été publiés concernant la production de biocapteurs
électrochimiques, parmi les différents types présentés. Des exemples fournis dans le Tableau 8

illustrent quelques applications de ces biocapteurs pour le dépistage des résidus d’antibiotiques.
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Tableau 7. Principes, avantages et inconvénients des différents types de transducteurs

électrochimiques.

Principe

Electrodes (Au, C, Pt) aux
enzymes
Oxydation ou réduction
Ampérométrique électrochimique d'une
espece électro-active =>
Mesure du courant

résultant

Avantages
Simplicité
Automatisation
Miniaturisation
Trés sensibles
Colt ¥
Plus adaptés a la
production de masse
que les transducteurs
potentiométriques

Inconvénients

Marquage de 'analyte
pour augmenter la
réaction
électrochimique a

I'électrode de travail

Electrodes redox ou
sélectives aux ions (ISE)
ou Transistors a effet de

champ (FET)
Détection d’un ion produit

Potentiométrique o
par une réaction

Sans marquage
Simplicité
Automatisation facile

Miniaturisation de

Manque de spécificité
(eg. autres ions en
solution)

Effet de la force
ionique a des
concentrations

élevées

enzymatique => Mesure I'instrumentation Dérive possible du
d’une différence de Colt ¥ signal
potentiel entre 2 Moins sensible et plus
électrodes lent
qu’ampérométrique
Electrodes de Pt ou Au o o
. o Simplicité Manque de spécificité
Réactions biochimiques . i
Colt Vv (Interférence

produisant ou
L consommant
Conductimétrique o _
spécifiquement des ions
=> Mesure la conductivité
électrique d'une solution a

tension constante

Biocompatibilité avec
échantillons biologiques
Pas d’électrode de
référence

Miniaturisation possible

potentielle d’autres
ions en solution)
Moins sensible /
potentiométrie et

ampérométrie

Mesure la variation de la

i . résistance et/ou de la
Impédancemeétrique o )
. capacité interfaciale entre
ou impédimétrique i
la surface de I'électrode et

une solution

Sans marquage
Trés sensibles
Simple, rapide

Colt ¥

Mauvaise
reproductibilité => pas
d’analyse quantitative

de routine

Or : Au ; Carbone : C ; Platine : Pt.
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Les biocapteurs conductimétriques et capacitifs sont en général peu utilisés et encore moins pour le
dépistage des antibiotiques [123]. L'un des inconvénients majeurs des biocapteurs impédimétriques
est une mauvaise reproductibilité, ce qui empéche leur application dans l'analyse quantitative de
routine. Par contre, ils pourraient potentiellement étre utilisés pour des analyses qualitatives [124].

La technologie de multiplexage permet de multiplier le nombre de paramétres mesurés pour un seul
échantillon et en utilisant un seul outil analytique. Plusieurs analytes peuvent étre détectés
simultanément dans un méme échantillon. Le multiplexage peut s’appliquer aux biocapteurs
électrochimiques. Par exemple, Conzuelo et al. ont développé une méthode de détection simultanée
et rapide de trois familles d’antibiotiques dans le lait [125]. Le multiplexage vient de I'utilisation de
plusieurs billes magnétiques greffées avec trois biorécepteurs différents pour la détection des 3
familles d’analytes.

Parmi les diverses méthodes de transduction, les techniques électrochimiques sont étudiées en raison
de leurs avantages potentiels tels que le faible codt, la simplicité, la rapidité, la miniaturisation
de l'instrumentation et la portabilité. Parmi eux, les biocapteurs ampérométriques représentent une

alternative prometteuse dans le développement de dispositifs pour I'analyse sur le terrain.
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Tableau 8. Exemples de biocapteurs électrochimiques pour le dépistage des résidus

d’antibiotiques.

Enzyme .
Durée
. Surface ou
. Biorécep- . . de
Analyte Matrice : d’interac- composi-
eur
tion tion de la
membrane
SULF Lait Anticorps SPCE HRP 30 [126]
Expression
Induction d’'une
d'un géne Electrode enzyme
TCYC / ) / [127]
. par un de platine (eg. B-
Ampéro- .
. promoteur galactosida
métrique
se)
BL Lait PBP SPCE HRP 30 [128]
CEPH, ) Billes
. Anticorps + .
SULF, Lait PBP magnétique HRP 5 [125]
TCYC s
Cellules )
Pile
QNL, TTC Lait entieres E. ) / 120 [129]
) galvanique
coli
Potentio- Erythromyc Lait, Electrodes
o ) ] MIP / / [130]
métrique ine miel Au + NP Au
Film de
Pénicilline ) . Electrode )
Lait Pénicillinase polytyrami- 1-2 [131]
G Platine
ne
Pénicilline Electrode
Lait Anticorps SAM 20-25 [132]
G en or
Impédance- Crevet- ) Nanopartic
o CAP Anticorps SATUM 30 [133]
meétrique et tes ules d’or
conducti-  Néomycine Lait Anticorps SWNT Papier filtre 10 [134]
métrique  Ampicilline,
kanamyci- Lait Aptamére Electrode PEDOT 2-3 [135]
ne A

Béta-lactamines (BL); Céphalosporines (CEPH); Sulfamides (SULF); Tétracyclines (TCYC); Quinolones
(QNL) ; Chloramphénicol (CAP); Protéine de liaison a la pénicilline (PBP); Péroxidase de Raifort (HRP) ;
Escherichia coli (E. coli) ; Electrodes de carbone imprimées (Screen Printed Carbon Electrodesou SPCE) ;
Polymere a Empreinte Moléculaire (Molecularly Imprinted Polymer ou MIP); Nanoparticules d'or (NP Au) ;
Monocouche auto-assemblée (Self Assembled Monolayer ou SAM) ; Monocouche auto-assemblée de thiourée
(Self-assembled thiourea monolayer ou SATUM); Nanotube de carbone simple paroi (Single-wall carbon
nanotube ou SWNT) ; Polymere de 3,4-ethylenedioxythiophene (PEDOT).
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3.1.1.2.2 Transducteurs sensibles a la masse ou massiques

Les biocapteurs massiques sont aussi appelés biocapteurs gravimétriques. Un biocapteur sensible a
la masse répond a la variation de la masse sur une surface par un changement de propriété du
matériau support, par unité de temps. Les méthodes de transduction mécanique sont principalement
basées sur la génération et la détection d’'ondes mécaniques ou acoustiques (Figure 18).

- Les transducteurs a onde acoustique sont classifiés selon le mode de propagation de I'onde au

travers ou en surface du matériau piézoélectrique. Le mode de propagation affecte de maniere
drastique les performances du transducteur et influe sur sa fabrication. La piézoélectricité
correspond a la charge électrique qui s’accumule dans certains matériaux solides (notamment des
cristaux, des céramiques et certaines matieres biologiques tels que l'os, I'ADN et diverses
protéines) en réponse a des pressions (changement de masse a la surface).
Parmi les quatre catégories de transducteurs a ondes acoustiques définies, les résonateurs TSM sont
de loin les plus populaires dans les biocapteurs, et sont mieux connus sous le nom de microbalance a
cristal de quartz (QCM ou Quartz Crystal Microbalance) [87]. -Le succés de la transduction par TSM,
en fait, un outil de référence pour la détection sans marquage de biomolécules. Les biocapteurs
massiques peuvent aussi utiliser des dispositifs a ondes acoustiques de surface (SAW ou Surface
Acoustic Wave).

- Les transducteurs a onde mécanique sont appelés a bras de levier (ou cantilever).

Les biocapteurs a bras de levier sont des capteurs électromécaniques ultra sensibles utilisés pour le
la détection sans marquage d'un grand nombre d'entités biologiques. Un cantilever est une poutre
ancrée a une seule extrémité. Le changement de masse a I'extrémité de la poutre est détecté par un
phénomene optique (amplitude d'oscillation) (Figure 19). Les cantilevers en mode dynamique
répondent aux interactions biochimiques se produisant a la surface par des changements de
fréquence de résonance. Au cours des quinze derniéres années, grace aux progrés de la
miniaturisation, les biocapteurs a base de microcantilever (MCL) sont en train de devenir un outil
sensible pour la détection chimique et biologique.

Les trois principaux types de transducteurs sensibles a la masse, les plus frequemment utilisés pour
le dépistage des résidus d’antibiotiques, sont présentés dans le Tableau 9.
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Figure 18. Classification des biocapteurs massiques.

Biocapteurs
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(=QCM) ; *Transducteurs « shear-horizontal acoustic plate mode » (SHAPM) ou & mode de plaque acoustique &
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Figure 19. Représentation schématique d’un immunoessai basé sur [lutilisation d’un

biocapteur de type cantilever (Lin et al. 2006) [136].
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Tableau 9. Principes, avantages et inconvénients des différents types de transducteurs

sensibles a la masse.

Piézoélectriques

Microbalance a

cristal de quartz
(QCMm)

Piézoélectriques
Onde acoustique
de surface (SAW)

Principe

Perturbation de la
propagation d’'une

onde acoustique

Avantages
Sans marquage [137]

Matériaux stables, chimiquement

inertes, caractéristiques
mécaniques et de vieillissement
Détection de petits changements

de masse (petites molécules)

Films de surface sélectifs

Rapide (mesures en temps réel)
et simple

Fabrication simple, peu colteuse

Multi-analytes simultané

(micropuces)

Bras de levier
(Cantilever)

Transforme un
signal chimique
en un mouvement

meécanique

Sans marquage
Simple
Rapide
Limites de détection basses

Fabrication simple, peu colteuse

Multi-analytes simultané
(micropuces)
Préparation de I'échantillon

simple

Inconvénients

Manque de sensibilité
et de spécificité
Sensibilité aux

perturbations

extérieures
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Une revue des différents types d'analytes mesurables par les biocapteurs de type QCM a été publiée
[138]. Les biocapteurs piézoélectriques permettent la détermination rapide et simple de petites
molécules telles que les médicaments, les hormones et les pesticides. Cependant, il y a trés peu de
publications dans la littérature concernant l'utilisation de biocapteurs piézoélectriques pour détecter
les résidus d'antibiotiques ou d'autres contaminants alimentaires. Un biocapteur QCM a été développé
pour le dépistage du chloramphénicol, mais seulement en solution, pas dans une matrice [139]. Cette
technique est rapide, a faible co(it et ne nécessite pas de marquage. Une autre équipe a aussi
travaillé sur un biocapteur QCM pour le dépistage des résidus de chloramphénicol dans plusieurs
matrices (lait, viande, ceufs, miel) [140]. Les niveaux de détection annoncés a 5 et 10 pg/kg sont trés
supérieurs a la LPMR du CAP (0,3 pg/kg). En outre, un autre équipe a développé un biocapteur QCM,
basé sur un MIP comme élément de bioreconnaissance, pour le dépistage du CAP dans le muscle de
porc, le lait, le miel et les crevettes [141]. Le biocapteur a été capable de détecter le CAP dans le miel
et dans les crevettes a des concentrations inférieures a la LPMR du CAP.

Le principe d’'un immunoessai développé sur un biocapteur SAW est schématisé dans la Figure 20.
Des biocapteurs SAW sont disponibles sur le marché (eg. samX®, NanoTemper Technologies GmbH
(Allemagne)). Les biocapteurs a ondes acoustiques de surface (SAW) peuvent étre utilisés pour
détecter des analytes de faible poids moléculaire, tels que les résidus d'antibiotiques. Des méthodes
de dépistage pour des résidus d’antibiotiques, basées sur des biocapteurs SAW, ont été développées
par exemple pour la pénicilline dans le lait [142] et pour la fluméquine dans I'eau [143].

Des biocapteurs de type cantilever ont aussi été développés pour le dépistage de résidus
d’antibiotiques tels que I'oxytétracycline en solution [144] ou la kanamycine en solution [145].

Malgré leurs potentialités, les biocapteurs massiques en général restent peu utilisés a ce jour pour le
dépistage des résidus de médicaments vétérinaires. Toutefois, le développement des micropuces (ou
« microarrays ») pourrait amplifier leur utilisation dans le domaine de la bioanalyse particulierement.
Les micropuces ont été développées afin de combiner des dizaines, voire des centaines de micro-
points (ou spots) sur une seule surface ou puce, permettant ainsi de faire plusieurs immunoessais en
parallele. En général, une puce est constituée d'un réseau de plusieurs biocapteurs, qui peuvent étre
contr6lés individuellement. Plusieurs biocapteurs massiques de méme type peuvent ainsi étre
combinés sous forme de micropuces, grace aux progrés de la miniaturisation. Nous parlerons alors de
technologie de multiplexage, ce qui permet la détection simultanée de plusieurs analytes, en une
seule analyse. Cette technologie permet aussi d’'augmenter considérablement le débit d'échantillons,
de réduire la durée d’analyse et les colts. En outre, les méthodes multiplex permettent d’obtenir une
large sélectivité. Le plus souvent, les biocapteurs multiplex nécessitant une faible préparation de
I'échantillon. Il faut toutefois préter attention aux interactions non spécifiques entre les différents
analytes cibles et d’autres analytes ou composants de la matrice.

Les biocapteurs cantilever sont de plus en plus utilisés pour le screening haut débit de nouveaux
principes actifs [146]. Quelques applications récentes pour le dépistage de résidus d’antibiotiques ont
été trouvées dans la littérature (oxytétracycline en solution [144], kanamycine en solution [145],

vancomycine dans du sérum [147]).
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Figure 20. Représentation schématique d’un immunoessai développé sur un biocapteur SAW

(Sang et al. 2013) [148].
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Figure 5. SAW delay line biosensor integrated in a microfluidic channel[45]
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3.1.1.2.3. Transducteurs optiques

Dans les transducteurs optiques, le signal qui est mesuré est la lumiere. La détection optique se
décompose en un grand nombre de sous-classes telles que I'absorption, la réflexion, la réfraction, la
dispersion, linfrarouge, la technologie Raman, la chimiluminescence, la fluorescence, et la
phosphorescence. La Figure 21 présente les principaux types de transducteurs optiques et les grands

principes de la détection.

La fluorescence classique et la TR-FIA

Différentes méthodes ont été développées en utilisant la fluorescence pour détecter des résidus
d'antibiotiques depuis 1990 (aminosides dans le lait [149], lait et lI'eau du robinet [73],
sulfadiméthoxine dans le lait [99]. Des méthodes de dépistage de résidus de médicaments
vétérinaires (antibiotiques, anticoccidiens) ont été développées grace a la technologie appelée Time-
resolved fluoroimmunoassay (TR-FIA) entre 2006 et 2015 [69, 150-156]. Ces méthodes permettent
lanalyse d'un seul antibiotique (eg. chloramphénicol) ou d'une famille d'antibiotiques (eg.
fluoroquinolones). Toutefois, les biocapteurs basés sur la fluorescence sont compatibles avec la
technologie de multiplexage. Un biocapteur multiplex basé sur la fluorescence a été développé par
Chen et al. pour le dépistage de 8 antibiotiques dans les muscles et foies de poulet et de porc [157].
Un microréseau de différents spots a été imprimé sur une puce en verre modifiée. Sur ces différents
spots, sont greffés différents conjugués protéine-antibiotique. L’essai dure 3 heures pour détecter et
quantifier les 8 antibiotiques dans 6 échantillons, ce qui correspond a un débit d’échantillons un peu
faible, par rapport aux techniques conventionnelles type ELISA.

La cytométrie de flux

Les premiers articles concernant I'utilisation de la cytométrie de flux pour détecter des interactions
entre anticorps et antigéne datent des années 1980. Cette technologie utilise de petites microsphéres
fluorescentes. Chaque ensemble de billes peut étre couplé a un biorécepteur différent. Grace a cette
technique, il est possible de mesurer simultanément plusieurs interactions biomoléculaires différentes
dans un seul puits de microplaque. La cryométrie de flux se classe dans la catégorie des technologies
multiplexées en suspension (ou « Suspension array technology ») puisque l'interaction entre les billes
greffées avec des anticorps, par exemple, et les analytes se passe en suspension et non sur une
surface.

Des applications d'immunoessais couplés a la détection par cytométrie de flux (FCIA) ont été publiées
utilisant des cytométres de flux commerciaux.

Dans le cadre d'un projet de recherche, le Laboratoire National de Référence belge a développé une
méthode de dépistage de 64 antibiotiques de 10 familles différentes dans le muscle de porc et dans le
lait, basée sur la cytométrie de flux [158]. Depuis 2015, la commercialisation des kits préts a 'emploi
appelés BeadyPlex®, issus de ce projet de recherche, est réalisée par la société Unisensor

(Belgique), en partenariat avec un fabricant de cytometres de flux.
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Figure 21. Les principes de mesure des différents types de transducteurs optiques.

eMesure de I'émission de lumiére par une substance
qui a absorbé la lumiére ou un autre rayonnement
électromagnétique

eMesure de |'émission de lumiére par des chélates de
lanthanides intrinsequement fluorescents

eMesure de la dispersion de la lumiere et du signal
fluorescent généré quand la particule ou la cellule
passe a travers le faisceau de lumiére (eg. Laser)

eMesure des changements d'indice de réfraction, en
surface

eMesure des changements d'indice de réfraction sur
une surface, dans I'espace

eMesure les changements de diffraction de la lumiere

eMesure de la chemiluminescence, issue d'une
réaction chimique catalysée par une enzyme

eMesure de la variation de luminescence émise par des
micro-organismes vivants

"TR-FIA : Time-resolved fluoroimmunoassay ; 2FCIA : Immunoessai par cytométrie de flux ; *SPR : résonance
plasmonique de surface; *iSPR : résonance plasmonique de surface par imagerie; °DOT : diffractive optics
technology.
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La seconde application concerne le systeme Multi Analyte Profiling (xMAP®) (Luminex, Texas, Etats-
Unis). Ce systeme ouvert permet le développement de méthodes. Plusieurs applications de la
cytométrie de flux utilisant ce systéme pour le dépistage de résidus d’antibiotiques ont été trouvées
dans la littérature. La premiére application pour le dépistage de sulfamides dans le lait a été publiée
en 2008 [159]. La seconde application a concerné, dans un premier temps, le dépistage de trois
meédicaments vétérinaires, dont le chloramphénicol, puis I'extension de la méthode au dépistage de 5
antibiotiques dans le lait, et enfin le dépistage simultané de sept pesticides et médicaments
vétérinaires dans I'eau et dans le lait [160]. Cette derniere méthode est rapide (essai de moins de 2
heures) et la limite de détection annoncée pour le chloramphénicol (0,05 pg/L) est inférieure a la
LPMR (0,3 ug/L).

La Résonance Plasmonique de Surface (Surface Plasmon Resonance (SPR))

Les biocapteurs basés sur la résonance plasmonique de surface (SPR) sont des capteurs optiques
utilisant des ondes électromagnétiques particuliéres pour détecter les interactions qui se produisent a
la surface. Les changements de masse a la surface de la puce (« sensor chip ») qui interviennent lors
de lassociation ou de la dissociation de complexes biomoléculaires (BIA pour Biomolecular
Interaction Analysis) provoquent un décalage de la position de I'angle de résonance (Figure 22). La
variation de cet angle permet de suivre en temps réel. Le sensorgramme permet de visualiser en
temps réel les variations de I'angle de résonance sous I'effet de la fixation des molécules sur la puce.

Cette technique a été introduite dans les années 1990.

Le colt important de l'investissement dans les biocapteurs SPR de type Biacore (GE Healthcare,
Suéde) a été un frein pour une plus large application dans les laboratoires de contrble des aliments.
Un autre biocapteur basé sur la SPR moins couteux a été commercialisé (Spreeta™, Texas
Instruments, Etats-Unis). Toutefois, ce systéme s’est avéré moins robuste et possédait un seul canal
disponible pour mesurer les interactions, au lieu de 2 a 8 selon les différents systemes Biacore. Puis
un biocapteur portable SPReeta® Kit SPR3, disposant de 3 canaux pour 3 interactions en paralléle, a
été développé et évalué pour I'analyse du lait [161]. Des échantillons de lait ont pu étre analysés
apres une préparation d'échantillon simple (centrifugation et dilution du lait).

De nombreuses méthodes ont été développées pour le dépistage de résidus d'antibiotiques entre
1995 et 2008 en utilisant le systéme BIACORE [83, 162-169]. Le systéeme BIACORE avec 8 canaux
permettait la détection simultanée de 8 analytes ou familles d’analytes différents.

Parfois des systemes SPR développés intra-laboratoire et non commerciaux ont fait I'objet
d’application au dépistage des résidus d’antibiotiques. Par exemple, une méthode de dépistage multi -
antibiotiques (fluoroquinolones, sulfamides et phénicolés) dans le lait a été développée. L’interaction
entre les antibiotiques et des anticorps polyclonaux greffés sur 6 canaux est détectée par un capteur

optique SPR non commercial [170].
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Figure 22. Le principe schématique de la SPR (Cooper 2002) [171].
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L’'imagerie de résonance Plasmonigue de Surface (Imaging Surface Plasmon Resonance (iSPR))

Le systeme Flexchip de Biacore (GE Healthcare, Uppsala, Suéde) a été la premiére plateforme
disponible dans le commerce. Concernant le dépistage des résidus d’antibiotiques, le systeme IBIS
iSPR (IBIS Technologies, Pays-Bas) est le systeme le plus fréquemment cité dans la littérature [172,
173]. Cette plateforme IBIS iSPR peut permettre d’analyser un maximum de 56 essais multiplexés.

Le principal avantage en combinant la iSPR et les microréseaux est que chaque site du microréseau
est une zone de détection individuelle. Krishnawoorthy et al. ont présenté une application de la iISPR
au format micropuces pour la détection de 5 molécules différentes et I'analyse cinétique, de
l'interaction antigéne/anticorps [174]. Parmi ces 5 molécules, cette équipe a testé deux antibiotiques,
la néomycine et la gentamicine. En conclusion, cette méthode pourrait étre utilisée pour le dépistage

de ces antibiotiques ou d’autres antibiotiques.

La technologie d'optique diffractive

Une photodiode mesure lintensité de l'ordre de diffraction, qui est corrélée a la concentration en
analyte. La technologie optique de diffraction combine des formats de dosage immunologique
multiplex avec des mesures en temps réel des interactions entre protéines [175].

Le systéme dotLab® mX (Axela Biosensors, Canada) basé sur cette technologie est un systéme
commercial flexible qui permet le développement de méthodes pour la recherche de biomarqueurs de
protéines et de nouveaux tests diagnostiques [176]. Ce systéme doit pouvoir étre adapté au dépistage
de composés de faible poids moléculaire tels que les antibiotiques, en appliquant le méme principe
que pour le développement de la SPR au cours des dernieres années. Toutefois, aucun article n’a été

trouvé concernant le dépistage des résidus d’antibiotiques avec ce systéme.

Chimiluminescence (CLIA ou Chemiluminescence ImmunoAssay)

Le biorécepteur (ou I'analyte) est marqué de maniére covalente directement avec un composé
chimiluminescent (eg. luminol). En déclenchant le marqueur luminescent, la réaction d’émission de la
lumiére produit un signal, avec une intensité donnée (photons/secondes) pour détecter I'analyte.
La plupart des tests sont hétérogénes et nécessitent une séparation du marqueur non lié. Ces tests
sont plus simples a développer, mais un peu plus compliqué a réaliser. Un dosage homogéne, par
contre, nécessite que la réaction d’émission de la lumiére soit affectée d'une maniére quelconque par
linteraction entre I'analyte et le biorécepteur. La mesure de l'intensité lumineuse est relativement
simple, nécessitant seulement un photomultiplicateur ou une photodiode, ainsi que I'électronique
associée pour convertir et enregistrer les signaux.
Une revue des applications de la chimiluminescence et de la bioluminescence dans différents
domaines liés aux contaminants a été publiée (eg. contamination bactérienne ou polluants
environnementaux inorganiques (métaux lourds) [177].
Nous avons identifié deux types de biocapteurs chimiluminescents :
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- Biocapteurs chimiluminescents intra-laboratoire :

La CLIA offre plusieurs avantages potentiels et a des applications en chimie clinique, en analyse de
'environnement, et en analyse des aliments. Les avancées réalisées dans le domaine des
biocapteurs basés sur la détection par chimiluminescence couplés a des immunoessais sont
présentés et discutés dans une revue bibliographique [178]. Ces progrés ont été réalisés par exemple
dans le domaine du développement de nouveaux marqueurs luminescents ou de I'amélioration du
signal des marqueurs existants par des activateurs, mais aussi dans le secteur des surfaces
d’interaction. Des exemples de développement intra-laboratoire d'immunoessais basés sur la
chimiluminescence pour les contaminants alimentaires ont été trouvés dans la littérature [179-182]
(Figure 23).

- Biocapteurs chimiluminescents commerciaux

Seuls deux biocapteurs de chimiluminescence commerciaux ont été identifiés pour le dépistage de
résidus d’antibiotiques.

- Le systéme Microarray Chip Reader 3 (MCR 3), développé a I'Université de Munich en
Allemagne, est commercialisé par r-Biopharm AG (Darmstadt, Allemagne) et utilisé pour
I'analyse du lait [183] et du miel [184].

- Le systeme Evidence Investigator® (Randox, Royaume-Uni) est un systéme semi-automatisé,
basé sur des biopuces, congu pour des applications médico-légales et a vétérinaires [185].
Des évaluations de plusieurs kits pour le dépistage des résidus d’antibiotiques dans le miel
ont été publiées [186-188].

Bactéries luminescentes

La bioluminescence est une forme de luminescence, ou émission de «lumiére froide». La variation de
la luminescence peut étre causée par I'enzyme appelée luciférase, codée par le géne lux, en réponse
a la présence de l'analyte cible et dans une relation dose - dépendante. L'expression du géne lux
dans des micro-organismes peut étre contr6lée soit de maniére constitutive soit inductible. Des
souches bactériennes sont construites en utilisant des génes de bioluminescence (lux) comme
reporteurs de réponses transcriptionnelles. La production de lumiere augmente en présence de
produits chimiques spécifiques. A linverse, il existe des bactéries naturellement bioluminescentes
type Vibrio fischeri. Dans ce cas, la production de lumiére diminue en présence d’'un contaminant qui
inhibe la croissance bactérienne. Des exemples de biocapteurs basés sur l'utilisation de bactéries
luminescentes et développés pour le dépistage de différents antibiotiques ont été trouvés dans la
littérature [107, 189].
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Figure 23. Principe d’un immunoessai basé sur la chimiluminescence pour le dépistage du
chloramphénicol (Yu et al. 2014) [182].
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Figure 24. Avantages et inconvénients des différents types de transducteurs optiques.
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En conclusion, les différents types de transducteurs optiques présentent des avantages et des
inconvénients, en termes de praticabilité, mais aussi en termes de performance (Figure 24).

Pour certaines de ces techniques, le marquage de I'analyte ou du biorécepteur est nécessaire. Cette
étape supplémentaire de conjugaison est complexe et demande une expérience particuliére. De plus,
la conjugaison, risque d’altérer le site de reconnaissance entre I'analyte et le biorécepteur. Les
techniques sans marquage devraient donc étre préférentiellement utilisées, a condition que les autres
caractéristiques de la méthode (eg. colt, performance, etc) répondent aussi a nos attentes.

En outre, la technologie de multiplexage s’applique @ nombre de ces biocapteurs optiques, ce qui est
un avantage primordial pour détecter simultanément plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles
d’antibiotiques dans les aliments. Le gain de temps sur les analyses et la réduction de la charge de
travail sont deux grands avantages, par rapport a des tests individuels. Une revue a été publiée
concernant les développements récents de technologies multiplexées, conventionnelles (eg.
bandelettes) et innovantes, fondées sur différents principes de détection optique (eg. cytométrie de
flux, chimiluminescence) [190]. Cette revue integre un schéma synthétique des différentes
technologies (sur puces et en suspension) et un bilan de leurs performances en termes de limites de
détection et de durée d’analyse, en fonction du poids moléculaire des analytes (Figure 25). Les
limites de détection et les temps d’analyse sont corrélés avec la technologie (planaire ou en
suspension) et le type d’application (bactéries pathogénes, petites ou grosses molécules). Les
antibiotiques étant des analytes de faible poids moléculaire (méthodes signalées en bleues sur la
figure), le bilan montre que les limites de détection obtenues avec les techniques multiplex sont
globalement de I'ordre du ppb (ng/g), donc conformes avec les limites réglementaires. De plus, les
méthodes basées sur la SPR et la chimiluminescence peuvent étre rapides (quelques minutes). Ces
observations confirment nos conclusions quant au fort potentiel des biocapteurs optiques multiplexés.
L’inconvénient majeur du multiplexage est que le risque d’observer des interférences dans la
détection des différents analytes augmente avec le nombre d’essais multiplexés. L’optimisation de ce
type de méthodes est donc primordiale pour limiter les interférences et demande beaucoup de travail.
C’est pourquoi ce type de systéme doit étre automatisé pour alléger la charge de travail lors des

phases de développement et d’optimisation [191].
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Figure 25. Limites de détection et temps d’analyse, en fonction des technologies multiplex

utilisées, dans les domaines des analyses de I’alimentation et de I’environnement [190].
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31124 Transducteurs thermiques

Les biocapteurs thermiques permettent de déterminer la concentration d’'un substrat grace a la
variation d’énergie (production ou absorption), associée a une réaction biochimique (eg.
enzymatique). L'énergie libérée ou absorbée est proportionnelle au nombre de molécules produites
par la réaction biochimique. Le changement de température, est mesuré par un microcalorimetre.
Dans ces biocapteurs, les transducteurs sont des thermocouples, des thermorésistances ou des
thermopiles (association en série de plusieurs thermocouples). Les biocapteurs thermiques les plus
utilisés sont enzymatiques. Ce type de biocapteurs peut étre développé pour une détection simultanée
de multiples analytes (multiplex). En effet, une colonne peut étre divisée en plusieurs régions
distinctes et chaque région est immobilisée avec une enzyme spécifique, pour la détection d’'un
analyte spécifiqgue. Un biocapteur thermique combiné a un immunoessai est appelé un
« Thermometric ELISA » (TELISA).

Les applications des biocapteurs thermiques sont variées, depuis les analyses cliniques (eg. glucose,
cholestérol) jusqu’a la surveillance de processus industriels (eg. production de pénicilline V par
fermentation [192]), en passant par les analyses environnementales (eg. métaux lourds, pesticides)
[193].

Un biocapteur thermique appelé HEATSENS® (NitBiosensing (Nanoimmunotech), Espagne) est
commercialisé pour différentes applications, dont la détection d’analytes en temps réel, dans des
matrices complexes. Ce biocapteur portable est utilisé dans le cadre d’un projet pour le dépistage des
résidus d’antibiotiques non invasif chez les animaux vivants (projet espagnol appelé INNOSABOR).

Le Tableau 10 présente les avantages et les inconvénients des biocapteurs thermiques.

Quel que soit le type de transducteur utilisé, les nanotechnologies sont de plus en plus utilisées afin
d’améliorer la performance des biocapteurs. Nous allons voir les nanotechnologies utilisées et leur

impact sur les biocapteurs.
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Tableau 10. Les biocapteurs thermiques.

Transducteur Avantages Inconvénients

Pas de marquage

Stabilité
Multiplex
Miniaturisation simple =< sensibilité M
Pas d'immobilisation des composés Elaboration de la cellule du
Rapides capteur difficile
Microcalorimétrie Reproductibles Difficile a mettre en ceuvre
de titration Automatisation possible Colt élevé
isotherme Mesures en continu Encrassement possible
Pas sensibles a la lumiere Pré-traitement de certains
En solution échantillons

Pas de limitation de poids moléculaire
Pas d’interférences optiques (eg. solutions
colorées, turbides) ou électrochimiques

Compatible avec des solvants organiques
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3.1.1.3. Nanotechnologies

Les nanotechnologies sont un domaine qui progresse tres rapidement et qui attire de nombreuses
équipes multidisciplinaires. Dans d’autres domaines tel que la détection des toxines par exemple, les
nanotechnologies qui offrent des perspectives de développement sont les nanomatériaux, les billes
magnétiques et la microfluidique [194]. Il apparait que pour le dépistage des résidus d’antibiotiques
dans les aliments, les mémes pistes peuvent étre suivies pour le développement de nouveaux
biocapteurs encore plus performants. Le développement des nanotechnologies, indépendamment des
contaminants a rechercher, sera dans les années a venir a la base de la miniaturisation des
biocapteurs. Cette miniaturisation permettra de développer le multiplexage et la portabilité des
biocapteurs [195] (Figure 26).

Concernant les progrés de la microfluidique et de la nanofluidique, les méthodes de dépistage des
résidus d’antibiotiques pourront, comme par le passé, profiter des avancées réalisées dans le
domaine biomédical qui est toujours a la pointe des nouvelles technologies. Nous pouvons signaler
parmi les perspectives de développement prometteuses, des applications dans le domaine
biomédical :

- Une revue de Derkus et al. de 2016 a fait la synthése des différents dispositifs qui permettent
la miniaturisation des systemes de biocapteurs : micro et nanoprofilage (patternings), microfluidique,
et MEMS [196]. La technologie Bio-MEMS correspond au développement de systémes micro
électromécaniques biomédicaux (ou biologiques), c’est-a-dire des techniques de microfabrication,
essentiellement des parties mécaniques (microélectrodes, microaiguilles). Les nombreux
développements récents de la technologie MEMS vont contribuer a améliorer la miniaturisation et
donc la portabilité des biocapteurs tous domaines d’application confondus. Par exemple, un
biocapteur optique, associé a la technologie MEMS a été développé pour la détection d’'une petite
molécule (un principe actif de médicament) et une grosse molécule (anticorps). Ce systéeme est
potentiellement applicable a des mesures de contaminants dans I'environnement ou au diagnostic
médical a domicile [197]. Cette technologie est aussi applicable aux autres types de biocapteurs
(électrochimique, massique [198] ou thermique).

- Les technologies Laboratoire sur Puce (LOC ou Lab on a chip), Laboratoire en Tube (LIT ou
Lab in a tube) et les systémes de microanalyse total (UTAS ou micro total analysis systems). Le
systéme de microanalyse totale (uTAS) décrit un dispositif qui permet d’automatiser et d’inclure toutes
les mesures nécessaires pour I'analyse chimique d'un échantillon (eg. échantillonnage, transport des
échantillons, réactions chimiques, détection). Ces trois systemes permettent de travailler a I'échelle
d’'une puce, de réduire les couts et les durées d’analyse. Par exemple, le une méthode basée sur la
technologie LIT a été développée sur le systeme COBAS Liat® (Roche Molecular Diagnostics) pour la
détection du virus de I'Influenza dans des sérums de patients [199]. Kovarick et al. ont présenté une
revue bibliographique qui montre des exemples de biocapteurs développés avec la technologie uTAS
[200]. Les méthodes développées sont rapides, automatisées, et avec des limites de détection

basses.
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Figure 26. Les nanotechnologies et leurs impacts sur les développements de biocapteurs.
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Tableau 11. Les différents types de nanomatériaux, principes et intéréts, a travers leurs

applications récentes pour le dépistage des résidus d’antibiotiques.

Métaux (eg.
Augmente la surface )
Au, Ag, PY), ) ) CAP, fluoroquinolones,
d’interaction .
. oxydes de - enrofloxacine,
Nanoparticules ) Facilite les transferts de ) [201-206]
métaux (eg. ) streptomycine,
. charge => zone active de . i .
Fer), silice, i sulfamérazine, tétracyclines
. I'électrode
acides gras
Métaux (eg.
Nanotiges Au, ZnO, CuO) ) N
- Absorption de la lumiére N o o
(nanorods) ou ou matériaux o Gentamicine, pénicilline,
. ) Excellentes propriétés de ) [207-210]
nanofils semi- o ofloxacine
. diffusion
(nanowires) conducteurs
(eg. silicone)
Matériaux Nanostructure de semi-
. semi- conducteurs CAP, vert de malachite,
Boites o : o
. conducteurs Propriétés optiques (eg. multi-antibiotiques,
quantiques ) ) ) [211-218]
(D) (eg. sulfure de rendement quantique™, nitrofuranes, sulfamides et
zinc, tellure de spectre de fluorescence) quinolones
cadmium) QD commercialisées
Nanotubes de o ) .
) Surface N 2>quantité Kanamycine, sulfamides,
carbone (paroi o . ) ]
] biorécepteurs M tétracyclines, ofloxacine, [219-225]
. simple ou ) i o
Nanomatériaux fiple) Signaux électrochimiques M QCA
multiple
de carbone _ :
Graphene, Conductivité électrique N o i
. Aminosides, kanamycine,
oxyde de Inhibiteur de fluorescence N [226-229]
pénicilline
graphéne (GO) (quencher)
Noyau i . i
. Séparation de molécules
magnétique ) .
NP ] . cibles d’autres molécules )
. inorganique . . CAP, streptomycine [230-232]
magnétiques ) grace au champ magnétique
(eg. Au, multi- o )
} Conductivité électrique M
métaux)

Nanoparticules d’or (NP Au) ; Argent (Ag); Platine (Pt); Oxyde de zinc (ZnO); Oxyde de cuivre (CuO) ;
Chloramphénicol (CAP) ; limite de détection (LOD) ; quinoxaline-2- carboxylic acid (QCA).
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Le Tableau 11 résume les tendances actuelles et futures, dans le domaine des nanomatériaux, pour
le développement de nouveaux biocapteurs plus performants, en particulier pour le dépistage des
résidus d’antibiotiques. Les différents types de nanomatériaux permettent globalement d’améliorer le

signal, donc d’abaisser les limites de détection des biocapteurs.

3.1.1.4. Conclusions sur les biocapteurs

Les quatre classes principales de transducteurs permettent de développer des méthodes avec ou
sans marquage. Les méthodes avec marquage nécessitent une étape de conjugaison de I'analyte ou
du biorécepteur avec une molécule qui permetira la détection. Au contraire, les méthodes sans
marquage sont basées sur la mesure directe d'un phénomeéne produit par des réactions biochimiques
sur une surface de transducteur. Les méthodes sans marquage permettent donc d'éviter la
préparation complexe et longue des conjugués analyte-biorécepteur, dans le cas des immunoessais
compétitifs présentés dans cette thése. Les méthodes sans marquage présentent donc un grand
avantage par rapport aux autres, surtout quand un laboratoire veut développer une méthode interne et
quand les conjugués ne sont pas disponibles commercialement. C’est pourquoi la technologie SPR,
par exemple, a été fortement développée dans les années 1990 pour la détection des résidus
d’antibiotiques, alors que les techniques électrochimiques moins colteuses pourtant avaient été un
peu oubliées jusqu’ici. Cette conclusion va aussi en faveur du développement des biocapteurs
massiques pour le développement de méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques.

Le biocapteur « idéal » pour le dépistage des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires
d’origine animale doit étre peu colteux, rapide, simple d’utilisation, spécifique, avec des limites de
détection en rapport avec les limites réglementaires, et présentant un haut débit d’échantillon (faible
préparation). Le Tableau 12 présente les caractéristiques et les performances des différents types de
transducteurs pour tenter d’y répondre. Etant donné ces informations, les biocapteurs représentent
lavenir des méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires

d’origine animale.
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Tableau 12. Les attentes par rapport a une méthode de dépistage efficace et comment y
répondent chaque type de transducteur.

Préparati Ha
Rapi LOD Spécifi on de Multipl ut Portabili

Econ
omiq

ue de basses cité I’échantil ex déb té

lon it

Potentiométrique ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ampérométrique ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Piézoélectrique ++ ++ ++ + + ++ ++ ++
SPR - ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Chimiluminescen
+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
ce
Bioluminescence ++ + ++ + + + ++ ++
FCIA + ++ ++ ++ + ++ ++ -
Thermique + + + + + + + +

Résonance plasmonique de surface (SPR) ; Immunoessai par cytométrie de flux (FCIA) ; Limite de détection
(LOD) ; - : ne remplit pas les criteres attendus ; + : remplit partiellement les critéres attendus ; ++ : remplit

completement les criteres attendus.
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3.2. Combinaison de méthodes biologiques et physico-chimiques

3.2.1 La combinaison BIA/SM

Les biocapteurs basés sur la SPR peuvent étre utilisés en combinaison avec la spectrométrie de
masse (SM). Cette combinaison d'instrumentation permet la détection et la quantification de
molécules d'intérét par SPR et, en plus, leur caractérisation moléculaire par I'analyse de SM. Le
systeme BIA (Biomolecular Interaction Analysis) est utilisé pour séparer les analytes a partir des
échantillons complexes. Puis la spectrométrie de masse est utilisée pour identifier et quantifier
l'analyte. Les premiers articles concernant la combinaison de biocapteurs avec la spectrométrie de
masse ont été publiés en 1997 [233-235].

La technique de désorption-ionisation laser assistée par matrice (Matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI)) couplée a la spectrométrie de masse (MALDI-SM) est une technique
flexible qui peut aussi étre utilisée en combinaison avec des méthodes bioanalytiques telles que la
SPR. Cette combinaison augmente la spécificité de la méthode, puisque la SM permet la
différenciation de molécules qui sont difficiles a distinguer par la simple utilisation d'un anticorps. Cette
combinaison de techniques permet de développer des méthodes rapides, automatisées, et robustes.
A notre connaissance, aucune application pour le dépistage de résidus d'antibiotiques dans les
aliments n’a été publiée a ce jour en utilisant ces technologies combinées. Le principal inconvénient

est le cout des différents investissements en matériel.

3.2.2. CCM - Bioluminescence

La Chromatographie sur couche mince (CCM) — couplée avec la détection par bioluminescence est
une méthode qui combine la capacité de séparation de la CCM avec la biodétection, grace a
l'utilisation d'une bactérie luminescente. Cette biodétection est basée sur la bioluminescence naturelle
des bactéries comme Vibrio fischeri [236] ou Photobacterium phosphoreum ou de bactéries
génétiquement modifiées, par lintroduction d’'un géne de bioluminescence. Avant analyses, la
préparation de Vibrio fischeri prend de 24 a 30 heures d'incubation. Les lectures peuvent étre
effectuées en 1 seconde a 10 minutes. Les analytes détectés comprennent des pesticides, des
métaux lourds, des polluants organiques, et des antibiotiques. Des matrices complexes comme des
produits alimentaires, des boissons et eaux usées peuvent étre analysés. La CCM couplée avec la
détection par bioluminescence a été qualifiee comme un outil prometteur en 2011 [237]. Les
applications futures dépendront de fagon significative de la sélectivité des bactéries.

Deux systémes commerciaux basés sur la CCM couplée avec la détection par bioluminescence
(BioLuminex®, ChromaDex, Etats-Unis; BioLuminizer®, Camag, Suisse) sont disponibles. Des
méthodes ont été développées avec ces systéemes, basés sur I'utilisation de la souche bactérienne
Vibrio fischeri, naturellement luminescente, par exemple pour la détection de toxines dans les

aliments, et de polluants dans les eaux par exemple [237].
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3.2.3. L'électrophorése capillaire couplée a un biocapteur

L’électrophorése capillaire (EC) en tant que méthode de séparation peut étre couplée a la détection
par un biocapteur. L’électrophorése capillaire est basée sur des chambres électrophorétiques
miniaturisées. Dans cette combinaison de techniques, 'EC sert de support solide pour immobiliser des
biorécepteurs. L’électrophorése capillaire présente de nombreux avantages : un co(t réduit, un temps
d’analyse court, de petits volumes d’échantillons. La préparation de I'échantillon et le traitement de
données peuvent étre automatisés.

Une méthode en combinaison de 'EC avec un capteur électrochimique a été développée pour le
dépistage de l'atrazine en une heure, qui, comme les antibiotiques, est une petite molécule (LOD de
0,1 ng/ml) [238]. Plus récemment, des méthodes combinant I'électrophorése capillaire sur des
biopuces et une détection par un biocapteur ont été publiées pour le dépistage de résidus
d’antibiotiques. Dans ces publications, les transducteurs utilisés étaient de type ampérométrique, pour
le dépistage de 5 aminosides dans du lait [239], et de sulfamides dans des tissus animaux [240]. Une
revue de méthodes a été publiée concernant le couplage de I'électrophorése capillaire a un autre
mode de détection, I'électrochimiluminescence. Plusieurs exemples d’application a la détection
d’antibiotiques, dans le domaine de I'analyse biomédicale (eg. sérum, urine) sont présentés dans cette
revue [241].

Des approches multi-capillaires ou multi-bandes permettent de développer des méthodes multi-
analytes [242]. Toutefois, le circuit microfluidique peut devenir complexe quand le nombre d’analytes a
détecter augmente, puisque le nombre de capillaires ou de bandes augmente avec le nombre de
biorécepteurs. En outre, les risques d’interférences entre les différents analytes augmentent. Les
progrés constants de la microfluidique et de la miniaturisation vont sans doute permettre la

multiplication des capillaires ou des bandes en paralléle.

Cette étude bibliographique concernant les méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques a
montré la grande variété de méthodes et de techniques analytiques biologiques utilisables. Depuis les
premiéres techniques microbiologiques dans les années 1980 jusqu’aux biocapteurs les plus
innovants, en passant par les techniques immunologiques type ELISA, le choix de la méthode la plus
adaptée au contréle des résidus d’antibiotiques dans les aliments devra se faire en fonction des
performances de la méthode. La caractérisation des performances et la validation des méthodes de

dépistage vont donc constituer la deuxieme partie de cette étude bibliographique.
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1. PARTIE RECHERCHE : LES DIFFERENTES APPROCHES D’EVALUATION DES

PERFORMANCES DES METHODES DE DEPISTAGE

3.1. Exigences pour les méthodes de dépistage des résidus de médicaments
vétérinaires

La méthode de dépistage est la premiére méthode qui est appliquée a I'échantillon a analyser, le but
étant d'établir la présence ou l'absence de résidus de médicaments vétérinaires. Une méthode de
dépistage doit étre spécifique ou sélective en fonction de la cible, qualitative ou quantitative, simple,
rapide et étre la plus performante possible. En ce qui concerne les matrices complexes (i.e. le muscle,
le rein), si nécessaire, I'extraction doit étre trés simple et rapide. Enfin, ces méthodes doivent avoir un
faible codt, une capacité d’analyse élevée et sont utilisées pour passer au crible un grand nombre
d'échantillons pour détecter des résultats non conformes potentiels. Ces méthodes sont spécialement
concgues pour éviter les faux résultats conformes.
Les méthodes de dépistage pour les résidus de médicaments vétérinaires sont définies dans la
décision 2002/657/CE de la Commission Européenne [13] comme "les méthodes utilisées pour
détecter la présence d'un analyte ou une classe d'analytes au niveau d'intérét ». Le "niveau d'intérét"
est généralement soit la limite maximale réglementaire (limite maximale de résidus (LMR), la limite
minimale de performance requise (LMPR)) [13] ou un "niveau d'action. La décision européenne
2002/657/CE [13], en application de la directive 96/23/CE [2] définit la limite minimale de performance
requise (LMPR)) comme la teneur minimale en analyte présente dans un échantillon, qui doit au
moins étre détectée et confirmée. La LMPR est un parametre de la performance technique auquel les
laboratoires doivent se conformer lors de I'essai pour détecter la présence d'une substance interdite
notamment, de son métabolite ou d’'un marqueur. Cette limite est destinée a 'harmonisation des
performances analytiques des méthodes applicables aux substances pour lesquelles aucune limite
autorisée n'a été établie. Donc, la LMPR n’est pas une limite de sécurité, mais une limite analytique.
Des LMPR ont été fixées pour le chloramphénicol, les métabolites de nitrofuranes et les colorants par
exemple. Au contraire, la Limite Maximale de résidus (LMR) est une limite de sécurité. Elle est fixée
en fonction de différents dangers (toxicologiques, microbiologiques, pharmacologiques, ....). La LMR
est fixée pour une substance antibiotique et/ou ses métabolites et est spécifique de chaque matrice
(lait, viande, etc). Lors de I'administration d’'un médicament a un animal de rente, un temps d’attente
est fixé sur la base des études de pharmacocinétique des résidus. Ce temps d’attente doit étre
respecté par I'éleveur avant I'abattage des animaux ou la commercialisation du lait par exemple.
Quand le temps d’attente est bien respecté et a condition que les posologies aient été respectées
aussi, la concentration en résidus de médicaments dans la matrice concernée sera inférieure a la
LMR pour 95 % des animaux. Dans ce cas, il n’y aura pas de danger pour le consommateur (toxicité,
allergies, etc) a ingérer ces aliments. Les 5 % restants expliquent que les produits d’origine animale
doivent étre contrélés pour la présence de résidus d’antibiotiques (plans de surveillance).
Deux types de méthodes peuvent étre développés en fonction des substances cibles. Dans le cas des
substances interdites (eg. le chloramphénicol, les métabolites de nitrofuranes ou les colorants), la

méthode doit étre spécifigue pour le dépistage d'un antibiotique seul et les concentrations
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recherchées doivent étre les plus faibles possibles. Dans le cas des substances a LMR, idéalement
une méthode multi - résidus doit étre utilisée, capable de détecter plusieurs familles d'antibiotiques en
méme temps et, si possible, au niveau des LMR respectives. De plus, les niveaux de résidus a
rechercher pour les substances a LMR sont toujours plus élevés que les niveaux a détecter pour les
substances interdites.
Méme si, dans un cadre réglementaire, un résultat positif avec la méthode de dépistage est
nécessairement confirmé par une méthode physico - chimique, une méthode de dépistage ne devrait
pas produire de faux résultats positifs qui entrainent des analyses de confirmation coliteuses ; mais
plus important encore, il ne devrait y avoir aucun résultat faux négatif puisqu’ils entrainent que des
échantillons contaminés passent dans I'alimentation.
Avant la validation d'une méthode de dépistage et selon le principe de la méthode, il est nécessaire de
définir la portée de la méthode :

- l'analyte ou le groupe d'analytes a détecter,

- la gamme de concentration a détecter,

- laliste des matrices qui peuvent-étre analysées.

Une méthode analytique doit pouvoir évoluer, suivant différentes étapes, qui sont représentées par le
cycle de vie de la méthode (Figure 27) [243, 244]. En fonction de la demande d’un client (étape 0),
une méthode va étre développée et optimisée (étape 2), en commencant par sélectionner certains
facteurs (étape 1), comme le type de méthode adapté pour la détection des analytes cibles. Ensuite,
la méthode va étre caractérisée en intra-laboratoire et, au besoin, en inter-laboratoires (étape 3).
Enfin, la méthode va étre validée, au regard de I'usage attendu (étape 4). A l'issue de ces étapes,
l'utilisation en routine de la méthode peut étre envisagée (étape 5). La revue périodique de la méthode

peut donner lieu a un besoin de revalidation ou d’'un nouveau développement (étape 6).

3.2 Caractérisation des performances et validation des méthodes de dépistage

La validation des méthodes de dépistage est d'une grande importance puisque ces méthodes
constituent la premiére étape des plans de surveillance et plans de contréle dans tous les pays. Seuls
les résultats positifs a I'étape de dépistage doivent étre confirmés, identifiés et quantifiés [13]. La
validation des méthodes analytiques d’essais est une exigence normative pour l'accréditation. En
effet, la norme NF EN ISO/CEI 17025 [245] appliquée dans le cadre de I'accréditation des laboratoires
d’essais exige que les méthodes non normalisées ou les méthodes développées par le laboratoire
soient validées avant emploi. La définition de la validation de cette norme est la suivante : « La
validation est la confirmation par examen et I'apport de preuves objectives du fait que les exigences
particuliéres en vue d’une utilisation prévue déterminée sont remplies ». De plus, la validation des
méthodes de dépistage pour les résidus de médicaments vétérinaires est une exigence réglementaire

européenne [13].
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Figure 27. Cycle de vie d’une méthode analytique.
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Il existe deux types de validation :

- La validation inter-laboratoires (EILV) ou étude collaborative,

- Lavalidation intra-laboratoire.
L’EILV permet de vérifier les parameétres de performance obtenus lors de la validation intra-laboratoire
et de déterminer la reproductibilité, et si besoin la robustesse de la méthode. Contrairement au
domaine de la microbiologie alimentaire, la validation inter-laboratoires est trés peu utilisée dans le
domaine du dépistage (en dehors des études de validation pour la certification AFNOR) et de la
confirmation des antibiotiques dans les aliments, pour deux raisons principales.
Tout d’abord, ce type de validation est couteux et demande de la part du laboratoire organisateur
certaines compétences, différentes de celles nécessaires a une validation intra-laboratoire. En effet, la
validation intra-laboratoire demande des compétences techniques et analytiques pour la mise en
place de la méthode et des expériences nécessaires a la validation. La validation inter-laboratoires
exige des compétences organisationnelles et de coordination.
De plus, quand la méthode est destinée a étre utilisée dans un seul laboratoire, la validation inter-
laboratoires est inutile. Un domaine ou la validation inter-laboratoires est plus pertinente est I'industrie
agro-alimentaire. En effet, plusieurs sites d’'une méme entreprise peuvent utiliser la méme méthode.
Dans le domaine du contréle officiel et dans le cadre d’'un réseau de laboratoires, comme celui des
LNR, les méthodes peuvent parfois étre transférées du laboratoire développeur vers les autres
laboratoires. Dans ce cadre, une validation inter-laboratoires peut présenter un intérét. Toutefois, en
pratique, les laboratoires de référence (LNR ou LRUE) dans le domaine des résidus de médicaments
vétérinaires, organisent tres peu de validations inter-laboratoires. Aprés un transfert de méthodes au
réseau, tout d’abord, le laboratoire qui regoit la méthode doit réaliser une validation réduite, aussi
appelée de transfert. Ce type de validation est décrit dans le guide de validation des méthodes de
dépistage (2010). De plus, le choix est fait de vérifier la compétence de ces laboratoires grace a
l'organisation d’essais d’aptitude, et non I'organisation d’essais inter-laboratoires de validation (EILV).
De méme qu'un EILV, ces deux étapes permettent d’assurer la comparabilité des résultats entre

plusieurs laboratoires utilisant la méme méthode.

Nous allons nous focaliser sur la validation intra-laboratoire, qui est la pratique de loin la plus courante
dans le domaine du dépistage des résidus de médicaments vétérinaires, et ses différentes approches.
Etant donné que la norme NF EN ISO/CEI 17025 ne fait aucune recommandation concernant le ou les
protocoles de validation a utiliser, le choix du protocole est lié a d’autres documents réglementaires ou
normatifs. Les exigences de validation peuvent étre différentes selon les pays, selon les domaines
d’application et selon le type de méthodes (eg. qualitatives ou quantitatives). En outre, les protocoles
de validation peuvent présenter des statuts différents : norme, réglementation nationale, européenne
ou internationale, ou encore lignes directrices. Quelques exemples de protocoles de validation sont

présentés dans le Tableau 13.
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Tableau 13. Protocoles de validation au niveau national, européen et international.

aL CP ou
Niveau Document Année et/ou MA/MR® Analytes
Qr?
AFNOR NF V
N 03-110 2010 Qr cP Produits agricoles [246]
N AF%:C;_I?%P V 1995 aL MA/MR et alimentaires [247]
Rapport d'une [248
National G commission 1992 QT CP ’
4 249]
SFSTP ;
Rapports Produits
o dune 2003 & - P pharmaceutiques [250-
commission 2008 253]
SFSTP
G EURACHEM 1998 QuQT cp lousdomaines 1,5,
d’analyse
Procédure Pathogénes
G NMKLS 2009 QL/QT MA/MR microbiens [255]
Europe Décision
R 2002/657/CE 2002 QL/QT CP Annc_axe I. de la [13]
Gus o v —
G validation 2010 QLQT CP [256]
6 MA/MR Principes actifs
USA R FDA 2013 Qr et CP et/ou métabolites [257]
IUPAC'/AOA Tous domaines
G c8 2002 QT CP d'analyse [258]
9 Médicaments
G ICH 1996 QT CP humains [259]
10 Médicaments
G VICH 1999 QT CP vétérinaires [260]
i ISO"" 13969
International N (IDF'? 183 2003 QL CP Résidus [261]
ISO 18330 d’antimicrobiens
N (IDF 188) 2003 QL/QT CP [262]
[263,
N (N) ISO 16140 2003 QL/QT MA/MR Pathogénes 264]
NF EN FDIS MA/MR microbiens [265,
N 16140-2 2015 QUQT o op 266]

" Réglementation (R), guide (G) ou norme (N); ° Méthodes qualitatives (QL) ou quantitatives (QT);
Caracter/st/ques de performance (CP) ou comparaison d’'une méthode alternative (MA) avec une méthode de
référence (MR); * Société Franga/se des Sciences et Techniques Pharmaceut/ques (SFSTP) ; ° Nordic Committee
on Food Analysis (NMKL) Food and Drug Administration (FDA); /nternat/ona/ Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) ; Assoaat/on of Official Analytical Chemists (AOAC); /nternat/ona/ Conference on
Harmonisation (ICH) % Veterinary International Conference on Harmonization (VICH) ; ' International Standard
Organization (ISO) ; *? International Dairy Federation (IDF).
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En fonction du statut du protocole, I'application des régles établies est plus ou moins contraignante.
Par exemple, une décision européenne, comme la décision 2002/657/CE, doit étre appliquée de
maniére compléte. Beaucoup d’autres documents sont des guides ou des lignes directrices. Ces
documents proposent des recommandations, mais ils peuvent étre appliqués de maniére partielle.
Méme lorsqu’il s’agit de normes, elles ne sont contraignantes que si une législation ou un référentiel
(eg. AFNOR et NF EN FDIS 16140-2 [266]) oblige dans un domaine spécifique a utiliser cette norme.
Aux Etats-Unis, la réglementation de la FDA, telles que les bonnes pratiques de laboratoire (BPL)
exige que les méthodes d'analyse soient validées avant et pendant I'utilisation en routine. Il n'y a pas
de réglementation spécifique sur les validations de méthodes, mais la FDA, ainsi que d'autres
organismes et groupes de travail de l'industrie ont élaboré des lignes directrices pour la validation des
méthodes.

En Europe, il existe plusieurs approches pour la validation des méthodes de dépistage des résidus de
médicaments vétérinaires. Les approches peuvent étre différentes en fonction du type de méthodes
(qualitatives ou quantitatives), mais aussi en fonction du cadre dans lequel la validation doit étre
réalisée (eg. cadre réglementaire, certification). Trois approches utilisées pour la validation de
méthodes pour le dépistage des résidus d’antibiotiques dans les aliments vont étre présentées. Nous
allons voir que deux grands types d’approche peuvent étre utilisés : une approche relative (par
comparaison de deux méthodes) et une approche absolue (une seule méthode).

3.2.1.1. La comparaison de méthodes :

Pourquoi valide-t-on les méthodes alternatives ? Le plus souvent, en microbiologie alimentaire, mais
aussi en résidus, les méthodes dites « de référence » sont des méthodes anciennes, longues et
parfois avec des limites de détection élevées. Les méthodes alternatives sont des méthodes plus
innovantes, le plus souvent commerciales, plus rapides et moins lourdes a mettre en place, parfois
automatisées. Le choix a été fait en microbiologie alimentaire de ne pas normaliser les méthodes
alternatives, ce qui représente un processus long (3-4 ans), mais de les valider en comparaison avec
la méthode de référence, validation réalisée par une tierce partie, en un a deux ans. En France,
I'approche par comparaison d’'une méthode alternative a une méthode de référence est préconisée
par I'Association Francaise de Normalisation (AFNOR) pour la certification des kits commerciaux en
microbiologie alimentaire et par extension pour les kits commerciaux pour le dépistage des résidus
d’antibiotiques et autres substances a effet antibactérien dans les denrées alimentaires issues des
animaux. Les études de validation pour obtenir la certification sont donc basées sur la norme EN NF
EN FDIS 16140-2 [266]. A ce jour, les systémes de certification AFNOR (France), MicroVal (NEN,
Pays-Bas) et NordVal (NMKL, pays nordiques) appliquent la norme NF EN FDIS 16140-2 [266].

En 2005, un référentiel spécifique aux antibiotiques a été rédigé au sein de ’TAFNOR par un groupe de
travail, auquel 'Anses Fougéres a participé [267]. Sur la base de I'ancienne norme ISO 16140 de
2003 [263], la validation d’'une méthode alternative a été définie comme la « démonstration selon

laquelle ladite méthode apporte un niveau de confiance approprié, sur le fait que les résultats obtenus

67



avec la MA sont comparables aux résultats obtenue avec la MR ». A cette date, le choix a été fait de
conserver le principe de base de la comparaison de méthodes et les caractéristiques de performance
a déterminer étaient similaires a celles de la norme. L’approche caractéristiques et critéres de
performance n'a pas été retenue. De plus, le référentiel pour les antibiotiques a aussi conservé les
deux grandes étapes d’une certification d’'un kit en microbiologie alimentaire: une étude préliminaire
(intra-laboratoire) et une étude collaborative (inter-laboratoires). Les essais mis en ceuvre dans le
cadre d’'une certification AFNOR sont réalisés par un laboratoire expert, indépendant, nommé par

'AFNOR. Cette approche est applicable aux méthodes qualitatives et quantitatives.

3.2.1.1.1.  Etude préliminaire

L’objectif de I'étude préliminaire est de caractériser la méthode alternative et de comparer les
performances de la méthode alternative avec celles d’'une méthode prise en référence (Figure 28).
Praticabilité du kit

La praticabilité du kit qui permet de juger de la possibilité et de la facilité d’utilisation du kit en routine.
Elle est déterminée suite a 'examen et au contréle de 13 critéres. Pour chacun de ces critéres le
mode de communication de ce criteére auprés de I'utilisateur et le mode de contr6le de ce critére ont
été définis. L’étude de praticabilité va consister a vérifier par exemple si le volume des réactifs fournis
est suffisant et s’ils sont préts a 'emploi ou non. La praticabilité est aussi liée a la nécessité ou non

d’avoir des instruments ou des locaux spécifiques pour mettre en ceuvre la méthode alternative.

Etude comparative de la méthode alternative et de la méthode de référence
Différentes caractéristiques vont étre déterminées a partir des essais suivants pour chacune des

méthodes, puis ces mémes essais vont permettre de comparer les deux méthodes.

Caractéristiques absolues pour chacune des méthodes

Limite de détection / taux de faux négatifs

Pour chacune des méthodes, la (ou les) limite(s) de détection est (ou sont) déterminée(s) aprés
'analyse de matériaux contaminés (artificiellement ou non) avec une (ou des) molécule(s) a activité
antibiotique & plusieurs niveaux de concentration. Le choix des analytes a valider ainsi que des
concentrations doit se faire avant de démarrer la validation, lors de la présentation du projet d’étude
préliminaire (Figure 29). Le choix est lié au type de méthode alternative, mais doit aussi tenir compte
de leur fréquence d’utilisation en médecine vétérinaire ou du risque de survenue sous la forme de
résidus dans la matrice concernée, si ces données sont connues. De plus, il faut veiller & respecter la
proportionnalité entre la taille de chaque famille et le nombre d’antibiotiques testés dans cette famille.
Le choix des concentrations doit se baser sur les limites réglementaires (eg. LMR) des différents
antibiotiques dans la matrice d’intérét, sur la (ou les) limite(s) de détection annoncée(s) par le
fournisseur de kits et/ou sur des études précédentes réalisées dans d'autres laboratoires si elles

existent.
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Figure 28. Caractéristiques de performance a déterminer lors de I’étude préliminaire.
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Figure 29. Construction du plan d’expérience pour la détermination de la spécificité et de la
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Les échantillons sont codifiés aléatoirement pour réaliser toutes les analyses en aveugle. Chaque
concentration d’antibiotique (pour une matrice) sera préparée en 5 exemplaires et chacun sera
analysé une fois par la méthode alternative et une fois par la méthode de référence.

La limite de détection correspond a la concentration la plus basse qui donne un résultat positif ou
douteux pour chacun des 5 réplicats des essais.

Le taux de faux négatifs est égal au nombre de résultats négatifs obtenus pour des échantillons
contaminés (faux-négatifs FN) divisé par le nombre total d’échantillons négatifs (ce méme nombre
plus le nombre d’échantillons blancs donnant un résultat négatif (vrai négatifs VN)) et multiplié par

100.

FN
FN+VN

Taux de faux négatifs = * 100 Equation n°1

Spécificité / taux de faux positifs

L’objectif de ces essais est de démontrer, pour chacune des méthodes, la capacité a garantir que des
échantillons donnant des résultats négatifs sont de vrais négatifs (exempt de résidus). Pour cela, 20
échantillons de matrice blanche (dépourvue de résidus d’antibiotiques ou autres substances a activité
antibactérienne) seront analysés en double par chacune des méthodes (Figure 29). Dans le cas ou le
spectre d’action du kit est limité a une famille d’antibiotiques, il faudra en plus préparer et analyser des
matrices blanches contenant des substances a activité antibiotique issue d’autres familles.

La spécificité correspond a la probabilité que la méthode donnera un résultat négatif pour un
échantillon blanc (reconnu exempt de substances a activité antibiotique ou contaminé avec des
substances qui ne sont pas détectées par cette méthode, si elle est spécifique d’'un antibiotique ou
d’une famille).

Le taux de faux positifs correspond au nombre de résultats positifs (faux-positifs FP) obtenus pour des
échantillons blancs divisé par le nombre total d’échantillons positifs (ce méme nombre plus le nombre
d’échantillons contaminés donnant un résultat positif (vrais positifs VP)) et multiplié par 100.

Taux de faux positifs = * 100 Equation n°2

FP+VP

Caractéristiques relatives

A partir de I'ensemble des résultats des essais présentés ci-dessus (matériaux contaminés et
matériaux blancs), la comparaison des performances des 2 méthodes va étre réalisée au moyen de
caractéristiques relatives. Le Tableau 14 présente la synthese des résultats des deux méthodes, qui

va permettre la comparaison.

71



Tableau 14. Couples de résultats des méthodes de référence et alternative.

Méthode de référence

Réponse .
positive (R+)
Méthode
alternative Accord positif +/+ (PA)

positive (A+)
Méthode

. Déviation négative +/-
alternative

négative (A-) (ND) (A-/R+)

Méthode de

référence négative
(R-)
Déviation positive -/+

(PD) (R-/A+)

Accord négatif -/-
(NA)
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L’accord positif (PA) et I'accord négatif (NA) correspondent a un résultat identique avec la MR et avec
la MA (positif et négatif respectivement). Une déviation positive (PD) est observée quand la méthode
alternative donne un résultat positif tandis que la méthode de référence donne un résultat négatif. Une
déviation positive devient un résultat faux positif quand on prouve que le résultat vrai est négatif. Une
déviation positive devient un vrai résultat positif quand on prouve que le résultat vrai est positif. Une

déviation négative (ND) est observée quand la méthode alternative donne un résultat négatif tandis

que la méthode de référence donne un résultat positif. Une déviation négative devient un résultat faux
négatif quand on prouve que le vrai résultat est positif. Une déviation négative devient un vrai résultat
négatif quand on prouve que le vrai résultat est négatif.

Trois caractéristiques relatives sont alors déterminées, a partir de ce tableau de contingence.

L’exactitude relative (AC) est définie comme le niveau de correspondance entre la réponse obtenue
avec la méthode de référence et la réponse obtenue avec la méthode alternative sur les mémes

échantillons.

__ PA+NA
=—

AC * 100 Equation n°3

La sensibilité relative (SE) est la capacité de la méthode alternative a détecter I'analyte quand la
méthode de référence le détecte.

SE = 22+ 100 Equation n°4
N+

La spécificité relative (SP) est la capacité de la méthode alternative a ne pas détecter I'analyte quand
la méthode de référence ne le détecte pas.

NA .
SP =——x100 Equation n°5
N-=-3
Ou: 'N = NA + PA + PD + ND : nombre total d’échantillons
2N- est le nombre total d’échantillons négatifs obtenus avec la méthode de référence (NA + PD)

SN+ est le nombre total d’échantillons positifs échantillons obtenus avec la méthode de référence (PA +
ND).

Ensuite, les intervalles de confiance (IC) sont calculés pour chaque pourcentage p de AC, de SE et de
SP et associés au nombre d’échantillons soumis a I'essai. Deux calculs différents sont proposés, en
fonction de la valeur de la caractéristique.

- Si 10% < p < 90%, l'intervalle de confiance bilatéral a 95% approximatif est calculé :

IC95% ~pF2*,p(1—p)/n Equation n°6
avec n=N, N+, N- respectivement pour p (%) = AC, SE, SP.
- Si p > 90%, la Limite de confiance inférieure (Low Confidence Limit LCL) a 95% (limite

unilatérale) est déterminée a partir de la table de la loi binomiale pour un n et un p donné.
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Examen des résultats discordants

Le test de Mc Nemar est utilisé afin de déterminer si les méthodes sont différentes ou non, en termes
de sensibilité et spécificité. Ce test permet de comparer deux échantillons appariés. Ici, les deux
échantillons représentent les résultats de chacune des deux méthodes.

Le nombre de résultats discordants Y entre les deux méthodes correspond a la somme des déviations

positive et négative (Y = PD + ND). Quand Y est inférieur a 6, aucun test statistique n’est disponible. A

l'inverse, quand les valeurs de PD et ND sont élevées et quasiment équivalentes, le test de Mc Nemar

ne peut montrer aucune différence statistique entre les 2 méthodes. Toutefois, le laboratoire expert
doit tenter d’expliquer les causes de ces valeurs de PD et ND élevées.

Ensuite, deux cas se présentent :

- Si 6 <Y <22, m est déterminée comme la plus petite des 2 valeurs de PD et ND. Pour une
valeur de Y donnée, un M = Max(m) avec a < 0.05 est déterminé a partir de la table de Ia loi
binomiale. Si m < M, les 2 méthodes sont différentes a a < 0.05 (bilatéral).

- SiY > 22, le test de McNemar avec la distribution de Chi deux pour 1 degré de liberté (ddl) est

appliqué.
2
' = d7, avecd = |PD—ND| Equation n°7
Pour un Y donné, d doit étre supérieur ou égal a la valeur donnée dans une table pour conclure que

les 2 méthodes sont différentes pour a < 0.05 (bilatéral).

3.2.1.1.2. Etude collaborative

Dans cette deuxieme phase, seule la méthode alternative (le kit) est mise en place par les laboratoires
participants. L’objectif de I'étude collaborative (ou EILV) est de déterminer la fidélité de la méthode,
dans des conditions de répétabilité et de reproductibilité inter-laboratoires (Figure 30). Comme nous
avons choisi dans cette thése de nous focaliser sur la validation intra-laboratoire, cette deuxiéme

phase de I'étude de validation d’'une méthode alternative ne sera pas développée ici.
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Figure 30. Participation de la répétabilité, de la fidélité intermédiaire et de la reproductibilité
dans la détermination de la fidélité.
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3.2.1.1.3.  Conclusions sur I'approche comparaison de méthodes

Nous n’avons trouvé aucun avantage a utiliser 'approche de validation par comparaison de méthodes

pour les méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques.

Quel que soit le domaine d’application des méthodes, I'inconvénient majeur de l'approche par

comparaison de méthodes est le suivant : la méthode alternative est caractérisée par comparaison

avec une autre méthode. Elle n’est donc pas caractérisée individuellement, et les probabilités d’erreur

de cette méthode (eg. risque B de produire des résultats faux-négatifs) ne sont pas déterminées.

Les inconvénients spécifiques au domaine des résidus de cette approche sont multiples :

il nexiste pas de méthodes normalisées, dites de référence, par opposition a la microbiologie
alimentaire. Le choix de la méthode de référence est donc fait par le laboratoire expert. En général,
la méthode de référence utilisée est la méthode officielle francaise, utilisée dans les plans de
contréle et plans de surveillance (PSPC) pour la matrice concernée. Le principe de la méthode de
référence est souvent différent de celui du kit, la préparation de I'’échantillon est parfois aussi
différente, ce qui complique la mise en place de I'étude comparative.

le probléeme se pose de I'obsolescence des méthodes de référence. L'évolution des méthodes
analytiques, y compris en dépistage, est continue ; nous I'avons vu avec les méthodes de type
biocapteurs. Ces méthodes dites alternatives sont de fait plus performantes que les MR. Le plus
souvent, la MA est plus performante que la MR. La détermination de caractéristiques de
performance relatives et donc le désaccord obtenu entre les deux méthodes peut pénaliser une
méthode alternative plus performante que la MR.

Aucun critére n’est fixé pour statuer sur la validation de la méthode en ce qui concerne la
détermination de la spécificité, de la sensibilité, du taux de faux-négatifs et du taux de faux-positifs
de la méthode alternative. La seule possibilité est de comparer ces paramétres déterminés pour la
MR avec ceux obtenus avec la MA. En outre, dans la pratique, pour le dépistage des résidus
d’antibiotiques, le laboratoire expert dans son rapport compare les parametres obtenus, soit avec
les criteres de performance réglementaires (eg. Taux de faux-négatifs inférieur ou égal a 5 % [13]),
soit avec les limites réglementaires européennes (eg. LMR).

Dans le domaine de la microbiologie alimentaire, si un kit est certifi¢ AFNOR, le laboratoire
utilisateur n’a pas besoin de le valider. Ce n’est pas le cas dans le domaine des résidus puisque le
protocole de validation de 'AFNOR est complétement différent des exigences de la décision
2002/657/CE [13] et du guide de validation Européen (2010) [256].

Aprés I'approche relative, basée sur la comparaison de méthodes, nous allons nous intéresser a

'approche absolue. Dans cette approche, la validation comporte deux étapes :

- Tout d’abord la caractérisation des performances de la méthode,
- Ensuite I'étape de validation proprement-dite, qui consiste a comparer les valeurs des
paramétres de performances obtenus pour les caractéristiques étudiées, aux criteres de

validation prédéterminés, soit de maniére globale (3.2.1.2.), soit critére par critére (3.2.1.3.).

76



3.2.1.2. L’approche globale : Ie profil d’exactitude :
L’approche globale consiste a déterminer une caractéristique de performance. Ensuite, la validité de la
méthode est statuée par rapport a un intervalle d’acceptabilité (eg. réglementaire). Une commission
de la Société Francaise des Sciences Techniques et Pharmaceutiques (SFSTP) a développé un
concept de validation basé sur 'erreur totale et le profil d’exactitude pour les méthodes quantitatives
[250-253, 268].
Le profil d’exactitude est un modeéle statistique utilisé pour valider des méthodes quantitatives.
En outre, une approche globale a été développée pour les méthodes qualitatives binaires. Elle est
fondée sur la probabilité de détection (POD). Cette approche a été présentée pour la premiere fois par
Wilrich en 2009 [269], puis Wehling en 2011 [270].

3.2.1.2.1. Le profil d’exactitude :

La caractéristique de performance pour cette approche est I'exactitude, c’est-a-dire la combinaison de
la justesse (erreur systématique) et de la fidélité (erreurs aléatoires). En utilisant les mesures de
répétabilité et de fidélité intermédiaire, le profil d’exactitude permet de calculer un intervalle ou sera
situé une proportion connue de mesures. Lorsque cet intervalle est comparé a un intervalle
d'acceptabilité défini par I'utilisateur ou réglementairement, il est possible de décider simplement si

une méthode est valide ou non [271].

a. Construction des plans d’expérience

Deux plans d’expérience sont construits (Tableau 15) :

- Un plan d’étalonnage (standards en solution et/ou en matrice), qui sert a estimer la fonction

de réponse de la méthode.

Le plan d’étalonnage n’est nécessaire que pour les méthodes indirectes, c’est-a-dire les méthodes
pour lesquelles un étalonnage préalable est nécessaire pour calculer les concentrations des
échantillons inconnus.

Pour réaliser le plan d’étalonnage, il faut définir les niveaux de concentration k’, le nombre de séries |
et le nombre de répétition par niveau J'. Le choix de ces différents paramétres doit s’approcher au
maximum des conditions des analyses de routine ultérieures. Le nombre k' peut étre différent du
nombre k du plan de validation et égal a 1 si on est siir que la droite passe par 0. Le nombre k’
dépend du type de fonction de réponse de la courbe d’étalonnage. Le modéle d’étalonnage le plus
souvent utilisé pour les méthodes de dépistage immunologiques (e.g. ELISA) est la fonction logistique
a 4 paramétres. Dans ce cas, le nombre de niveaux de concentration k’ pour le plan d’étalonnage est
de 5 niveaux minimum. Il est recommandé de prendre au moins un niveau de plus que le nombre de
parameétres de la fonction d’'étalonnage, afin d’avoir la meilleure estimation statistique des parameétres
de la fonction de réponse. Ensuite, il faut faire | séries de mesures. Enfin, pour chaque série, il faut
effectuer J' répétitions. Le nombre d’essais a réaliser pour le plan d’étalonnage est donc égal a I"J”*k’
essais.

- Un plan de validation (standards supplémentés dans la matrice), qui sert a déterminer les

caractéristiques de validation.
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Tableau 15. Construction des plans d’expérience (étalonnage et validation).

Plan d’étalonnage Plan de validation ‘
Niveaux de concentration k’ niveaux, nombre k’ = 1 k niveaux, k 2 3
. | séries réparties sur | jours, | séries réparties sur | jours,
Nombre de séries
nombre | = 3 nombre | =23

J’ répétitions, nombre
. recommandé J' 2 2, au J répétitions, nombre J = 2,
Nombre de répétitions . i .
choix pour chaque étalon et constant pour chaque série

pour chaque série

Nombre total d’essais I*J*k’ essais I*J*k essais
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Pour réaliser le plan de validation, il faut d’abord choisir les niveaux de concentration a valider et qui
vont couvrir le domaine d’application de la méthode. Ensuite, il faut faire des séries de mesures et
pour chaque série, il faut effectuer des répétitions. Ensuite, il faut faire | séries de mesures, autant que
pour le plan d’étalonnage. Enfin, pour chaque série, il faut effectuer J répétitions. Ce nombre J peut
étre différent du nombre J’ du plan d’étalonnage.

Le nombre d’essais a réaliser pour le plan de validation est donc égal a I"J*k essais. Plus le nombre
d’essais est élevé, plus la confiance statistique dans I'estimation des critéres de validation est élevée.
De méme, plus le nombre d’essais est élevé, plus les intervalles de tolérance sont diminués et plus la
confiance dans les résultats de la validation augmente.

Les essais de validation doivent étre réalisés les mémes jours que les essais d’étalonnage, afin
d'utiliser les fonctions de réponse correspondantes. De plus, toutes les mesures doivent étre réalisées

dans des conditions de fidélité intermédiaire ou de répétabilité.

b. Modele d’étalonnage et construction du profil d’exactitude

Les résultats bruts sont utilisés pour choisir le modéle d’étalonnage optimal et construire le profil
d’exactitude.

- Choix du modele d’étalonnage :

Les parameétres du modele d’étalonnage sont estimés pour chaque série I, en représentant
graphiquement la réponse instrumentale Y en fonction des concentrations des standards x. Le calcul
des estimations des paramétres du modéle d’étalonnage peut étre basé sur différentes techniques
statistiques (eg. régression par la méthode des moindres carrés). Le modele d’étalonnage doit étre le
méme pour toutes les séries |, mais les paramétres estimés peuvent étre différents (inter-séries =
inter-jours).

A partir des résultats du plan d’étalonnage, il est possible de tester plusieurs modéles d’étalonnage et

donc de construire plusieurs profils d’exactitude pour les mémes données [272]. Le choix du modéle le
plus adapté est réalisé a partir des indices suivants : indice d’exactitude (accuracy) I, indice de fidélité
(precision) lp, indice d’'intervalle de dosage (dosing range) Ipgr et indice de justesse (trueness) Ir. Le
critere appliqué aux indices est le suivant : plus l'indice est proche de 1, plus le modéle est adapté
pour cette caractéristique. Ce modéle optimal n'est pas forcément le modéle classiquement utilisé
pour ce type de méthodes.

A partir des données du plan de validation dans la matrice, il faut calculer les concentrations prédites

inverses z (ou concentrations retrouvées), pour chaque série |, a partir du modeéle d’étalonnage

correspondant. Pour cela, la fonction inverse du modéle d’'étalonnage est utilisée.

- Construction du profil d’exactitude :

Pour construire le profil d’exactitude, il faut tout d’abord fixer les objectifs de la méthode :
e Les limites de tolérance (%) sont liées a la proportion B. Cette proportion est fixée
arbitrairement, généralement entre 80 et 95 %, en fonction du champ d’application de la
méthode. Elle correspond au pourcentage de résultats qui seront compris en moyenne dans

I'intervalle de tolérance calculé.
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e Les limites d’acceptabilité (+ A) correspondent aux performances exigées pour la méthode.
Elles sont fixées en fonction de l'utilisation prévue en routine (eg. limites réglementaires (eg.
criteres de justesse dans la décision 2002/657/CE [13]), demande d’un client), parfois en
fonction du niveau de concentration. Elles sont exprimées dans la méme unité que le
mesurande et encadrent la valeur de référence ; elles permettent de délimiter l'intervalle de
dosage.

Ensuite, les calculs de justesse (biais ou recouvrement) et de fidélité sont réalisés, a partir des

concentrations retrouvées z, par niveau de concentration k, pour chaque modéle d’étalonnage qui va

étre testé.
Justesse

La justesse peut étre exprimée sous la forme d’un critére, au choix parmi les critéres suivants :

B|a|S abSOlU . bijk = Zijk - xijk Equat/on n08
Biais relatif : by, % = 2 4 100 Equation n°9
ijk
Recouvrement : Z_‘—”‘ * 100 Equation n°10

Xk
Le biais permet d’estimer I'erreur systématique de mesure (ou la différence systématique entre la
valeur assignée quantitative et la moyenne des résultats de mesure de réplicats) [265]. Le biais
(absolu et relatif) doit étre proche de zéro, alors que le recouvrement doit étre proche de 100%.
Fidélite
Les écart-type de répétabilité (Sy,), inter-séries (Skg) et de fidélité intermédiaire (Sg|) sont calculés pour
chaque niveau de concentration k, de fagon indépendante.

Skrt = VS kr + S kp) Equation n° 11

Intervalle de tolérance

B est la proportion du contenu de l'intervalle de tolérance. Si B est égal a 80%, un résultat sur cinq
risque d’étre en dehors de l'intervalle de tolérance. La valeur de 8 est généralement choisie entre 80
% et 95 %. Si B est égal & 95%, un résultat sur vingt risque d’étre en dehors de l'intervalle de
tolérance. Quand B diminue, il y aura plus de chances d’avoir des mesures a I'extérieur des intervalles
de tolérance.

L’intervalle de tolérance est un intervalle symétrique autour de la concentration moyenne retrouvée Z,
pour chaque niveau de concentration k. Pour chaque niveau, il faut calculer les limites basses et

hautes de I'intervalle de tolérance.
Limite de tolérance basse : = Z — ko1 * SiT Equation n°12
Limite de tolérance haute : = Z + k.o * Si Equation n°13

ki €st le facteur de couverture de lintervalle de tolérance. Il est déterminé en fonction du seuil de

tolérance B et du nombre de degrés de liberté (ddl).

kior =t 14 Equation n°14
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t 1p est déterminé a partir de la table de Student, pour v ddl.
'2

Le nombre de ddl est déterminé grace a I'équation de Satterthwaite [273], qui prend en compte le
nombre de répétitions J, le nombre de séries | et le nombre R, qui est le rapport entre la variance
inter-séries (inter-jours S2%g) et la variance de répétabilité (intra-jour S?).

S?
S

"

R =

Equation n°15

<

R reflete I'effet de la série (jour). Si la série n’a pas ou peu d’influence sur le résultat, R sera proche de
1. Par contre, si la série a un effet important, R sera élevé et le nombre de ddl diminuera. Dans ce
cas, l'intervalle de tolérance sera élargi. Donc, la méthode aura moins de chance d’étre valide.

L'impact de 'augmentation du R sur 'augmentation de lintervalle de tolérance va diminuer si on
augmente le nombre de séries |. Le Tableau 9 dans la norme V03/110 montre l'influence du nombre

d’essais et de R sur la largeur de l'intervalle de tolérance (pour un (3 fixe de 80%) [246].

L’écart-type de I'intervalle de tolérance est calculé avec les équations suivantes :

1 ; o
Sir = Spp * ’1 +m, Equation n°16

R+1
J*R+1

avec B = Equation n°17

L'intervalle de tolérance est lié a l'écart-type de répétabilité et de fidélité intermédiaire. Moins la
répétabilité et la fidélité intermédiaire sont bonnes (écarts-type faibles), plus I'intervalle de tolérance va
augmenter et donc moins la méthode aura de chance d’étre valide. De plus, lintervalle de tolérance

va augmenter si le facteur B diminue, c’est-a-dire plus on augmente le nombre de répétitions J.

Intervalle d’acceptabilité

L'intervalle d’acceptabilité est représenté sur le profil d’exactitude, avec une limite inférieure et une

limite supérieure.

c. Interprétation du profil d’exactitude

Le profil d’exactitude est une représentation graphique des concentrations de référence moyennes
(concentrations théoriques) en abscisse, des taux de recouvrement moyens (ou biais relatif), des
limites de tolérance relatives (basses et hautes) et des limites d’acceptabilité relatives (basses et
hautes) en ordonnées. La Figure 31a présente un profil d’exactitude.

L’interprétation des résultats du profil d’exactitude se fait en fonction des objectifs fixés au départ,
concernant la proportionB et les limites d’acceptabilit¢é +A. Dans notre domaine des résidus
d’antibiotiques, les limites d’acceptabilité sont fixées par la décision européenne 2002/657/CE [13]. En
effet, les critéres de justesse minimale sont fixés dans un tableau de cette décision, en fonction de la

concentration.
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Figure 31. Profil d’exactitude extrait de la publication de Hubert et al. [253].
31a. Profil d’exactitude avec un biais.
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31b. Représentation graphique de z=f(x) pour le calcul du facteur de correction.
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31c. Profil d’exactitude corrigé, a partir de celui du 30a.
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La représentation graphique du profil permet une interprétation visuelle dans un premier temps.

La validité de la méthode va étre déterminée en fonction des limites de tolérance et des limites
d’acceptabilité.

- Pour conclure que la méthode est valide, la majeure partie des intervalles de tolérance doit étre
compris dans l'intervalle d’acceptabilité. Le domaine de validité de la méthode correspond au domaine
dans lequel la proportion de résultats acceptables est au moins égale a 3. La partie qui est comprise
dans lintervalle d’acceptabilité correspond a [lintervalle de dosage. De plus, une limite de
quantification (LOQ) basse et une limite de quantification haute vont pouvoir étre dérivées du profil
d’exactitude. La LOQ basse correspond a la borne inférieure du domaine de validité et la LOQ haute a
la borne supérieure du domaine de validité.

- Dans le cas contraire (la majeure partie des intervalles de tolérance n’est pas compris dans
lintervalle d’acceptabilité), la méthode n’est pas valide. Par exemple, la méthode dont le profil
d’exactitude est représenté dans la Figure 31a n’est pas valide ; elle présente un biais systématique.
Ce manque de justesse (biais), par exemple di a un effet matrice, peut étre corrigé, en appliquant un
facteur de correction. En fait, l'effet matrice aura déja été détecté pendant la phase de
développement. Dans ce cas, il faudra réaliser deux plans de validation, a partir d’échantillons
indépendants. Le premier plan servira a calculer le facteur de correction, facteur qui sera appliqué au
deuxieme plan. Pour calculer ce facteur de correction, une droite est tracée, en mettant la
concentration ajoutée en abscisse et la concentration retrouvée (calculée) en ordonnée (Figure 31b).
Le facteur de correction est égal a I'inverse de la pente de cette droite. Ce facteur de correction va
étre appliqué pour tracer un nouveau profil d’exactitude et sera aussi appliqué pour les analyses de
routine (Figure 31c¢).

Le profil d’exactitude va permettre de choisir le modele d’étalonnage optimal, qui pourra étre choisi
ensuite pour I'application de la méthode en routine. De plus, il peut permettre d’identifier des points
aberrants. Toutefois, un grand nombre de valeurs aberrantes est le signe que la méthode n’est pas
satisfaisante. Elle devrait étre ré-optimisée et revalidée ou abandonnée.

Le profil d’exactitude permet de choisir des points de contréle (contrble qualité) pertinents pour suivre
les performances de la méthode en routine, par exemple en utilisant une carte de controle.

En outre, l'incertitude de mesure peut étre dérivée du profil d’exactitude, a partir de I'écart -type de
l'intervalle de tolérance Sir, [246].

Le profil d’exactitude peut s’appliquer a différents types de méthodes quantitatives : méthode CL-
SM/SM [274, 275], PCR quantitative [276], comptage bactérien par une méthode microbiologique
[277], biocapteur optique [278]. Dans ce dernier article, les conclusions de I'approche globale ont pu
étre comparées avec celles de I'approche conventionnelle critére par critére que nous avions aussi
publiée [163]. En résume, les parameétres de fidélité et de justesse étaient similaires pour le méme
modele (logistique a 5 paramétres) et les conclusions identiques. Le meilleur modéle aprés analyse
des différents critéres la, Ipr, lp et |t était le modéle quadratigue pondéré (1/X2), alors que
classiquement, pour les méthodes immunologiques, les modeéles utilisés sont le modéle logistique a 4
ou 5 parametres. Toutefois, la méthode était valide avec le modéle classiquement utilisé et intégré

dans le logiciel du systéme biocapteur.
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La norme NF EN ISO 16140 de 2003 [263] a été révisée et est remplacée par une nouvelle version
NF EN FDIS ISO 16140-1 et NF EN FDIS ISO-16140-2 [265, 266]. Cette nouvelle version apporte une
approche plus statistique de I'exploitation des résultats. A présent, I'approche relative par critére est

combinée avec I'approche relative globale appelée probabilité de détection (POD).

3.2.1.2.2. La POD:

La probabilité de détection POD (Probability of detection) est un modele statistique utilisé pour valider
des méthodes qualitatives. Cette approche POD a été présentée pour la premiere fois par Wilrich en
2009 [269], puis par Wehling [270]. Cette approche est a présent intégrée dans la derniére version de
la norme NF EN FDIS 16140-2 [266].
L’approche globale permet de combiner 4 caractéristiques (sensibilité, spécificité, faux-positifs et faux-
négatifs) en une seule, la POD.
Le premier objectif de la POD était d’harmoniser les approches de validation entre les méthodes
qualitatives et quantitatives. Comme le profil d’exactitude, ce modéle permet :

- de réaliser une représentation graphigue de la réponse de la méthode,

- de comparer les résultats d’'une méthode alternative avec ceux d’'une méthode de référence,

- de s’appliquer aussi bien a une validation intra-laboratoire qu’a une validation inter-

laboratoires (étude collaborative),

- et de calculer la fidélité d'une méthode lors d’une étude collaborative.
Le deuxieme objectif était de pouvoir valider une méthode qualitative, sans obligatoirement se
comparer a une méthode de référence. En effet, 'approche statistique préconisée dans I''SO 16140
(2003) [263] exigeait la mise en place d’'une MR pour comparer la MA. Cette exigence posait
probléme dans le domaine de la microbiologie alimentaire (eg. quand aucune MR n’existe), mais aussi
dans le domaine des résidus d’antibiotiques, comme nous I'avons observé plus haut (chapitre
3.2.1.1.). Au niveau des lignes directrices de 'AOAC, ce méme probléme se posait puisque le cas des
méthodes pour lesquelles aucune méthode de référence n’existait n’était pas traité non plus [270]. En
outre, les tests statistiques classiques n’étaient pas adaptés dans le cas de méthodes non appariées,
c’est-a-dire que le protocole d’enrichissement de I'échantillon est différent entre la MA et la MR. Ce
modele a été développé pour étre applicable aussi bien aux méthodes (ou analytes) chimiques que

biologiques.
a. Leprincipe de la POD

La POD est une probabilité conditionnelle, avec la concentration en analyte ou en bactéries comme
variable conditionnelle. La POD est définie comme « la proportion de résultats analytiues positifs

pour une méthode qualitative sur une matrice donnée a une concentration en analyte ou a un niveau
d’analyte donné » (NF EN FDIS 16140-2) [266]. Cette probabilité est assimilable a la concentration
moyenne calculée pour une méthode quantitative. La POD est concentration dépendante. Plus les
concentrations sont faibles, plus la probabilité est proche de zéro. A linverse, plus les concentrations

sont élevées, plus la probabilité est proche de 1.
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Figure 32. Les deux modeles théoriques de courbes de POD (Wehling et al. [270]).
Figure 31a. Courbe POD pour une méthode microbiologique (loi de Poisson).
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Figure 31b. Courbe POD pour une méthode qui utilise une valeur seuil (eg. ELISA).
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Deux modeles théoriques de courbes de POD existent [270]:

- un pour les méthodes microbiologiques (avec une distribution selon la loi de Poisson) (Figure
32a),

- un pour les méthodes de type ELISA, pour lesquels une valeur seuil est fixée pour transformer les
résultats quantitatifs (densités optiques) en variables qualitatives (+/-) (avec une distribution
normale) (Figure 32b).

La variance de la POD va étre liée aux concentrations en analyte, comme c’est le cas pour les

méthodes quantitatives. En effet, quand la POD est proche de 0 ou de 1, la variabilité va diminuer. Par

contre, dans lintervalle de POD compris entre 0.15 et 0.85, la variabilité sera plus forte. Cette
variabilité est corrélée a la variabilité entre les portions tests, mais aussi a la variabilité de la méthode

dans certains intervalles de concentration. Le maximum de la variabilité sera observé pour POD = 0.5.

D’aprés Wehling et al. [270], I'écart-type de reproductibilité sera trés proche de .

Les formules de calculs pour les intervalles de confiance a 95 % sont différentes en fonction du

nombre de résultats positifs. Trois cas sont présentés dans la publication de Wehling et al. :

x=0, x=N et 0<x<N ou N est le nombre total d’échantillons testés par niveau.

Dans cette approche, les intervalles de confiance sont représentés sous la forme de barres d’erreur,

représentées sur le graphique de POD, pour chaque niveau de concentration (Figure 33).

De plus, d’autres parametres de validation peuvent étre estimés a partir de la POD, par exemple une

limite de détection (LOD) associée a une probabilité de détection. Par exemple, la LOD50 correspond

a la concentration pour laquelle la POD est égale a 50 %.

b. Le protocole AOAC

Selon le protocole AOAC, il faut plus de réplicats pour valider une méthode qualitative que pour
valider une méthode quantitative, mais I'approche reste la méme [279]. En outre, valider une méthode
qualitative, en utilisant des statistiques quantitatives, permettrait d’estimer les performances de la
méthode avec moins de réplicats. Toutefois, aucune de ses deux affirmations n’est expliquée ou
justifiée par une référence a un autre document.

Le protocole AOAC propose d’utiliser la POD, que ce soit pour une comparaison de méthodes ou pour
valider une méthode dans I'absolu. Le choix du nombre de niveaux de concentration et du nombre de
réplicats par niveau est crucial pour estimer au mieux le modéle de la courbe POD-concentration.
Dans le protocole AOAC, il est conseillé de tester au moins 3 concentrations, avec un niveau trés bas
(ou absence d’analyte : un blanc) qui va donner une POD trés basse, un niveau trés élevé qui va
donner une POD proche de 1, et enfin une concentration intermédiaire (entre 0.25 et 0.75 POD) [279].
Le nombre de niveaux peut étre augmenté, pour accroitre la confiance dans la détermination de la
LOD. Dans certains cas, le nombre de niveaux peut étre réduit a deux. De plus, il est possible
d’analyser plus de réplicats a une concentration d’intérét qu’aux autres concentrations, pour focaliser

I'intervalle de confiance sur celle-ci.
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Figure 33. Courbe POD pour un test imunochromatographique pour la détection du gluten

dans le pain [280].
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Enfin, pour comparer deux méthodes (MA/MR), il vaut mieux se focaliser sur la région marginale
(0.25-0.75), car c’est la que la probabilité d’observer des différences entre les deux méthodes est la
plus élevée. Pour comparer deux méthodes ou une méthode avec une valeur de référence (eg.
matériau de référence certifié), la différence entre les deux POD (dPOD) est calculée, ce qui
s’apparente a calculer le biais entre deux méthodes quantitatives. Si l'intervalle de confiance de la
dPOD ne contient pas le zéro, alors la différence entre les deux méthodes est significative au niveau
5%.

Un exemple d’application a la validation d’'un test imunochromatographique commercial pour la
détection du gluten dans le pain est présenté dans la Figure 33, validé selon le protocole AOAC.

¢. LanormeNFEN FDIS 16140-2

Dans le protocole de la norme NF EN FDIS 16140-2, le principe de la comparaison de méthodes n’a
pas changé par rapport a I'ancienne version de la norme et il n’est pas possible de valider la méthode
alternative seule [266]. |l est recommandé de tester au moins 3 niveaux de concentration par type
d’aliment, au moins un négatif, un niveau bas (niveau de détection théorique) et un niveau supérieur
(légérement supérieur au niveau de détection théorique). Le niveau bas doit pouvoir donner des
résultats positifs et négatifs avec au moins une des deux méthodes. Au moins 5 réplicats doivent étre
analysés pour le témoin négatif et au niveau supérieur et au moins 20 répétitions au niveau bas
(niveau de détection théorique).

Si la limite de détection attendue de la méthode alternative est beaucoup plus basse que celle de la
méthode de référence, le niveau bas doit cibler la LOD de la méthode de référence, ce qui signifie que

la LOD de la méthode alternative est sous-estimée.

La limite de détection relative la RLOD va étre calculée comme suit :

LODg;¢

RLOD = 7oett

Equation n°18

Les RLOD peuvent étre déterminés a partir d’'un modéle statistique logarithme-logarithme
complémentaire (LLC). Pour ce calcul, les valeurs de contaminations des échantillons ne sont pas
nécessaires. Le graphique de la POD va représenter la probabilité de détection en fonction du

logarithme de la concentration (niveau de contamination).

3.2.1.2.3. Conclusions sur I'approche globale
Les avantages majeurs de I'approche globale, communs au profil d’exactitude et a la POD, sont :
- I'harmonisation des concepts statistiques entre méthodes quantitatives et meéthodes
qualitatives,
- un outil de représentation graphique des courbes de réponse des méthodes quantitatives et
méthodes qualitatives,

- un outil de prise de décision graphique pour statuer sur la validité de la méthode,
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la prise en compte la totalité des processus de la méthode, comme cela se passera en
routine,

la combinaison de la détermination des caractéristiques de performance qui facilite la prise de
décision sur la validité de la méthode. Il n’y a pas de risque d’avoir des conclusions opposées
puisque tout est regroupé en un seul parametre.

des outils de calcul sous forme de classeurs Excel, libres d'emploi, proposés pour le
traitement des données de validation selon le profil d'exactitude et selon la POD, dans les
normes V03-110 [246] et NF EN FDIS 16140-2 [266], et des logiciels commerciaux (eg. e-
noval®, Prolab®, Statgraphics centurion® (Sigma Plus), SOS Stat VPAQ®, etc).

des méthodes simples et qui ne demandent pas de connaissances poussées en statistiques
pour utiliser les outils,

lapplication possible, aussi bien a une méthode seule (approche absolue), qu’a une
comparaison de méthodes (approche relative) (norme V03-110 [246], NF EN FDIS 16140-2
[266]).

I'application possible en intra-laboratoire, mais aussi en inter-laboratoires.

Les avantages spécifiques du profil d’exactitude sont les suivants :

combiner deux exigences de la norme NF EN ISO/CEl 17025, c’est-a-dire valider une
méthode selon des critéres de performance, mais aussi déterminer l'incertitude de la mesure,
mettre en évidence les effets matrices et possibilité d’appliquer un facteur de correction pour
les analyses en routine,

identifier les points critiques de la méthode,

sélectionner les QC pour la routine,

La fonction d’étalonnage peut étre non linéaire (eg. logistique, quadratique, etc), comme dans
la décision 2002/657/CE.

Le profil d’exactitude est un outil de prédiction pour la réalisation des mesures en routine,
mais également un outil de diagnostic des sources d’erreurs a contréler en routine.
L’approche globale du profil d’exactitude peut s’appliquer aux méthodes de comptage des
bactéries, mais aussi aux méthodes de PCR quantitative.

Transfert de la méthode en routine : carte de contréle ou revalider partiellement avec un plan
d’expérience a une concentration.

dériver le profil d’'incertitude a partir du profil d’exactitude [281].

Feinberg et al. ont illustré l'intérét d'utiliser I'approche globale par rapport a I'approche individuelle

classique, en représentant des résultats identiques, sur lesquels les critéres de chaque approche sont

appliqués (Figure 34) [271]. Les conclusions de la méthode classique peuvent étre opposées car les

caractéristiques sont validées individuellement. En effet, les deux méthodes présentées possédent la

méme justesse, mais une fidélité différente. La méthode de gauche sur la figure présente un biais,

mais une bonne fidélité, alors que la méthode de droite est juste, mais présente une fidélité faible.
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Figure 34. Comparaison de I’'approche classique de validation et de I"approche globale
du profil d’exactitude (Feinberg et al. 2007) [271].
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Cette figure met en évidence le fait que les conclusions de I'approche globale, grace aux intervalles
d’acceptabilité, sont simples a établir. Seule la méthode de gauche est valide, en fonction des limites
d’acceptabilité fixées. Avec I'approche classique, comme la fidélité est bonne a gauche, il semble que
la méthode est valide. Toutefois, les critéres de justesse doivent étre appliqués pour conclure sur la
validité de la méthode. Pour la méthode de droite, la justesse est bonne, mais la fidélité est faible. Il
est plus difficile de conclure sur la validité de la méthode, en prenant les caractéristiques

individuellement. Chacune des caractéristiques doit étre comparée a un critére de performance.

Les avantages spécifiques de la POD sont :

- La POD permet de déterminer plusieurs caractéristiques : les taux de faux-positifs et faux-
négatifs, la sensibilité et la spécificité, la LOD et le cut-off.

- La LOD peut étre déterminée pour différentes probabilités de résultats positifs, par exemple la
LODs; ou la LODgs.

- L’estimation de la fonction POD intégre des intervalles de confiance pour les caractéristiques
estimées.

- Le niveau de confiance de lintervalle de confiance de la LOD50% est égal au niveau de
confiance choisi de 95%.

- Un effet matrice peut étre visualisé grace a la POD.

En raison de ces nombreux avantages, le modéle statistique de la POD est a présent intégré a la
norme NF EN FDIS 16140-2-2 par exemple pour I'analyse des données des méthodes qualitatives en
microbiologie alimentaire lors de I'étude préliminaire et lors de I'étude collaborative. La LOD50 est
déterminée dans le cadre de la norme NF EN FDIS 16140-2-2 (2013). Des liens avec modéles de
feuilles de calcul Excel sont intégrées dans la nouvelle norme NF EN FDIS 16140-2 [266]. Pourtant, la
norme NF EN FDIS 16140-2 conserve l'approche classique des caractéristiques de performance
relatives (sensibilité et spécificité relative).

En outre, cette approche est aussi intégrée depuis 2014 aux lignes directrices de 'AOAC pour la
validation des méthodes chimiques qualitatives [279]. Dans ce cadre, une validation d’'une méthode
alternative de microbiologie alimentaire (méthode PCR qualitative) [282] et une méthode alternative
pour la détection du gluten, un test imunochromatographique en bandelettes, qui est trés similaire sur
le principe aux tests en bandelettes pour les antibiotiques [280] ont été publiées. A ce jour, aucune
publication n’a été trouvée mettant en place I'approche POD pour la validation de méthodes de
dépistage des antibiotiques dans les aliments, sans doute car depuis il n'y a pas eu de nouvelle
demande de certification ou de demande de modification d’un kit déja certifié.

Toutefois, lintérét de cette approche explique son développement dans cette these. Ce modele
pourrait potentiellement s’appliquer aux méthodes microbiologiques ou immunologiques (eg. ELISA)
de dépistage des résidus d’antibiotiques. Dans ce cas, I'exigence serait que la POD soit au minimum
égale a 95 % pour une concentration cible inférieure ou égale a la limite réglementaire (eg. LMR). En
effet, la décision 2002/657/CE exige que l'erreur beta soit inférieure ou égale a 5 % a la LMR ou en

dessous.
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Le premier inconvénient du profil d’exactitude est que les conclusions sur la validité de la méthode
dépendent des critéres fixés B et A. Or le choix de ces deux paramétres peut se révéler compliqué.
Dans certains domaines, il n'existe pas de criteres réglementaires pour fixer 3 et A. Dans le domaine
des résidus d’antibiotiques, A est un critere réglementaire en relation avec la décision européenne
2002/657/CE, mais B n’est pas fixé réglementairement. L’expérience de I'analyste en fonction du type
de méthode doit permettre de fixer le critere . Méme si A est un critére réglementaire, des valeurs
minimales et maximales sont fixées pour la justesse et la fidélité dans la décision 2002/657/CE, mais
aucune valeur pour I'exactitude. La pratique courante est de sommer les valeurs de justesse et de
fidélité pour calculer A, puisque I'exactitude est la combinaison de la justesse et de la fidélité.

Le deuxieme inconvénient de cette approche est que I'optimisation de la fonction de réponse, c’est-a-
dire le choix du modéle d’étalonnage le plus adapté ne peut se faire qu'avec un logiciel de traitement
des données. Donc, sans logiciel adapté, la fonction de réponse utilisée ne sera peut-étre pas
optimale et cela aura une influence sur le profil d’exactitude et la validité de la méthode.

L’inconvénient majeur de la POD est que la charge de travail est importante, en regard du nombre de
niveaux de concentrations par antibiotique a valider et du nombre de réplicats par niveau, nécessaires
pour avoir une confiance raisonnable dans le modéle. Quand la méthode recherche un germe par
exemple, méme si les matrices alimentaires doivent étre variées, cela équivaut a valider un seul
antibiotique. Alors que les méthodes de dépistage microbiologique et multiplex de type biocapteurs
sont capables de détecter des dizaines d’antibiotiques différents.

Uhlig et al. ont critiqué I'approche proposée par Wilrich et al. [269] et par Wehling et al. [270] dans le
cadre d’'une étude inter-laboratoires [283]. D’aprés eux, les variances ne sont pas homogénes entre
les laboratoires et donc l'analyse de variance (ANOVA) ne peut pas étre réalisée puisque
'homogénéité des variances est un pré-requis pour TANOVA. Wheling ne parle de ce probleme et
Wilrich a proposé une approche pour éliminer ce probleme. D’aprés Uhlig et al., I'écart-type de
reproductibilité ne peut permettre d’évaluer la performance d’'une méthode qualitative dans le cadre
d’une étude collaborative. Quant a I'écart-type inter-laboratoires, il semble présenter des limites. Cette

équipe propose une autre approche.
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3.2.1.3. Les approches critere par critere :
Les différentes étapes de la validation suivant I'approche critére par critére sont présentées dans la
Figure 35. L'approche appelée critere par critére est une approche qui nécessite la détermination
d’'une caractéristique de performance a la fois. De plus, l'interprétation des résultats est individualisée,
caractéristique par caractéristique. Des criteres de validation différents sont appliqués sur chacune
des caractéristiques calculées. Le but de la validation est de démontrer que la méthode analytique est
conforme aux critéres applicables pour les caractéristiques de performance appropriées.

3.2.1.3.3. Les approches critére par critére en fonction de la réglementation :

Deux grands types d’approche vont étre discutés : la validation AOAC, qui représente I'approche des
Etats-Unis et la validation suivant la réglementation européenne (Figure 36). Ensuite, les
caractéristiques de performance a déterminer ainsi que les critéres d’acceptabilité seront présentés.

Certaines caractéristiques et critéres peuvent varier en fonction de I'approche.

a. Lavalidation AOAC

La validation selon les principes et procédures de ’AOAC permet d’obtenir la certification AOAC pour
une méthode. Ces études suivent les exigences du AOAC Research Institute et de I'administration
américaine (U.S. Food and Drug Administration (FDA)). Les études de validation AOAC sont basées
sur une approche par comparaison entre une méthode alternative et une méthode de référence dans
le domaine de la microbiologie alimentaire [284, 285]. Par contre, dans le domaine des kits pour le
dépistage de résidus d’antibiotiques, toutes les validations sont réalisées selon une approche absolue,
critere par critére, basée uniqguement sur la méthode alternative. Seule I'étude de I'effet matrice peut
faire intervenir une méthode de référence, si elle est disponible.

Trois cas de figures ont été trouvés dans la littérature concernant I'organisation de la validation AOAC
pour des méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques :

- Soit toute I'étude de validation a été réalisée entiérement par un laboratoire indépendant [23],

- Soit la majeure partie de I'étude a été réalisée par un laboratoire indépendant, mais I'étude de
robustesse a éteé réalisée par le laboratoire du fabricant [286, 287],

- Soit une partie de la validation a été réalisée par le laboratoire d’origine (ou développeur) et le
reste de la validation par un laboratoire indépendant [288, 289]. Le protocole de I'étude de
validation indépendante, dans ce cas, est destiné a vérifier les performances déclarées de la
méthode, dans des conditions contrdlées en laboratoire et a caractériser la méthode dans les
conditions d'utilisation prévues.

Au final, le laboratoire développeur rédige un rapport synthétisant les résultats des deux études de
validation. Ce rapport de validation est évalué par des pairs (un expert et deux rapporteurs), qui
décident ou non d’accorder la certification AOAC. La certification est accordée si :

- les résultats de I'étude de validation réalisée par le laboratoire développeur sont en accord
avec les performances revendiquées dans la notice du kit,

- les résultats de l'étude de validation indépendante confirment les résultats de I'étude de
validation du laboratoire développeur, dans les limites statistiques fixées dans le protocole

d’étude de validation.
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Figure 35. Les différentes étapes de la validation suivant I’approche critére par critére.

Si méthode valide, utilisation en routine :
- controles qualité

Figure 36. Les deux approches critére par critére en fonction de la réglementation.
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- les résultats permettent de conclure que le kit a des performances similaires ou meilleures
que la méthode de référence appropriée (le cas échéant),
- les résultats sont conformes aux critéres d'acceptation figurant dans les protocoles d’étude de
validation,
- les résultats répondent aux exigences minimales de performance (si elles existent).
Le rapport d'étude de validation approuvé par les pairs doit étre soumis a 'AOAC pour publication
dans le Journal 'AOAC INTERNATIONAL. La méthode obtient alors la certification « Performance
Tested Method » (PTM). Cette méthode peut ensuite étre utilisée aux Etats-Unis dans le cadre des

controles officiels.

b. La décision européenne 93/256/CE

En Europe, la réglementation concernant les exigences de validation est différente. La validation des
méthodes d'analyse pour le dépistage et la confirmation des médicaments vétérinaires et des
contaminants dans les aliments d'origine animale était décrite dans la décision 93/256/CE de la
Commission du 14 avril 1993 arrétant les méthodes a utiliser pour la recherche de résidus de
substances a effet hormonal et de substances a effet thyréostatique [290].

Les exigences concernant les méthodes de dépistage étaient trés faibles dans cette décision. En
effet, il était écrit : « |l n'est pas possible de fixer des exigences pour les méthodes de dépistage. Leur
principale qualité réside dans le fait que l'incidence des faux résultats négatifs doit étre la plus faible
possible ». Cette décision contenait trés peu d’information sur la fagon de déterminer les
caractéristiques de performance, telles que la spécificité. Il y avait trés peu d’exigences a respecter
dans le protocole de validation, en dehors d’'un nombre minimal de blancs a analyser pour calculer la

limite de détection.

Les premiéres validations de méthodes immunologiques suivant la décision 93/256/CE ont été
réalisées en considérant la méthode développée comme une méthode quantitative [290]. Par la suite,
au laboratoire, les méthodes immunologiques seront validées uniquement en qualitatif. En effet, les
caractéristiques de performance quantitatives (fidélité, exactitude) ne respectent pas généralement les
criteres de performance attendus pour une méthode quantitative. De plus, dans le contréle
réglementaire, les résultats positifs du dépistage sont nécessairement confirmés par une méthode

physico-chimique qui identifie et quantifie la (ou les) substance(s) présente(s).

¢. La décision européenne 2002/657/CE

Suite aux évolutions trés importantes des méthodes analytiques, la décision 93/256/CE a été abrogée
et remplacée par la décision 2002/657/CE [13]. La décision 2002/657/CE est liée a la directive
96/23/CE [2], qui prévoit des mesures de contrble, dont la liste des substances a I'annexe | (c’est-a-
dire, des substances ayant un effet anabolisant ou substances non autorisées (groupe A) et des

médicaments vétérinaires et de contaminants (par exemple, des substances antibactériennes,
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d'autres médicaments vétérinaires (vermifuges, coccidiostatiques, sédatifs), d'autres substances et
contaminants environnementaux (pesticides, éléments chimiques, les mycotoxines, colorants) (groupe
B)). Ainsi, en Europe, chaque méthode analytique développée pour détecter ou confirmer les
contaminants alimentaires ci-dessus devrait étre validée selon les exigences de la décision de la
2002/657/CE [13].

La décision européenne 2002/657/CE établit des caractéristiques et des criteres de performance pour
caractériser, puis conclure sur la validité de la méthode [13]. Une caractéristique de performance y est
définie comme une qualité fonctionnelle qui peut étre attribuée a une méthode d'analyse. Un critere de
performance est défini comme une exigence en matiére de caractéristique de performances a partir
desquelles il est possible de juger qu'une méthode d'analyse convient pour I'objectif poursuivi et
donne des résultats fiables. Cette décision explique comment déterminer les caractéristiques de
performance des méthodes d'analyse et définit les criteres de performance. Toutefois, cette décision
s’applique particulierement pour les méthodes de confirmation, mais donne trés peu d'information

quant aux méthodes de dépistage.

d. Le guide de validation Européen pour les méthodes de dépistage :

De 2005 a 2009, les Laboratoires de Référence de I'Union Européenne (LRUE) avec la DGSANTE ont
formé un groupe de travail auquel jai participé. Ce groupe de travail a rédigé un guide pour la
validation des méthodes de dépistage qui a été publié sur le site de la DGSANTE en Janvier 2010
[256] (http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_analysis_en .htm). Ce guide est
applicable a tout type de méthode de dépistage : microbiologique (méthode interne, test commercial),
immunologique (eg. ELISA, test récepteur, biocapteur) et physico-chimique (de la Chromatographie
Couche Mince (CCM) a la Chromatographie Liquide Haute Performance couplée a la Spectrométrie
de masse en tandem (CL-SM/SM). De plus, il s’applique aux méthodes qualitatives et quantitatives,
ainsi que pour toutes les denrées alimentaires d’origine animale (eg. lait, muscle, miel, etc).

Ce guide est un outil pour aider les laboratoires a mettre en place la validation des méthodes de

dépistage, en accord avec les exigences de la décision 2002/657/CE. Le guide donne des

recommandations pour construire le plan de validation afin de déterminer les différentes
caractéristiques de performance exigées par la décision 2002/657/CE et indique aussi les criteres
d’acceptabilité quand c’est nécessaire.

Le guide de validation [256] pose les bases pour deux types de validation :

- La validation initiale concerne une nouvelle méthode ou une méthode dont les données de
validation ne sont pas publiques. Elle peut étre réalisée par le laboratoire qui a développé la
méthode ou par un autre laboratoire. Elle consiste en une validation compléte et approfondie.

- La validation de transfert concerne une méthode dont les données de validation sont publiques
(eg. kit commercial) ou une méthode transférée du laboratoire développeur vers un laboratoire
d’application, qui souhaite mettre en place la méthode dans son propre laboratoire, sans
modifications notables. Elle est réalisée par le laboratoire d’application et consiste en une
validation réduite (volume d’analyses réduit), qui permet de vérifier les performances du test, en

comparaison avec la validation initiale et des critéres de performance.
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La premiére différence au niveau de ces deux types de validation est que toutes les caractéristiques
de performance ne sont pas a déterminer a nouveau lors de la validation de transfert. Seules la
spécificité et les capacités de détection doivent étre déterminées en transfert, afin de les comparer a
celles de la validation initiale. La deuxieme différence est que le nombre d’échantillons a analyser
pour déterminer le(s) CCR est réduit dans la validation de transfert : 20 échantillons quelle que soit la

concentration cible de dépistage et son rapport avec la limite réglementaire.

Nous allons maintenant présenter les différentes caractéristiques de performance a déterminer, en
fonction de I'approche utilisée (décision 93/256/CE, AOAC et 2002/657/CE).

3.2.1.3.4.  Caractéristiques de performance a déterminer:

Les différentes caractéristiques de performance a déterminer pour une méthode de dépistage sont
présentées dans la Figure 37. Quelle que soit I'approche, pour une méthode de dépistage qualitative,
il faut déterminer la spécificité/sélectivité, la limite de détection, I'applicabilité, la robustesse et la
stabilité. Pour une méthode de dépistage quantitative, il faut ajouter a ces caractéristiques la fidélité.
Pour déterminer ces caractéristiques de performance, un plan de validation doit étre construit.

Ce plan va définir plusieurs paramétres, permettant cette détermination, comme par exemple le
nombre d’échantillons a analyser ou la répartition des analyses en intra-jour ou en inter-jours. Le plan
de validation présenté dans la Figure 38 illustre les expériences a réaliser pour déterminer les
caractéristiques de performance, suivant les recommandations du guide Européen de validation des

méthodes de dépistage et donc suivant les exigences de la décision 2002/657/CE.

a. Limites de détection (LOD) :

Le terme limite de détection est défini comme la plus petite concentration qui peut étre détectée. En
dessous de cette limite, I'analyte ne peut étre détecté. En fonction de la réglementation ou du

référentiel de validation, la LOD peut étre estimée de différentes fagons.

Limite de détection (Décision 93/256/CE)

La limite de détection (LOD) était définie comme « la teneur minimale mesurée a partir de laquelle il
est possible de déduire la présence de I'analyte avec une certitude statistique raisonnable (au moins
95% pour les substances non autorisées) ». Vingt échantillons blancs représentatifs devaient étre
analysés. La LOD se calculait, soit a partir de la moyenne des teneurs des échantillons blancs plus 3
fois I'écart-type, soit a partir de trois fois la hauteur du bruit de fond entre pics. Ce mode de calcul était

ciblé sur les méthodes physico-chimiques et peu adapté pour les méthodes biologiques.
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Figure 37. Caractéristiques de performance a déterminer pour une méthode de dépistage,.
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Sensibilité 90/95% (AOAC)

La sensibilité correspond au pourcentage de résultats positifs trouvés parmi les résultats positifs
attendus.

Selon le référentiel de 'AOAC, le niveau de sensibilité a 90/95% correspond a la concentration la plus
basse estimée qui donne un résultat positif pour au moins 90 % des échantillons supplémentés testés,
contenant cette concentration en analyte, avec un intervalle de confiance de 95 %. Ce niveau de
sensibilité est déterminé a partir de la courbe dose/réponse, qui représente le pourcentage de
résultats positifs obtenus en fonction de la concentration.

Le principe de la validation est le méme pour une méthode immunologique ou pour une méthode
microbiologique, avec seulement quelques différences dans le protocole. Pour un test microbiologique
a large spectre pour le dépistage des antibiotiques dans le lait, le niveau de sensibilité & 90/95% a été
calculé a partir d’environ 1900 échantillons pour 4 antibiotiques [23]. Pour des tests immunologiques
spécifiques des béta-lactamines, la détermination de la sensibilité 90/95% a nécessité environ 1400
échantillons pour 5 antibiotiques [286, 288].

Le niveau de sensibilité 90/95%, ainsi que la sélectivité sont déterminés soit par le laboratoire du
fabricant, puis vérifiés par le laboratoire indépendant, soit directement déterminés par le laboratoire
indépendant.

Capacité de détection (Décision 2002/657/CE et guide de validation Européen)

La caractéristique de performance la plus importante pour les méthodes de dépistage est la capacité
de détection, qui est définie au point 1.12 de I'annexe de la décision 2002/657/CE [13] comme le plus
petit contenu de I'analyte qui peut étre détecté, identifié et / ou quantifié dans un échantillon avec une
probabilité d'erreur de B. Cette définition est reprise dans le guide de validation [256]. L'erreur 3 est la
probabilité que I'échantillon testé soit véritablement non conforme, méme si une mesure conforme a
été obtenue. Le CCp, contrairement a la LOD déterminée dans le cadre des validations selon la
décision 93/256/CE, est déterminé a partir d’échantillons supplémentés avec I'antibiotique d’intérét et
non a partir d’échantillons blancs, qui ne prenaient en compte que le bruit de fond de la méthode.

La construction du plan d’expérience pour déterminer les CCpB, qui est décrite dans le guide de
validation Européen, se fait a partir de plusieurs informations concernant la méthode et les limites
réglementaires des analytes cibles, si elles existent (Figure 39).

En fonction du type de la méthode, le choix des analytes et surtout de leur nombre va différer. En
effet, le spectre de détection peut étre plus ou moins large. Dans I'hypothése maximale, une méthode
peut détecter par exemple une soixantaine de substances a LMR dans le lait, ce qui représente une
charge de validation trés importante et un colt élevé. De plus, quand les méthodes ne sont pas
spécifiques, il est impossible de mélanger plusieurs antibiotiques dans un méme échantillon, ce qui
multiplie le nombre d’essais. C’est pourquoi le guide de validation Européen donne des

recommandations pour le choix des analytes a valider, en fonction du type de méthodes (Tableau 16).
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Figure 38. Diagramme du plan de validation initiale pour une méthode de dépistage.
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Le (ou les) analyte (s) sélectionné(s) pour I'étude de validation devrai(en)t idéalement étre les moins
sensibles de leur famille, & savoir la concentration cible de dépistage la plus proche (inférieure) de la
limite réglementaire. Cependant, cet analyte doit étre détecté au niveau ou en dessous de la limite
réglementaire correspondante.

Dans le cas des méthodes microbiologiques, il est recommandé, avant la validation, de déterminer les
profils d'activités pour tous les analytes concernés dans chaque famille afin de de choisir au moins
une ou deux substances représentatives par famille de composés, les moins bien détectées dans la
famille par exemple. Les profils d’antimicrobiens sont déterminés en testant des solutions standards a
différentes concentrations autour de la LMR. Lorsque la méthode de dépistage détecte plus d'une
substance, la supplémentation doit étre répétée pour chaque substance représentative.

Les protocoles proposés dans la décision 2002/657/CE pour déterminer le CCB pour une méthode de
dépistage ne sont pas adaptés. En effet, le premier protocole est basé sur I'utilisation de la courbe
d’étalonnage, suivant les exigences de la norme ISO 11843 [291]. Or toutes les méthodes de
dépistage ne sont pas utilisées avec une courbe d’étalonnage. De plus, dans cette approche, la
courbe d’étalonnage devait étre linéaire. Le second protocole nécessite de supplémenter 20
échantillons blancs au CCa, ce qui nécessite la détermination préalable du CCa. Le CCa correspond
a la limite de décision de la méthode, limite au-dessus de laquelle I'échantillon va étre déclaré non-

conforme. Or le CCa n’est pas demandé pour une méthode de dépistage.

En 2008, le guide SANCO/2004/2726-rev a été publié afin de donner des lignes directrices pour
compléter la décision 2002/657/CE et aider a la mettre en place [292]. Ce guide a proposé de
déterminer le CCB du dépistage en analysant 20 échantillons blancs supplémentés a deux
concentrations, incluant le niveau d’intérét (i.e. la limite réglementaire).

Ce n’est pas l'approche qui a été retenue dans le guide Européen. Ce guide définit la notion de
concentration cible de dépistage (CCD) qui est la concentration a laquelle un test de dépistage
donne un résultat positif pour un échantillon donné, ce qui entraine obligatoirement une analyse de
confirmation. La CCD doit étre assez basse par rapport a la limite réglementaire (eg. LMR, LPMR,
RPA) pour garantir que le CCf sera bien inférieur ou égal a la limite réglementaire (LR). Le nhombre
d’échantillons a analyser pour déterminer le CCB est fonction du rapport entre la CCD et la LR. En
effet, plus on s’éloigne de la LR, plus la confiance statistique dans le résultat obtenu augmente et
moins cela nécessite d’échantillons. En d’autres termes, plus la concentration cible est basse par
rapport a la LR, moins il y a de risques d’obtenir un résultat faux-négatif pour les échantillons
contenant un résidu a la LR. Le nombre d’échantillons supplémentés a la CCD a analyser sera fixé

comme représenté dans la Figure 39.
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Figure 39. Construction du plan d’expérience pour la détermination du CC.

Champ d’application de la méthode

Choix des matrices

Type de méthode (spécifique, générique, multiplex, large spectre)

Choix des analytes

Pré-requis : Concentration Cible de Dépistage (CCD) < Limite réglementaire (LR)

Choix des concentrations cibles

Ratio CCD/LR = Nombre minimum d’échantillons :
-CCD/LR=£0,5=> N=20
-0,5<CCD/LR<0,9=2 N=40
-0,9<CCD/LR<1=> N=60

Nombre d’échantillons a analyser

Tableau 16. Choix des analytes en fonction du type de méthode.

Méthodes Spectre de détection Analytes
Microbiologique Large Liste de substances représentatives
Spécifique d’'un analyte Analyte principal

o _ Analyte avec la plus faible réaction
Générique (une famille)

Immunologique croisée
Multiplex (plusieurs Analyte avec la plus faible réaction
familles) croisée, dans chaque famille
. Tous les composés détectables par la
Physico- _ , ) . .
L Fonction de la méthode méthode ou au moins un composé par
chimique

classe ou sous-classe chimique connue
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Pour les matrices solides (eg. muscle), le guide de validation propose I'utilisation de tissus simulés,
c’est-a-dire des tissus broyés et supplémentés, pour étre le plus proche possible de vrais échantillons
ou tissus. En effet, les méthodes microbiologiques (type boites) utilisent le plus souvent le muscle
intact pour I'analyse. Il est donc impossible de supplémenter un muscle intact, de fagon homogene. II
est aussi inconcevable de pouvoir produire des matériaux naturellement chargés (issus d’animaux
traités), pour tous les antibiotiques d’intérét, a la concentration cible précisément. Soit des morceaux
de tissus congelés supplémentés sont carottés et placés directement sur les boites, soit des disques
de papier sont dopés avec des solutions standard d’antibiotiques, les disques placés sur les boites,
puis des morceaux de tissus entiers sont placés sur les disques dans un "sandwich". Ce dernier
protocole permet de respecter l'intégrité du tissu.

En pratique, les N échantillons blancs (spécificité, voir point b.) et les N échantillons supplémentés a la
CCD sont répartis et analysés sur plusieurs jours, en aveugle. Dans l'idéal, les N échantillons doivent
étre d’origine différente. En outre, I'utilisation de plusieurs lots (au moins deux) de kits, s’il s’agit d’'un
kit commercial ou de souche bactérienne, pour une méthode microbiologique par exemple, est
recommandée pour la détermination du CC@.

Pour une méthode microbiologique, le nombre d’échantillons supplémentés donnant un résultat
négatif (inférieur au seuil de positivité de la méthode) va étre déterminé.

Pour une méthode immunologique, les réponses analytiques pour les échantillons blancs Bi et pour
les échantillons supplémentés Yi sont mesurées. Puis, la réponse moyenne des blancs B et I'écart
type « SDb » de la réponse sont calculés. Une « valeur- seuil » ou seuil de positivité T est calculée a
partir des blancs. De méme, la réponse moyenne des supplémentés M et I'écart type « SD » de la
réponse sont calculés. Le facteur « cut-off » Fm, est calculé a partir des supplémentés. Les facteurs T

et Fm sont matrice-spécifiques.

Pour l'interprétation des résultats, deux cas se présentent :
- Le signal est proportionnel a la concentration d’antibiotiques dans [I'échantillon (tests
microbiologiques ou physico-chimiques) :
T =B+ 1.64+SD, Equation n°19
Fm=Y —1.64+S5D Equation n°20
Ce calcul est rarement utilisé pour les méthodes biologiques, il est plus couramment utilisé pour les
méthodes physico-chimiques utilisées pour le dépistage, type CL-SM/SM. Cette possibilité ne va donc

pas étre développée ici.

- Le signal est inversement proportionnel a la concentration d’antibiotiques dans I'échantillon
(tests immunologiques type ELISA) :
Ce calcul est tres souvent utilisé pour les méthodes immunologiques, type ELISA ou biocapteurs
(Figure 40). Nous n’allons traiter que cette fagon d’interpréter les résultats.
T=B—-1.64%SD, Equation n°21
Fm=Y + 1.64 5D Equation n°22
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Figure 40. Représentation graphique des résultats des échantillons blancs et

supplémentés, pour une méthode immunologique, en lien avec les valeurs seuils T et Fm.
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b. Spécificité/Sélectivité
Dans la décision européenne 2002/657/CE, la spécificité est définie comme la capacité d'une
méthode a distinguer l'analyte mesuré d'autres substances présentes dans I'échantillon (eg.
métabolites, produits de dégradation, constituants de la matrice, etc.) [13]. Cette caractéristique est
principalement fonction du type de méthode utilisée, mais dépend aussi de la classe de I'analyte ou
de la matrice. Cette définition n’a pas évoluée depuis la décision 93/256/CE et convient aussi pour la
caractéristique appelée sélectivité, déterminée dans le cadre des validations AOAC.
La sélectivité est associée a la spécificité dans la décision 2002/657/CE, avec un protocole de
détermination commun. Toutefois, seule la spécificité est clairement définie dans la décision. Les
termes spécificité et sélectivité sont employés pour caractériser les méthodes de dépistage des
résidus d’antibiotiques. La différence entre les deux termes, qui est communément admise dans le
domaine des méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques, se situe au niveau de I'interprétation
du calcul de spécificité.

- Le terme « spécificité » est habituellement utilisé pour les tests ciblés sur un seul analyte. Une
méthode est dite spécifique quand elle donne un signal analytique exclusivement pour cet analyte.
Par exemple, une méthode peut étre spécifique de la pénicilline G.

Le terme « sélectivité » est généralement utilisé pour les tests de dépistage a large spectre (ou

méthodes multi-résidus). La méthode est dite sélective quand elle produit des résultats analytiques

pour une (ou plusieurs) classe(s) de substances. Par exemple, une méthode peut étre sélective de la
famille des béta-lactamines. La spécificité correspond au pourcentage de résultats négatifs trouvés
parmi les négatifs attendus (échantillons exempts de résidus).

Selon le référentiel de TAOAC, le taux de sélectivité est déterminé comme le pourcentage de résultats

faux-positifs parmi les 60 échantillons blancs testés.

Le guide de validation européen recommande, quel que soit le type de méthode (spécifique ou large

spectre), la spécificité/sélectivité est déterminée aprés I'analyse de 20 a 60 échantillons de matrice

blanche (exempte de résidus d’antibiotiques) (Figure 36). A partir des résultats, le taux de résultats
faux-positifs peut étre calculé :

nb résultats positifs

Taux Faux positifs = 100 Equation n°16

nb échantillons blancs
Le nombre de résultats faux-positifs pour une méthode immunologique, type ELISA, sera déterminé
globalement pour tous les jours de validation. Les échantillons blancs qui présenteront un résultat

(signal) inférieur a la valeur seuil (eg. Fm) seront considérés comme des résultats faux-positifs.

Pour un test de dépistage ciblé, congu pour répondre sélectivement a un composé unique ou a une
famille d’antimicrobiens (eg. kit ELISA, test récepteur), la spécificité/sélectivité va en plus étre
constituée de la détermination des réactions croisées (CR), entre la substance principale et une liste
de substances (Figure 37). Ces substances potentiellement interférentes peuvent étre des
substances chimiquement proches (métabolites, dérivés, etc.) ou d'autres substances susceptibles de
se trouver en présence du composé d'intérét dans les échantillons (médicament vétérinaire, en
association avec d'autres (médicaments)). La présence éventuelle d’interférences sur les résultats du

test va étre analysée.
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Les réactions croisées sont déterminées (eg. autres antibiotiques de la méme famille, autres familles).
Les concentrations en analytes sont calculées par rapport @ une gamme d’étalonnage. La réponse de
chaque analyte testé est comparée a la réponse de I'analyte principal pour déterminer la concentration
équivalente a « I'analyte principal ». Cette concentration est exprimée en pourcentage de la réponse «
de I'analyte principal ». Dans ce calcul, la spécificité de I'anticorps pour « I'analyte principal » est fixée
a 100 %.

Le pourcentage de CR permettra d’estimer les CCP pour les molécules testées ici, a partir du CC de
'analyte principal :

CCp analyte principal
CR a nalyte PI

CCpB analyte PI = * 100 Equation n°24

De plus, dans le protocole AOAC, les effets masquants potentiellement dis a la présence d’autres

substances dans I'échantillon sont mesurés.

c. Fidélité

Pour une méthode quantitative de dépistage, la détermination de la justesse n’est pas demandée
dans la décision européenne 2002/657/CE [13], seule la fidélité doit étre déterminée. Dans la décision
européenne 93/256/CE [290], deux caractéristiques devaient étre déterminées pour une méthode de
dépistage quantitative, méme si, suite a la traduction de la décision en anglais, des abus de langage
peuvent étre signalés. Le terme précision était utilisé a la place du terme fidélité et le terme exactitude
a la place de justesse.

De plus, aucun critére de décision n’était fixé pour ces deux caractéristiques. La seule exigence
formulée était : « Les faux résultats positifs peuvent étre acceptés mais les faux résultats négatifs
doivent étre réduits au minimum au niveau recherché ». Cette exigence ne représente pas vraiment
une exigence pour une méthode qui produit des résultats quantitatifs. Elle est bien loin des exigences
formulées plus tard par la décision 2002/657/CE [13].

Dans la décision 2002/657/CE, la fidélité est définie comme « I'étroitesse d'accord entre des résultats
de tests indépendants obtenus dans des conditions stipulées (prédéterminées) » [13]. La fidélité
traduit uniquement la distribution des erreurs aléatoires et n’a aucune relation avec la valeur vraie ou
spécifiée.

La détermination de la fidélité est exigée seulement pour les méthodes quantitatives. Méme si des
tests microbiologiques (comme les méthodes boites) peuvent donner des résultats quantitatifs (eg.
zone d’inhibition), la détermination de la fidélité n'est pas obligatoire pour ce type d'essais. De méme,
si un test ELISA a pour but d’étre utilisé seulement en tant que méthode qualitative, I'évaluation de la

fidélité pendant la validation n’est pas nécessaire.
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Figure 41. Protocole de détermination de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire.

Analyte a 1, 1,5 et 2 fois la LMPR ou
0,5, 1 et 1,5 fois la LMR

' Au moins 6 répétitions par |
niveau
1

epeter au moins a deux autres occasions

autres occasions (jours (différents opérateurs et différentes
différents) conditions environnementales, (eg. lots de

I réactifs, instruments) J

Répéter au moins a deux

- Analyser les échantillons

- Analyser les échantillons
- Calculer la [ ] détectée dans chaque

échantillon - Calculer la[] détectée dans chaque

échantillon
- Calculer la[] moyenne, |'écart type

(SD) et le CV % pour chaque niveau de [ ] - Calculer la [ ] moyenne, I'écart type (SD)

et le CV % pour chaque niveau de [ ]

J

Fidélité
intermédiaire

Répétabilité

Coefficient de variation (CV %)

107



La fidélité est calculée a partir de I'écart type des résultats d'essais, réalisés dans des conditions de
répétabilité (méme laboratoire, méme opérateur, méme équipement) et de reproductibilité (différents
laboratoires, différents opérateurs, différents équipements), pour les échantillons supplémentés pour
chaque niveau de concentration (Figure 41). Le guide SANCO/2004/2726-rev 4 compléte la décision
pour les substances interdites qui n'ont pas de LPMR [292]. Les concentrations a tester sont alors 1,
1.5 et 2 fois le CCB.

Dans le cadre de la certification AOAC, toutes les méthodes de dépistage ont été validées comme des

méthodes qualitatives. Ainsi, la fidélité n’a pas été déterminée.

d. Applicabilité
L’applicabilité n’est pas abordée comme caractéristique spécifique dans les validations AOAC. De
plus, toutes les méthodes validées pour les résidus d’antibiotiques ont été validées pour une matrice
unique (i.e. le lait de vache).
Dans la décision 93/256/CE, I'applicabilité était définie comme « la liste des types d'échantillons
et/ou d'analytes auxquels la méthode peut s'appliquer telle quelle ou moyennant certaines
modifications mineures » [290]. Aucun mode de détermination n’était proposé.
Dans la décision européenne 2002/657/CE, applicabilité et robustesse sont traitées simultanément
[13]. Dans le guide de validation Européen, I'applicabilité est traitée a part [256]. L’applicabilité est la
possibilité d’appliquer une méthode a plusieurs matrices, avec des performances similaires. En effet,
les matrices peuvent avoir un impact sur les résultats d‘'un essai. La plupart des méthodes sont
congues pour une matrice principale. En raison du grand nombre de combinaison analyte/matrice
possibles, il est nécessaire de définir la portée de la méthode en termes de matrices et d’espéces
animales. Les nouvelles matrices peuvent étre des tissus différents (muscle, rein, foie,....), d’origine
animale différente (ceufs, miel, crevettes,....) ou venant de différentes espéces (bovin, ovin, volaille,
lapins,....). De plus, les LMR peuvent différer entre les matrices, mais aussi entre différentes espéces
animales pour une méme matrice.
L’applicabilité peut étre réalisée a deux moments distincts :

- soit dés la validation initiale si on a déja fixé la (ou les) matrice(s) ou espéce(s) animale(s)

pour lesquelles on veut évaluer I'applicabilité,
- soit a posteriori si on veut étendre la méthode déja validée a une nouvelle matrice ou espéce
animale.

A I'étape de la validation initiale, deux approches sont possibles pour déterminer I'applicabilité (Figure
42). Dans le cas de la premiere approche, I'hypothéese est faite que le(s) CCB pour les x matrices est
(ou sont) équivalent(s), hypothése qui peut étre vérifiée par des essais préalables. Alors, la spécificité
et le(s) CCPB sont déterminés a partir d’'un pool d’échantillons comprenant un mélange des différentes
matrices (eg. 10 échantillons de muscle et 10 échantillons de rein). Si en fait les CCB étaient
différents, déterminer un CC unique pour les 3 matrices implique que le CC[3 de certaines matrices
est surestimé ou sous-estimé. La deuxieme approche consiste a déterminer spécificité et CCp pour
une premiére matrice. Ensuite, spécificité et CCB sont déterminées pour une ou plusieurs autres
matrices. Ces caractéristiques sont comparées a celles déterminées pour la premiére matrice validée.
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Le guide de validation recommande que l'applicabilité soit démontrée pour chaque analyte que le
laboratoire a inclus dans un programme d'analyse des résidus (eg. analyte cible (test ciblé)), ou au
moins sur un nombre sélectionné d'analytes qui sont représentatifs du groupe d'analytes, quand la
méthode a un spectre large de détection. L'applicabilité doit étre démontrée par des analyses en
aveugle (échantillons inconnus), a différents jours, avec différents opérateurs qualifiés, si possible.

e. Robustesse

La robustesse est définie dans la décision européenne 2002/657/CE comme « la sensibilité d'une
méthode d'analyse aux variations des conditions expérimentales, qui peut s'exprimer par une liste des
échantillons, des analytes, des conditions de stockage, des conditions d'environnement et/ou de
préparation de I'échantillon pour lesquels la méthode peut étre appliquée telle quelle ou moyennant
certaines modifications mineures » [13]. L'objectif est d’identifier les points critiques d’'une méthode,
qui en pratique pourraient varier et influencer le résultat de I'analyse.

La robustesse est une étape trés importante, qui n'est pas toujours intégrée dans la partie validation
de la méthode, mais qui est parfois étre considérée comme faisant partie du développement de la
méthode. En effet, l'identification de points critiques dans la méthode qui peuvent influer sur les
résultats doit se faire avant la caractérisation de la méthode.

La robustesse se définit globalement de la méme fagon dans toutes les approches présentées. Seuls
les facteurs étudiés peuvent varier. La premiére étape est de choisir des facteurs du pré-traitement de
I'échantillon et de I'analyse, qui pourraient influencer les résultats de mesure (eg. I'analyste, la source
et I'4ge des réactifs, la température, le pH).

Dans le protocole AOAC, le laboratoire indépendant réalise des études de robustesse, sur des
échantillons congelés (effet de la congélation), les interférences (germes, cellules). Le plus souvent
elle a d0 étre prédéterminée par le fabricant, puisqu’elle doit précéder I'étape de caractérisation des
performances proprement dite. Toutefois, elle est parfois réalisée par le laboratoire indépendant, selon
les études.

Les facteurs doivent étre modifiés dans un ordre de grandeur qui correspond a des déviations
usuelles. Le guide de validation Européen recommande de se concentrer sur une molécule
représentative de la série d’analytes considérés si la méthode a un spectre large de détection pour
étudier la robustesse. Au moins 10 matériaux blancs différents et 10 matériaux différents
supplémentés au niveau d'intérét, c'est-a-dire la CCD, devront étre analysés en aveugle, a différents
jours, avec différents opérateurs qualifiés, si possible. La capacité de détection CCB pour cette
molécule et la spécificité vont ainsi étre déterminées. L'influence de ces variations peut étre évaluée,

par exemple, en utilisant des plans d’expérience, afin de minimiser le nombre d’expériences.
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Figure 42. Détermination de I'applicabilité de la méthode : deux approches.

Applicabilité

APPROCHE 1 : Déterminer
spécificité et CCB pour le (ou les)
analyte(s) validés initialement
(ou pour certains analytes
représentatifs) dans chaque
nouvelle matrice

Analyser au moins 10 matériaux
blancs différents et 10 matériaux
différents supplémentés au
niveau d'intérét, pour chaque
nouvelle matrice (validation
réduite)

Comparer les
caractéristiques de la
nouvelle matrice a celles
déterminées lors de la
validation initiale

APPROCHE 2 : Déterminer
spécificité et CCB pour le (ou les)
analyte(s) a valider en combinant

toutes les expériences

Analyser n échantillons blancs et n
échantillons supplémentés dans une
combinaison de matrices : 1/3
d’échantillons de la matrice 1, 1/3 de
la matrice 2 et 1/3 de la matrice 3

Calculer la spécificité
globale, et un (ou des) CCB
global (ou globaux)

Tableau 17. Détermination de la stabilité des analytes en solution et dans la matrice [13].

Stabilité des analytes en solution

Stabilité des analytes dans la matrice

Préparation Solutions d’analytes

Homogénéiser une matrice blanche,

partager en 5 aliquotes et supplémenter
chaque aliquote avec le (ou les) analyte(s)

Mesure

Cfraiche solution fraiche

Concentration en analyte dans la

Concentration en analyte dans un des

aliquotes immédiatement

Différentes

températures de analyser aprés 1, 2, 3 et 4

-20°C, +4°C et +20°C, et les

au moins — 20°C ou a une température

inférieure si nécessaire et les analyser

stockage semaines ou plus si nécessaire aprés 1, 2, 4 et 20 semaines
Mesure Concentration en analyte (Ci= concentration a l'instant considéré) :
Crésiduel Analyte résiduel (%) = Ci x 100/Cfraiche
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f Stabilité

Dans le protocole AOAC, le laboratoire indépendant peut réaliser des études de stabilité des kits (ne
fonction de leur date de production) et parfois des études de stabilité de I'analyte dans la matrice (eg.
effet de la congélation, contrdles positifs lyophilisés a 4°C).

Dans la décision 2002/657/CE, les études de stabilité concernent les analytes [13]. La stabilité doit
étre vérifiée en solution et dans les matrices d’'intérét. En effet, une stabilité insuffisante de I'analyte ou
des constituants de la matrice durant le stockage d I'échantillon ou pendant I'analyse peut entrainer
des écarts significatifs au niveau du résultat.

Deux possibilités sont proposées dans le guide de validation européen :

- Si les données de stabilité existent déja en interne au laboratoire ou dans la bibliographie, une
étude bibliographique sera incluse dans le rapport de validation. En effet, des données de
stabilité des analytes en solution ou dans les matrices peuvent étre trouvées dans la littérature
(données publiées) ou étre déterminées par une coopération avec d'autres laboratoires si les
études de stabilité ont été réalisées mais non publiées dans des journaux scientifiques. Les
données de stabilité peuvent étre extraites d’études réalisées avec d'autres méthodes
analytiques, dans d'autres laboratoires puisqu'elles ne dépendent pas de la méthode employée
pour l'analyse. Cette possibilité est aussi proposée dans le guide de validation en 2010 et dans
l'autre guide SANCO/2004/2726-rev 4 [292]. Quand la stabilité n'est pas connue, des exemples
sont donnés dans la décision CE/2002/657 [13] sur la fagcon dont la stabilité peut étre déterminée
(Tableau 17).

Dans la plupart des cas, des échantillons naturellement contaminés ne sont pas disponibles pour
réaliser les études de stabilité dans la matrice. Pour les méthodes de dépistage biologiques, dans la
plupart des cas, c’est I'approche bibliographique qui est retenue pour estimer la stabilité des analytes.

La caractérisation de la méthode par la détermination des caractéristiques de performance doit étre
suivie de la validation de la méthode, grace a des critéres d’acceptabilité prédéterminés. Ces critéres

vont étre présentés et discutés.

3.2.1.3.5.  Critéres de performance :
a. Limites de détection
Limite de détection (Décision 93/256/CE)

Dans la décision 93/256/CE, le critére était, que la LOD soit « suffisamment basse pour que les
résidus puissent étre détectés a ce niveau » pour les substances a LMR, et qu’elle soit « aussi basse

que possible » pour les substances interdites.
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Sensibilité 90/95% (AOAC)

Les criteres d’acceptation pour TAOAC concernant la sensibilité 90/95% sont une sensibilité inférieure
ou égale aux limites réglementaires, européennes ou américaines, en fonction du marché visé par le
kit.

Capacité de détection (Guide de validation européen suivant la décision 2002/657/CE)

Les critéres de validation pour cette caractéristique sont :
1) le cut-off Fm doit étre inférieur au seuil de positivité T pour une méthode
immunologique de dépistage,
2) le risque d’obtenir un résultat faux-négatif a la CCD doit étre inférieur ou égal a 5 %
(erreur beta), ce qui permet de déterminer le CC comme égal a la CCD,

3) le CCB doit étre inférieur ou égal a la limite réglementaire.

1) Pour les méthodes immunologiques (eg. ELISA, biocapteur), la validité de la méthode va
découler des calculs des facteurs T et Fm.
Pendant les essais de validation de la méthode, les facteurs T et Fm sont calculés chaque jour, a
partir des résultats des échantillons blancs et des résultats des échantillons supplémentés. L'essai est
valide si et seulement si le cut-off Fm est inférieur au seuil de positivité T. A la fin des essais de
caractérisation, tous les résultats sont regroupés en une analyse globale. De nouveau, les facteurs T
et Fm sont calculés. Si le T global est supérieur au Fm global, I'essai est valide. Dans certains cas, le
T global pourra étre inférieur au Fm global, mais I'essai sera quand méme considéré comme valide si
les T et Fm journaliers sont valides.
Le nombre de résultats faux-négatifs pour chaque jour d’essai va étre déterminé, soit par rapport au T,
soit par rapport au Fm, en fonction du seuil que I'on choisit pour interpréter les données. Selon toute
logique, si le T est choisi comme valeur seuil pour décider de la positivité des échantillons, la capacité
de détection pourra étre abaissée, mais le pourcentage de résultats faux-positifs augmentera. Par
contre, si le Fm est choisi comme seuil, le CC sera un peu plus élevé, mais le risque d’obtenir des
résultats faux-positifs diminuera. Dans tous les cas, au final, le nombre de résultats faux-négatifs
global (inter-jours) doit étre inférieur ou égal a 5% pour pouvoir conclure que la concentration cible de
dépistage, qui correspond a la concentration en antibiotiques dans les échantillons supplémentés, est
le CCP de cet antibiotique. Si c’est le cas, a cette concentration, le risque d’obtenir des résultats faux-
négatifs sera bien inférieur ou égal a 5 %. De plus, si le cut-off Fm a été calculé par exemple avec une
concentration de supplémentation égale a la 2 LMR, le risque d’avoir des résultats faux-négatifs au
niveau de la LMR est bien inférieur au 5 % comme recommandeé.
Au contraire, si plus de 5 % des échantillons supplémentés donnent des résultats faux-négatifs
(supérieurs a la valeur seuil), la CCD choisie était trop faible. De nouveaux essais de caractérisation
devront étre entrepris avec une concentration plus élevée.
L’expérience nous a montré que le facteur Fm en pratique est couramment utilisé. En effet, méme si
un taux de faux-positifs maximum n’est pas fixé par la réglementation européenne, contrairement au

taux de faux-négatifs (5%), le taux de faux positifs ne doit pas étre trop élevé. En effet, chaque
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échantillon positif en dépistage devra étre confirmé en CL-SM/SM, ce qui est colteux en
investissement, en analyse et en temps personnel. Donc, le choix du Fm est le plus souvent un bon
compromis entre un CCB assez bas (inférieur a la limite réglementaire) et un taux de faux-positifs

raisonnable.

2) Pour les tests de dépistage, le critere de performance est I'erreur B (taux de faux négatifs)
qui doit étre inférieure a 5%, a la concentration cible de dépistage [13].
Un résultat faux-négatif en dépistage est un résultat négatif obtenu pour un échantillon qui contient un
résidu d’antibiotiques. La capacité de détection CCp est égale a la concentration qui donne un taux de
faux-négatifs de 5 % maximum. Par exemple, la survenue d'un ou aucun résultat faux-négatif aprés
l'analyse de 20 échantillons supplémentés (eg. a la LMR) est suffisante pour démontrer que la

capacité de détection est inférieure ou égale a la concentration testée (eg. a la LMR).

3) Concernant une méthode de dépistage pour une substance autorisée, le CCB doit étre
inférieur ou égal a la LMR, alors que pour une méthode de confirmation, le CCB est forcément
supérieur a la LMR. En effet, pour une méthode de confirmation pour une substance autorisée, le CCa
et le CCPB sont déterminés a partir d’échantillons supplémentés a la LMR, dans une des approches. Le
CCa qui est la limite de décision pour une méthode de confirmation est logiquement supérieur a la
LMR puisque I'objectif est de conclure avec un risque de 5 % minimum que la LMR est dépassée. Par
contre, l'objectif d'une méthode de dépistage est de pouvoir détecter a des niveaux inférieurs a la
LMR la présence potentielle d’'un analyte. Ceci explique que, pour une méthode de dépistage pour
une substance autorisée, le CCB doit forcément étre inférieur a la LMR pour conclure a la validité de

la méthode.

En ce qui concerne une substance interdite, les objectifs de la méthode de dépistage comme de la
méthode de confirmation sont de pouvoir détecter pour le dépistage ou d’identifier et de quantifier
pour la confirmation, les concentrations en analytes les plus basses possible. Il faut pouvoir
discriminer des échantillons blancs, qui produisent un bruit de fond, d’échantillons supplémentés a la
concentration la plus basse possible. Dans ce cas, le CC3 du dépistage et le CCa de la méthode de

confirmation doivent étre les plus bas possible et inférieurs a la LPMR ou la RPA si elles existent.
Si le CCPB est supérieur a la limite réglementaire (LR), la méthode est non valide pour cet analyte

(Figure 43). La concentration cible de dépistage peut toutefois étre augmentée et I'exercice de

validation répété si le CC doit étre déterminé plus précisément.
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Figure 43. Logigramme : conclusions de la détermination du CCg.

Non détecté au
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Tableau 18. Critéres de validité pour estimer la fidélité de la méthode [13].

Critere sur le Concentration < 100 pg/kg Concentrations 2 100 pg/kg

CV calculé avec I'équation de

CV de reproductibilité Horwitz [13].
CV = o(1-05l0gC?)

la moitié et les deux tiers des

CV de répétabilité Aussi bas que possible
P quep CV calculés grace a Horwitz

CV de reproductibilité ) i
CV intralaboratoire < CV de

intralaboratoire (fidélité —
reproductibilité

intermédiaire)

*C est la fraction de masse exprimée comme une puissance (exposant) de 10 (par exemple 1 mg/g = 10), pour
les concentrations supérieures a 100 ug/kg.
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b. Spécificité

Le critére de 'AOAC est que les 60 échantillons blancs testés doivent donner un résultat négatif pour
que le test soit déclaré valide (aucun résultat faux-positif autorisé). Par contre, au niveau européen
(décision 2002/657/CE), il n’existe pas de taux de faux-positif maximum, contrairement au taux de
faux-négatifs. En effet, un résultat faux-positif (un résultat positif pour un échantillon exempt de
résidus) n'implique pas de risque pour la santé du consommateur. Par contre, comme tous les
échantillons dépistés positifs doivent étre obligatoirement confirmés par une méthode physico-
chimique, un taux élevé de résultats faux-positifs entraine des surcolts de confirmation.

c. Fidélité

Le critere appliqué sur le coefficient de variation (CV) est lié a la concentration en analyte
supplémenté. Suivant la décision 2002/657/CE, le CV inter-laboratoires pour I'analyse répétée d'un
matériau de référence ou supplémenté, dans des conditions de reproductibilité, ne doit pas dépasser
le niveau calculé grace a I'équation d’Horwitz [13] (Tableau 18). Pour les concentrations inférieures a
100 pg/kg, I'équation d'Horwitz n’est pas adaptée car elle donne des valeurs trop élevées. Pour les
concentrations supérieures a 100 ug/kg, Thompson propose une équation [293].

d. Applicabilité

Des critéeres ont été fixés dans le guide de validation européen des méthodes de dépistage pour
conclure sur I'applicabilité de la méthode. Ces critéres varient en fonction de I'approche choisie pour
déterminer I'applicabilité.

- Si l'applicabilité a été évaluée dés la validation initiale, la méthode sera déclarée applicable aux
matrices testées si le taux de faux-positifs est raisonnable et si le(s) CCB du (ou des) analyte(s)
validé(s) sont bien inférieur(s) ou égal (ou égaux) a la (ou aux) LR.

- Si l'applicabilité a été évaluée a postériori pour une nouvelle matrice, la méthode sera déclarée
applicable a la nouvelle matrice si le taux de faux-positif est similaire et si le(s) CCB(s) dans la
nouvelle matrice est (ou sont) proche(s) de celui (ou de ceux) déterminé(s) lors de la validation
initiale. Aucune regle n’est fixée dans le guide pour limiter I'écart entre les taux de faux-positifs
et/ou les CCB.

En conclusion, si des modifications mineures doivent étre apportées a la méthode en fonction de la

matrice, elles doivent étre annoncées dans le protocole. Si I'applicabilité ne peut pas étre prouvée, la

méthode doit étre entierement validée pour la nouvelle matrice.

e. Robustesse

Une méthode analytique est robuste si les résultats ne sont pas (trés) sensibles aux variations des
conditions expérimentales. Les caractéristiques de performance (spécificité, CCB) doivent étre
déterminées pour tous les facteurs de variation qui ont montré un impact significatif sur le résultat de

l'analyse. Lorsqu'un facteur influence notablement les résultats des mesures, des expériences
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supplémentaires doivent étre conduites pour déterminer les limites d'acceptabilité de ce facteur. De
plus, I'impact de ce facteur sur les caractéristiques de performance doit étre décrit dans le rapport de
validation et ce facteur clairement identifié dans le protocole.

Il faut définir au préalable dans le plan de validation les criteres applicables. Par exemple, si I'impact
d'un facteur consiste en 'augmentation du CCB qui devient supérieur a la limite réglementaire, ce
facteur devra étre parfaitement maitrisé en routine. Les limites d’acceptabilité de ce facteur devront

étre indiquées dans le protocole afin que les performances de la méthode ne soient pas affectées.

f  Stabilité

Au niveau de 'AOAC, la survenue d’au moins un résultat négatif pour un échantillon supplémenté
testé, pour une méthode qualitative de dépistage des antibiotiques, entraine la conclusion d’instabilité
de I'analyte dans la matrice ou du kit [23].

Aucun critére de stabilité n’est fixé dans la décision européenne 2002/657/CE [13].

En interne, dans notre laboratoire, le guide de validation des méthodes CLHP fixe un intervalle
maximum de 90 a 110 % définit les limites de stabilité de l'analyte en solution. Les critéres
acceptables pour la stabilité de l'analyte dans la matrice sont définis selon la méthode, avant la
validation en fonction des concentrations étudiées. L'effet des cycles congélation-décongélation peut
aussi étre étudié.

3.2.1.3.6.  Utilisation de la méthode en routine apres la validation :

Aprés la validation initiale, 'analyse réguliere de contréles qualité (QC) pendant les analyses de

routine est trés importante. Ces contréles qualité peuvent étre un (ou des) échantillon(s) blanc(s)

comme contrdle qualité négatif (QC-) et un (ou des) échantillon(s) supplémenté(s) au CC comme
contréle qualité positif (QC+). Le choix des analytes a inclure dans les QC+ en routine doit s'inspirer
des régles de la validation initiale, c’est-a-dire choisir 'analyte le moins bien détecté par la méthode ou

I'analyte le plus pertinent dans un plan de contréle national si c’est I'objectif de la méthode.

La préparation et I'analyse de QC en routine s’applique aussi bien aux méthodes de dépistage

qualitatives, qu’aux méthodes quantitatives. Les résultats de ces QC doivent étre enregistrés afin de

vérifier les performances de la méthode. Il faudra avoir un taux de faux-négatifs sur le long terme

inférieur ou égal a 5%.

- Pour une méthode qualitative microbiologique (eg. Test en tube), si le QC+ donne un résultat
négatif ou si le QC- donne un résultat positif, la série d’analyses sera éliminée et il faudra refaire
les analyses. Dans les deux cas, une analyse des causes sera réalisée.

- Pour une méthode immunologique de type ELISA (qualitatif ou quantitatif), les QC+ permettent de
calculer un « cut-off » journalier Fm, et les QC- (blancs) un seuil de positivité T. En routine, la
détermination de ces 2 seuils a partir des QC journaliers permet de conclure sur la positivité des
échantillons analysés le jour méme. Si la moyenne des résultats (ou le résultat) de I'échantillon
inconnu est inférieure a la valeur seuil, I'échantillon est présumé contenir une concentration en

antibiotique supérieure au CCp. Inversement, si la moyenne des résultats (ou le résultat) de
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'échantillon inconnu est supérieure a la valeur seuil, I'échantillon est présumé contenir une

concentration en antibiotique inférieure au CCf ou aucun résidu. Dans tous les cas, il est déclaré

négatif.

L’enregistrement et 'analyse des résultats des QC (ou des T et Fm journaliers) peuvent se faire sous

forme de carte de contrGle, afin de suivre la dérive éventuelle des résultats d’essais [294]. La

vérification continue de la méthode avec I'analyse des QC a plusieurs objectifs et avantages:

Veérifier et tracer les performances de la méthode

Ajouter des données au rapport de validation initiale ou de transfert,
Vérifier la qualité de lots différents de kits commerciaux,

Vérifier la stabilité et la qualité des réactifs,

Vérifier 'aptitude des analystes qui mettent en place la méthode,
Valider les essais journaliers (T>Fm),

Conclure sur le statut des échantillons inconnus.

3.2.1.3.7.  Conclusions sur I'approche critere par critére

En conclusion, I'approche actuelle de 'AOAC critére par critére pour la validation des méthodes de

dépistage des résidus d’antibiotiques présente plusieurs points forts :

La validation est réalisée, au moins en grande partie par un laboratoire indépendant. De plus,
la revue des résultats par des relecteurs est un plus pour la certification AOAC.

La notion de niveau de sensibilité a 90/95% est intéressante. Cette limite est déterminée
précisément, a partir d’'une courbe dose-réponse, basée sur lanalyse de plusieurs
concentrations et d’'un grand nombre de réplicats.

Les effets masquants potentiels d’autres classes d’antibiotiques sur la détection des
antibiotiques ciblés par le test sont étudiés.

La robustesse est aussi un élément trés important a déterminer: l'impact de facteurs
primordiaux pour le lait comme le taux de cellules somatiques par exemple, sur la détection
des antibiotiques est mesuré. De méme, I'impact de I'utilisation de plusieurs lots de kits ayant

des péremptions différentes est étudié.

Toutefois, I'approche de 'AOAC présente aussi certains points faibles :

La charge de ftravail est trés importante car le nombre d’échantillons a analyser pour
déterminer le niveau de sensibilité 90/95% est trés élevé.

De ce fait, le nombre d’antibiotiques validés diminue. Par exemple, pour des tests spécifiques
des béta-lactamines, la sensibilité 90/95% est déterminée seulement pour 5 béta-lactamines
[287], voire les 6 béta-lactamines autorisées aux Etats-Unis [288]. Cette validation est ciblée
sur les utilisateurs américains, puisqu’aucune autre béta-lactamine n’est étudiée. De plus, les
crittres de validation pour la sensibilité sont bien entendu les limites de tolérance
américaines. Pour un test a large spectre, le choix des antibiotiques représentatifs est basé

uniquement sur la famille des béta-lactamines pour la détermination de la sensibilité 90/95%

117



[23]. 29 antibiotiques ont été testés a deux concentrations mais avec seulement trois
échantillons.

- Ce protocole est impossible a réaliser sur d’autres matrices que le lait, par exemple sur le
muscle. D’ailleurs, lors de la validation AOAC du Premi®Test, un test commercial
microbiologique en ampoules, a large spectre, seul le niveau de sensibilité 90/95% de la
pénicilline G a été déterminé [295]. Un seul échantillon a été testé pour estimer le niveau de
détection de 23 antibiotiques et 10 médicaments vétérinaires.

- Contrairement a la certification AFNOR, la validation d’'une méthode selon le programme
« Performance Tested Methods » (PTM) de I'AOAC, qui est appliqué aux méthodes
alternatives, dont les kits de dépistage des résidus d’antibiotiques, ne comporte pas d’étude
collaborative.

Deux évolutions majeures sont a noter concernant les protocoles de validation AOAC :

- La notion de CC est apparue pour la premiére fois, récemment, dans les validations AOAC
dans le cadre du programme PTM [296], ainsi que des références a la décision européenne
2002/657/CE et au guide de validation européen (2010). Le concept est le méme, I'erreur beta est
aussi fixée a 5 %. Le CCP est déterminé suivant une approche proposée dans le guide européen,
mais qui dans les faits n’est pas souvent utilisée. Plusieurs concentrations d’'un antibiotique sont
d’abord testées avec des réplicats pour estimer le CCB, a partir de la courbe dose-réponse. Ensuite,
60 échantillons sont supplémentés au CCP estimé et le CCB est déterminé plus précisément. C’est
bien le CC[ qui est déterminé et non plus la sensibilité 90/95%.

- L’approche globale de la POD est a présent utilisée par TAOAC, en combinaison avec une
approche critére par critére, pour les kits de microbiologie alimentaire, depuis la parution de nouvelles
lignes directrices en 2014 [279]. Cette approche combinée pourrait étre aussi appliquée dans I'avenir
aux kits de dépistage des résidus d’antibiotiques dans les aliments.

Il faudra attendre le prochain kit antibiotiques certifi€¢ PTM par ’TAOAC pour voir si la détermination du

CCpB se poursuit ou si 'approche de la POD est mise en place.

Dans la décision 93/256/CE, le calcul de la limite de détection était basé sur I'analyse des blancs
uniqguement (20 échantillons) et pas du tout sur I'analyse d’échantillons supplémentés [290]. Dans le
cas de méthodes microbiologiques a trés large spectre, la détermination de la LOD permettait
seulement de fixer le seuil de positivité (valeur de la zone d’inhibition au-dessus de laquelle il est
conclu qu'un échantillon est positif). Cette limite de détection n’apportait aucune information sur le
niveau de détection associé a chacun des antibiotiques détectés par la méthode, au contraire des
capacités de détection utilisées actuellement. De plus, la décision 93/256/CE précisait pour les
méthodes de dépistage que lincidence des résultats faux-négatifs devait étre «la plus faible
possible ». Toutefois, aucune détermination ou estimation du taux de faux-négatifs n’était prévue par
cette décision.

La décision 2002/657/CE était censée apporté des améliorations par rapport a la décision 93/256/CE.
Les avancées concernant les méthodes de confirmation étaient flagrantes dans cette nouvelle

décision, prenant bien en compte les progrés technologiques survenus depuis la premiére décision
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93/256/CE [290]. Concernant les méthodes de dépistage, les apports de cette nouvelle décision
étaient beaucoup plus discrets. Toutefois, le concept le plus important de cette décision pour les
méthodes de dépistage, la capacité de détection ou CC a beaucoup apporté pour la caractérisation
et la validation des méthodes de dépistage. Comme nous 'avons dit précédemment, dans la décision
93/256/CE, le calcul de la limite de détection a partir du bruit de fonds produit par les échantillons
blancs n’était pas trés satisfaisant. Le concept plus statistique du CC[3 associé a un risque d’erreur de
5 % maximum est beaucoup plus intéressant et performant. En outre, la nouvelle décision fixe un taux
maximum de résultats faux-négatifs de 5%. La décision européenne 93/256/CE exigeait seulement
que l'incidence des faux résultats négatifs soit la plus faible possible, sans fixer de taux maximum.

Toutefois, pour la mise en pratique de ce concept, il aura fallu toutefois beaucoup de tatonnements et
finalement la rédaction du guide européen pour la validation des méthodes de dépistage (2010) [256].
Dans l'intervalle de temps entre la parution de la décision 2002/657/CE et celle du guide de validation
Européen, quelques laboratoires ont publié des validations de méthodes en essayant de se conformer
aux exigences de la décision 2002/657/CE et en « copiant » les procédures applicables pour les
méthodes de confirmation, bien développées dans la décision. Deux exemples montrent ce « copier-
coller ». Tout d’abord, la limite de décision (CCa) devait nécessairement étre déterminée pour des
méthodes de dépistage dans une des approches de détermination du CC@, alors que le CCa n’était
pas exigé. Pourtant c’était la seule possibilit¢ pour une méthode biologique de dépistage, puisque
cette approche était de calculer le CCB a partir d’échantillons supplémentés au CCa. Il fallait donc
d’abord déterminer le CCa au préalable a partir d’échantillons blancs [297, 298]. L’autre approche de
la décision était de déterminer les CCa et CCB a partir de la courbe d’étalonnage linéaire selon la
norme ISO 11843 [291], ce qui n'est pas toujours possible avec les méthodes biologiques de
dépistage. La norme ISO 11843 a été étendue a des modeles non linéaires [299]. Toutefois, ces
approches sont peu ou pas appliquées dans les laboratoires, pour les résidus d’antibiotiques. De plus,
toutes les validations de kits (eg. ELISA) ou de biocapteurs immunologiques approchaient ce type de
méthodes obligatoirement comme une méthode quantitative [26, 163]. Au contraire, a présent la
tendance va vers une approche qualitative de ce type de méthodes pour la validation et pour
l'utilisation en routine [61, 187]. D’'une part, cela simplifie la validation et diminue la charge de travail.
De plus, il n'est pas nécessaire pour une méthode de dépistage de fournir une valeur quantitative de
la concentration en analyte contenue dans I'’échantillon. La détermination de la valeur seuil et
l'utilisation des QC négatifs et surtout positifs permet d’estimer si la concentration en antibiotiques
dans I'’échantillon est inférieure ou supérieure au CCR, si et seulement si toutefois une seule molécule

est reconnue par 'anticorps ou le biorécepteur.

En conclusion, les avantages de 'approche de validation critére par critére sont les suivants :

- des critéeres objectifs pré-déterminés auxquels les caractéristiques de performance déterminées
sont comparées,

- par rapport a la décision 93/256/CE, I'approche du CCp est plus statistique que la LOD,

- un critere de risque de 5 % est fixé sur les faux-négatifs, alors qu’il n’existait pas dans la décision
93/256/CE,
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- le CCpB est la caractéristique majeure apportée par la décision européenne 2002/657/CE [13] qui
permet d’évaluer la performance d’'une méthode de dépistage et son aptitude a répondre a 'usage
attendu,

- le CCB peut/doit étre utilisé pour suivre les performances de la méthode en continu, pendant son
application en routine, comme valeur de supplémentation du contréle qualité positif (eg. cartes de
contréle),

- les valeurs seuils Fm et T sont un apport trés important du guide de validation européen, pour
vérifier la performance et la validité des essais en routine au jour le jour et pour aider a la décision
sur les échantillons inconnus en routine. Ces valeurs seuils sont liées au CCg.

- grace a l'approche proposée pour la détermination de I'applicabilité dans le guide de validation
européen [256], la détermination du CCf et de la spécificité permet de vérifier, avec des essais
réduits, si la méthode est valide dans le cas d’'une extension de matrice (eg. denrée alimentaire,
espéce animale),

- le CCB, combiné a la spécificité, va permettre de comparer deux méthodes, en déterminant ces

deux caractéristiqgues pour chacune des méthodes.

Les inconvénients de cette approche sont les suivants :

- Le nombre d'essais a réaliser pour déterminer le(s) CCf, principalement pour les méthodes
microbiologiques a large spectre représente une charge de travail lourde, malgré le choix d’'une
liste d’antibiotiques représentatifs et I'utilisation de tissus simulés pour les matrices solides (eg.
muscle).

- Avec cette approche de la détermination du CCB, le taux de faux-négatifs a cette concentration est
forcément inférieur ou égal a 5 % mais on ne connait pas ce taux précisément comme le font
remarquer Galarini et al. [300].

- Comme plusieurs caractéristiques de performance sont déterminées en paralléle, certaines
caractéristiques peuvent étre valides et pas d’autres. Dans ce cas de figure, les conclusions sont
contradictoires. En général, la conclusion finale est que la méthode n’est pas valide puisqu’une des
caractéristiques ne I'est pas. Toutefois, dans le cadre des méthodes biologiques, par exemple, le
CCpB peut ne pas étre valide pour certains antibiotiques a rechercher, mais étre valide pour
d’autres. Si toutes les autres caractéristiques sont valides, on peut conclure a la validité de la
méthode, mais seulement sur une liste de composés dont le CC est valide.

- Le concept des CCa et CCP n’est utilisé que dans la décision 2002/657/CE [13], donc que pour les
résidus concernés par la directive 96/23/CE. Donc il y a un manque d’harmonisation pour certains
laboratoires qui travaillent sur d’autres contaminants chimiques, par exemple les pesticides.
Toutefois, le concept de SDL dans la SANCO/12571/2013 [301] pour les pesticides pour les

méthodes de dépistage qualitatives est équivalent au concept de CCR.
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3.3. CONCLUSION GENERALE SUR LES APPROCHES DE VALIDATION

Les différentes caractéristiques de performance, les expériences nécessaires pour les déterminer, le
mode d’évaluation et les criteres de validation associés, en fonction de I'approche choisir, sont
synthétisés dans le Tableau 19 pour les méthodes de dépistage qualitatives et dans le Tableau 20
pour les méthodes de dépistage quantitatives.

L’approche de validation par comparaison d’'une méthode alternative par rapport a une méthode de
référence n’est pas satisfaisante pour valider une méthode de dépistage des résidus d’antibiotiques.
Le choix de la méthode de référence est difficile et entraine des complications dans le déroulement de
'étude et dans l'interprétation des résultats. En effet, la méthode alternative est souvent basée sur
des principes différents et présente le plus souvent des limites de détection plus basses que la
méthode de référence.

L’approche globale pour les méthodes qualitatives (POD), comme pour les méthodes quantitatives
(profil d’exactitude) sont applicables aux méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques. La
représentation graphique permet de visualiser rapidement le biais d’'une méthode et sa fidélité. De
plus, le profil d’exactitude permet de choisir le modéle d’étalonnage le plus adapté, et pas forcément
celui utilisé classiquement pour un type de méthodes. Enfin, la combinaison de deux caractéristiques
en une, pour les deux approches permet de conclure plus simplement sur la validité d’'une méthode
que chaque caractéristique prise indépendamment. Le nouveau protocole AOAC a intégré I'approche
POD pour déterminer la sensibilité 90/95% pour des kits de dépistage des résidus d’antibiotiques. Le
profil d’exactitude a déja été utilisé pour valider des méthodes de dépistage quantitatives, par exemple
des méthodes de microbiologie alimentaire [277].

L’approche classique critére par critére recommandée par la décision européenne 93/256/CE n’était
pas trés performante. Le calcul de la LOD basé sur I'analyse de 20 blancs n’était pas satisfaisant,
puisque la LOD n’était pas basée sur 'analyse d’échantillons supplémentés avec I'analyte d’intérét.
Aucun taux maximum n’était fixé pour le taux de résultats faux-négatifs. La décision européenne
2002/657/CE [13] qui a abrogé la décision 93/256/CE [290] a apporté une caractéristique
déterminante pour la validation des méthodes de dépistage et pour le suivi de la performance de la
méthode en routine, la capacité de détection ou CCP. Le taux de faux-négatifs a été fixé a 5% (erreur

B) pour les méthodes de dépistage.
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Tableau 19. Caractéristiques de performance pour les méthodes qualitatives de dépistage, en

fonction de I’'approche de validation.

Approche Caractéristiques Expériences Evaluation Critéres d’acceptation
le plus
93/256/CE LOD 20 blancs 3*SD bruit du fond <LMR bas
possible
le plus
LOD50 bas
ou i
Plusieurs <LMR possible
LOD95 concentrations, A partir de la courbe
POD ' ] ou <
plusieurs dose réponse LPMR
répétitions
RLOD Proche de 1 7?7
Plusieurs
Sensibilité concentrations, A partir de la courbe < limites
AOAC ) ] ] ) /
90/95% plusieurs dose réponse réglementaires
répétitions
le plus
2002/657/CE R .
. 20260 Concentration pour bas
Guide de ) ) _
CCB supplémentés laquelle le taux de <LMR possible
validation
ala CCD faux-négatifs < 5% ou <
(2010)
LPMR
N échantillons Taux de faux- .
Toutes Spécificité . Taux minimal
blancs positifs
. 20 blancs et 20 i R )
Guide de ) ) Concentration pour CCp de la 2° matrice
L o supplémentés o
validation Applicabilité laquelle le taux de équivalent au CCf de la
au CCB dela ) . .
(2010) faux-négatifs < 5% 1ere matrice

1ére matrice

Ecart-type (Standard deviation ou SD); Limite de détection (LOD); Limite de détection relative (RLOD) ;
Concentration cible de dépistage (CCD) ; Limite Maximale de Résidus (LMR) ; Limite de Performance Minimale

Requise (LPMR).
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Toutefois, le guide de validation des méthodes de dépistage rédigé par les LRUE et la DGSANTE en
2010 [256] a été nécessaire pour aider les laboratoires a mettre en place cette décision. Pour les
méthodes microbiologiques, les avancées principales concernent la recommandation de validation
pour une liste d’antibiotiques représentatifs, faire varier le nombre d’échantillons a analyser la
concentration cible en fonction du ratio CCD/LMR et les tissus simulés pour les matrices solides
comme le muscle. Pour les méthodes immunologiques, le point principal concernées valeurs seuils T
et Fm a partir des échantillons blancs et des échantillons supplémentés a la CC, pour déterminer le
CCp et valider la méthode, pour suivre les performances de la méthode en routine (cartes de contrble)
et pour déterminer I'applicabilité de la méthode a postériori (i.e. extension de matrices).
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Tableau 20. Caractéristiques de performance pour les méthodes quantitatives de dépistage, en

fonction de 'approche de validation.

Approche

Caractérist

iques

Expériences

Evaluation

Criteres

d’acceptation

Différence entre
la valeur
moyenne
Exactitud mesurée pour le 1 i
xactitude Ari aux-positifs
Concentration proche de la LMR ,m,aterlel de
référence et sa acceptés
93/256/CE Répétitions en conditions de valeur réelle, E < qati
it o L exprimée en aux-negatis
répétabilité et de reproductibilité pourcentage AU minimUm
Calcul des CV
Précision intra-jour et
inter-jours
SCV=
Guide de Fidélité LPMR ou 0,5, 1 et 1,5 fois la intra-jour et (équation
L LMR, plusieurs répétitions ) . )
validation (jours) inter-jours d’Horwitz, de
Thompson)
_ Intervalle de
Choix du i
R tolérance
modele )
] ] (proportion 8) le
) Plan d’étalonnage + plan de d’étalonnage )
. Exactitude o ) . ) i plus possible
Profil ) validation (plusieurs niveaux de optimal, choix )
. = justesse . . compris dans
d’exactitude N concentration, plusieurs deBeth; )
+ fidelité o _ lintervalle
répétitions) construction des .
) d’acceptabilité
profils n
d’exactitude i )
réglementaire)

" Des critéres en termes de coefficients de variation (CV) ne sont indiqués dans cette décision que dans le

chapitre méthodes de confirmation.
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

L’utilisation d’antibiotiques dans les traitements animaux peut entrainer la présence de résidus dans
les produits d’origine animale (eg. lait, viande). Le contr6le des résidus d’antibiotiques dans les
denrées alimentaires d’origine animale permet de protéger le consommateur. La premiére étape du
contrble est constituée par les méthodes de dépistage, qui peuvent étre de type microbiologique,
immunologique ou physico-chimique. Ces méthodes représentent une variété importante, basées sur
des principes différents. Les méthodes peuvent étre qualitatives ou quantitatives.

Le dépistage est une étape critique et primordiale, qui doit détecter le mieux possible les résidus
d’antibiotiques au niveau des limites réglementaires (eg. LMR) pour éviter la présence de résidus
dans l'alimentation. De plus, comme tous les résultats positifs a cette étape sont obligatoirement
confirmés par une méthode physico-chimique colteuse, il faut éviter de déclarer des échantillons
exempts de résidus comme positifs. C’est pourquoi les méthodes de dépistage doivent étre validées
afin de déterminer leurs performances et vérifier quelles sont adaptées a l'usage qui va en étre fait.
De plus, la validation des méthodes analytiques est une exigence réglementaire dans le domaine des
résidus (décision européenne 2002/657/CE) et normative pour I'accréditation des laboratoires d’essais
(NF EN ISO/CEI 17025).

Etant donné la diversité de méthodes de dépistage a notre disposition, les approches de
caractérisation doivent-elles étre différentes ? Les différentes approches de validation proposées dans
la littérature sont-elles applicables aux méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques ? Si oui, les
résultats et conclusions de ces différentes caractérisations sont-ils comparables et de méme qualité ?
L'objectif principal de cette thése est de comparer ces différentes approches afin de statuer sur la
fiabilité des décisions prises par chaque approche, au moyen des résultats obtenus a partir des
méthodes de dépistage validées selon ces différentes approches.

Dans ce contexte, notre premier objectif a été de tester ces différentes approches, pour la
caractérisation des performances des méthodes de dépistage. Dans un premier temps, I'approche
critere par critére a été appliquée a différents types de méthodes de dépistage. Une méthode de type
biocapteur a été développée pour le dépistage de la sufaméthazine dans le lait. Il s’agit d’un systeme
commercial appelé BlAcore (GE Healthcare, Suéde) dont la détection est basée sur la résonance
plasmonique de surface (RPS). L'approche critére par critére mise en ceuvre suivait les exigences de
la décision européenne 93/256/CE (Article 1).

Dans un deuxiéme temps, I'approche par comparaison de méthodes a été appliqguée a une méthode
microbiologique de dépistage des résidus d’antibiotiques dans le muscle de différentes especes
animales. Un kit commercial nommé Premi®Test (r-Biopharm, Allemagne) basé sur linhibition de
croissance de la bactérie Bacillus stearothermophilus inoculée dans un milieu gélosée en ampoule.
Cette validation a été réalisée dans le cadre de la certification AFNOR, qui impose de valider la
méthode alternative (le kit commercial) par rapport a une méthode de référence (Article 2). Dans un
troisieme temps, l'approche globale a été mise en place pour la validation d’'une méthode

immunologique de type ELISA, pour le dépistage des résidus d’un anticoccidien, la nicarbazine, dans
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les ceufs. Un plan expérimental a été réalisé afin de construire le profil d’exactitude. Cette méthode a
été caractérisée comme une méthode quantitative (Article 3). Depuis 2002, la décision européenne
2002/657/CE concernant la validation des méthodes de contréle des résidus d’antibiotiques dans les
aliments a été mise en vigueur, remplacant la décision 93/256/CE. Cette décision a été complétée
pour faciliter sa mise en ceuvre par la publication d’un guide de validation des méthodes de dépistage
(2010). Une méthode microbiologique en boites, appelée méthode Screening Test for Antibiotic
Residues (STAR), développée au laboratoire a été validée pour le dépistage des antibiotiques dans le
muscle de différentes espéces animales, suivant la nouvelle approche critére par critére (Article 4).
Une méthode immunologique basée sur un biocapteur commercial, appelé Evidence Investigator®
(Randox, Royaume-Uni), permet la détection simultanée de plusieurs antibiotiques ou familles
d’antibiotiques par chimiluminescence. Le kit AM Il pour le dépistage de 6 familles d’antibiotiques dans
le miel a aussi été validé suivant cette nouvelle approche (Article 5).

Notre 2° objectif a été de comparer ses différentes approches, afin de conclure sur leur applicabilité
aux méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques et d’envisager des évolutions possibles pour le
futur.
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DEVELOPMENT OF AN IMMUNOASSAY FOR THE
DETECTION OF SULFAMETHAZINE IN MILK
USING AN OPTICAL BIOSENSOR: INFLUENCE OF
FLOW RATE AND ANTIBODY ON THE
PERFORMANCE OF THE ASSAY

Valérie Gaudin, Marie-Laure Pavy
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Contexte

La sufaméthazine est un antibiotique de la famille des sulfamides. Ce principe actif, retrouvé dans de
nombreux médicaments vétérinaires, est utilisé chez les animaux de rente et en particulier chez les
vaches laitieres. Des résidus de sufaméthazine peuvent étre retrouvés dans le lait de vache. La Limite
Maximale de Résidus (LMR) pour la somme des sulfamides dans le lait a été fixée a 100 ug/kg. Les
méthodes de dépistage doivent donc étre capables de détecter cet antibiotique dans le lait, au niveau
ou en dessous de la LMR. Il existe différents types de méthodes de dépistage pouvant détecter les
sulfamides dans le lait : des méthodes microbiologiques [22, 29, 302], immunologiques (type ELISA)
[66, 70, 159, 303, 304], physico-chimiques, telles que la CCM [305], la CLHP [306] ou CL-SM/SM
[307]. Cependant, les méthodes microbiologiques présentent le plus souvent des limites de détection
supérieures aux LMR pour les sulfamides (LMR = 100 pg/kg).

La technologie « Biomolecular Interaction Analysis » (BIA) permet l'étude en temps réel des
interactions entre biomolécules, sans marquage. Au départ, la principale application était la
détermination de I'affinité entre biomolécules et de la cinétique des interactions [308]. Les applications
se sont ensuite diversifiées et ont touché de nombreux domaines des sciences de la vie. Le systéme
Biacore X (Biacore AB, Suede) est un biocapteur optique, dont la détection est basée sur la
résonance plasmonique de surface (SPR) [309]. Le principe de la méthode est de fixer de maniére
covalente un ligand (anticorps) sur une surface appelée sensor chip (Figure 44) et d’introduire un
analyte dans un débit de tampon. Les deux molécules vont alors former des complexes. Ces
interactions entre biomolécules, sont visualisées en temps réels grace a un détecteur optique. Le
sensorgramme permet de visualiser les variations de I'angle de résonance sous l'effet de I'association
et de la dissociation des analytes sur la surface (Figure 45).

Les premiéres publications de développement de méthodes pour détecter les résidus d’antibiotiques
avec ce systeme sont parues entre 1995 et 2001 [162, 168, 310-312].

Méthodologie/Principaux résultats

Nous avons développé, optimisé et validé une méthode de dépistage de la sufaméthazine dans le lait,
en utilisant deux anticorps polyclonaux anti-sufaméthazine. La premiére étape du développement
consistait a optimiser I'immobilisation de la sufaméthazine a la surface de la sensor chip (la biopuce).
Ensuite, nous avons optimisé la concentration active d’anticorps primaire qui va étre mélangée avec
I'échantillon, ainsi que la concentration d’anticorps secondaire. Ce type d’essai est compétitif : en cas
d’absence de sufaméthazine dans I'’échantillon, I'anticorps primaire en excés pourra se lier totalement
a la surface de la puce, donc le signal sera maximum (détection du changement de masse). En cas de
présence de sufaméthazine dans I'échantillon, elle entrera en compétition avec la sufaméthazine
immobilisée a la surface, pour se lier a I'anticorps primaire ; donc la quantité d’anticorps a la surface
diminuera et le signal aussi. Le signal est donc inversement proportionnel a la quantité de
sufaméthazine dans I'’échantillon. Un anticorps secondaire anti-anticorps de lapin a été utilisé pour

augmenter le signal. De plus, le débit du flux a travers le systeme a été optimisé.
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Figure 44. La sensor chip.

Verre
Figure 45. Le sensorgramme.
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Au moment de cette validation, la réglementation européenne pour la validation des méthodes
analytiques pour les résidus et contaminants était la décision 93/256/CE [313], en vigueur jusqu’en
2002 (abrogée par la décision 2002/657/CE) [13]. Selon cette décision, les caractéristiques de
performance a déterminer pour une méthode de dépistage étaient: la spécificité, la limite de
détection, la praticabilité (grand nombre d’échantillons, couts limités) pour les méthodes qualitatives et
de surcroit pour les méthodes quantitatives, la fidélité et I'exactitude. La limite de détection était définie
comme la concentration la plus basse qui pouvait étre déterminée comme statistiquement différente (3
écart-type) d’un lait de controle négatif ou de tampon (réponse moyenne de 20 contréles négatifs).
Dans cette étude, la validation de la méthode a consisté a déterminer la concentration minimale
inhibitrice a 50% (IC50), la spécificité, la limite de détection et la fidélité. L’IC50, qui correspond a la
concentration d’analyte qui inhibe 50 % du signal, est une caractéristique trés utilisée pour
caractériser les tests ELISA et pour comparer les performances de tests ELISA entre eux, dans le
domaine médical par exemple. En effet, un test ELISA avec une IC50 inférieure a celle d’'un autre test
est un test ELISA qui aura une limite de détection plus basse, donc il sera plus performant. Cette
caractéristique est aussi parfois utilisée pour les tests ELISA pour le dépistage des résidus
d’antibiotiques [314-316]. Etant donné que I'approche Biacore est trés proche du principe de 'ELISA,
'IC50 a aussi été déterminée lors de cette validation, a partir des courbes de calibration, méme s’il ne
s’agit pas d’'une exigence de la décision 93/256/CE. La répétabilité du signal a été mesurée sur les
points de la courbe d’étalonnage, en répétant chaque point de la courbe 3 fois par jour, pendant 3
jours, soit 9 réplicats par point de la gamme.

Lors du développement de la méthode, les concentrations actives des anticorps primaires et de
'anticorps secondaires ont été optimisées. L’influence du débit de I'échantillon sur les limites de
détection et sur I'lC50 dans le lait et dans le tampon a été montrée avec les 2 anticorps. La limite de
détection dans le lait avec les deux anticorps étaient plus élevée a 20 pl/min qu’a 5 pl/min. Cependant,
une limite de détection a 8 ug/kg restait bien inférieure a la LMR (100 pg/kg). Etant donné le gain de
temps pour I'analyse a 20 pl/min (8 minutes contre 30 minutes a 5 pl/min), le débit de 20 pl/min a été
conservé. Les limites de détection obtenues en tampon (2.9 ug/kg) et dans le lait (1.7 ug/kg) avec
I'anticorps 2 étaient plus basses que celles obtenues avec I'anticorps 1 (10 pg/kg dans le tampon et 8
pag/kg dans le lait). Aucune réaction croisée n’a été observée pour les deux anticorps primaires avec 6
sulfamides testés (sulfadiméthoxine, sulfaméthoxypyridazine, sulfamonométhoxine, sulfadoxine,
sulfadiazine, sulfaphénazole), ni avec des molécules des autres grandes familles d’antibiotiques
(pénicilline, céphalosporine, aminoside, tétracycline, chloramphénicol, quinolone). La répétabilité des
résultats était un peu plus élevée avec lanticorps 2 qu’avec l'anticorps 1, mais encore trés
satisfaisante (< 13%), par rapport aux criteres de performance de la décision 93/256/CE (11,5 a 15 %
en conditions de répétabilité a 100 ug/kg).
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Conclusions/Importance

En conclusion, nous avons démontré I'applicabilité du Biacore au développement de méthodes pour le
dépistage de résidus d’antibiotiques dans les aliments d’origine animale. Deux méthodes ont été
développées, utilisant deux anticorps différents, capables de détecter la sufaméthazine dans le lait,
largement en dessous de la LMR. Les deux méthodes sont rapides (8 minutes par échantillon) et
nécessitent une faible préparation de I'échantillon (pasteurisation, écrémage, dilution). En fonction de
I'objectif, la spécificité de la méthode pour la sufaméthazine peut représenter un probléme car la LMR
des sulfamides est fixée pour la somme des sulfamides. Donc, dans le cadre du développement d’'une
méthode de dépistage, I'idéal serait de détecter tous les principes actifs de la famille des sulfamides
avec la méme méthode. Toutefois, dans le cadre d’'une application ciblée sur la sufaméthazine
(cinétique de déplétion), la méthode est adaptée. Cette premiére validation d’'une méthode
immunologique suivant la décision 93/256/CE a été réalisée en considérant la méthode développée
comme une méthode quantitative. C’est pourquoi la fidélité (répétabilité) a été déterminée.

Lors des validations réalisées suivant le protocole recommandé dans la décision européenne
93/256/CE pour des méthodes immunologiques (eg. ELISA, Biacore), la limite de détection était
calculée a partir de I'analyse de 20 échantillons blancs et du bruit de fond associé. Cette approche
pouvait donner des limites de détection, qui n’étaient pas toujours représentatives de la performance
réelle de la méthode, étant donné la variabilité associée aux mesures avec ce type de méthodes,
surtout en ELISA. En général, la fidélité des méthodes développées sur le systéme Biacore étaient
meilleures que celles obtenues avec des kits ELISA. Toutefois, nous pouvons dire a présent que
I'approche du CC( apporté par la décision européenne 2002/657/CE, est plus adaptée et apporte plus
de confiance dans le résultat. En effet, le CCB est déterminé a partir d’échantillons supplémentés a
une concentration cible, et non a partir d’échantillons blancs. Enfin, nous pouvons ajouter qu'avec
'expérience, la plupart du temps, les méthodes immunologiques sont validées uniguement comme
des méthodes qualitatives et non plus comme des méthodes quantitatives, sauf si leur utilisation
I'exige.

Par la suite, nous avons pu développer d’autres applications du systéme Biacore, telles que le
dépistage d’une substance interdite avec une limite de détection inférieure a la Limite Minimale de
Performance (LMPR) [317], d’'une famille d’antibiotiques (eg. sulfamides [163], pénicillines [162]). Les
limites de détection basses et la préparation d’échantillons réduite étaient prometteuses pour une
mise en place plus large de ce systéme de biocapteur dans le contr6le Européen. Le systéme Biacore
présentait d’autres avantages, dont celui de pouvoir réaliser faire son propre développement de
méthodes (préparation des biopuces et optimisation de la méthode). De plus, la technologie ne
nécessitait pas de marquage de l'analyte ou du biorécepteur, puisque le systeme détecte les
changements de masse a la surface). De plus, le Biacore X™ possédait 4 canaux en paralléle (le
Biacore 2000™ avait 8 canaux), ce qui permettait en théorie de combiner plusieurs essais pour

plusieurs sulfamides ou d’autres familles d’antibiotiques.
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Determination of Sulfamethazine in Milk by Biosensor

Immunoassay

VaLerme Gavmm and Marig-Lavge Pavy

Community Heference Laboratory for Veterinary Drug Residues, CNEVA, BF 203, 35302 Fougeres, France

A biosensor based on surface plasmon resonance
(SPR) measurement was developed for use in an
immunoassay for detection of sulfamethazine
{SMZ) in milk. The biospecific surface was a
carboxymethyl dextran-modified gold-surface sen-
sor chip to which SMZ was covalenily bound. Tha
assay was based on inhibition of the binding of
polyclonal antibodies to Immobllized SMZ by SMZ
in the sample. The SPR response changed in-
versely in relation to the antibiotic concentration in
the sample. Calibration curves were constructed
for SMZ in buffer and in milk at a concentration
which included the maximum residue limit (0 to
200 pgfkg). The analysis time per sample varied
from B to 30 min. Different flow rates and antibod-
tes were modified alternatively during the study to
assess their influence on the performance of the
assay. The active antibody concentration was cal-
culated at approximately 1880 and 180 nM for the
antibody anti-SMZ 1 and the antibody anti-SMZ 2,
respectively. No cross-reactivity of antibodies with
other antiblotics was found. Under optimal condi-
tions, the detection limits in milk for SMZ were 8
and 1.7 pg/kg, respectively, for antibody 1 and anti-
body 2, at a flow rate of 20 pL/min.

the oldest and largest group of synthetic antimicrobial

agents, Sulfonamides have a broad spectrum of antitac-
terial activity and are commanly used for prophylactic or ther-
apeutic purposes in velerinary medicine. Therefore, muaxi-
mum residue limits (MRLs) were established according o Eu-
ropean Union (EU) regulations for the prodection of con-
sumers of animal products, The MEL for sulfonamides in
milk and meat has been set at 100 peke (1)

Analytical methods are needed to detect drug residues in
foods of animal origin, Misrobiologicsl and immunological
methods  are  used routinely  for  screening,  and
phyvsicochemical methods {e.g., liguid chromatography [LC|
and mass spectrometry) are used for identification and
quantitation of antibiotic residues. However, microbiological

S ulfamethazine is a member of the sulfonamide farmly,
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methods lack sensitivity and specificity, and physicochemical
methads requine gualified staff, sample pretreatment, and high
punty chemicals. Although immunological methods such as
the ELISA are specific and generally sensitive, they are
time-consuming. Therefore, there is a need for new screening
methods that are fast, sensitive, and aufomated, with high
sample throughput and minimum preparation of samples, The
BIACORE™ system is being evaluated for detection of antibi-
otics in our laboratory. Analogous methods using this system
for SMZ in mulk (2, 3) and enrofloxacine/ciprofloxacine (4)
were recently described. The published assay reported that
sulfamethazine (SMZ) had & concentration of 1 o 10 pafke,
which did not include the MEL, and an analysis time of 50 min
{30 min incubation and 20 rmin injection). This report describes
the development of a faster assay for SMZ, in milk with a larger
concentration range and underlines the influence of flow rate
and quality of the antibody on method performance.

Experimental
Instrumantation

A BIACORE X optical sensor (Biacors AR, Uppsala.
Sweden) was used to perform the assay. The use of BLA tech-
nology (hiospecific interaction analysis) enabled us to sudy
label-free molscular interactions in real time. The biospecific
surface was a carboxymethyl dextran-modified gold-surface
sensor chip to which one interactant was covalently bound.
Other molecules were injected by the microfluidic cartridge.
Using the detection principle known as surface plasmon reso-
nance (SPR), we detected chanpges of mass on the surface
which represented association or dissociation of com
plexes (3}

Reagents

{a) CM3 sensor chips (research grade).

b} HES buffer—pH 7.4, as eluent, consisting of 10 mM
Hepes (-] 2-hydroxyethyl]piperazing- | -ethane-sulfonic
acid), 150 mM NaCl 3.4 mM EDTA, and (LO0F% (whi
Surfactant P20,

(€} Amire coupling fit—Containing NHS (100 mb
M-hydroxysuceinimide  in water), EDC (400 mM
N-ethyl-N'-(3-diethylaminopropyljcarbodiimide in  water].
and ethanolamine hydrochloride, pH 8.5 (Biacore AB). SMZ
and all other chemicals were obtained from Sigma Chemical
Co. (50 Louis, MO,
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Figure 1. Calibration curves for sulfamethazine in buffer and skim millk. Comparizon of 2 flow rates (antibody 1

[2.8 nM), secondary antibody [33.3 nM]). Each point represents the mean of 9 replicates; the error bars indicate the
eoefficiants of variation (CV). The absolute response readings corresponding to the 100% relative response at flow
rates of & and 20 pLfmin were 1463.08 + 109.30 and 586.40 + 33.47 AU in assay buffer, and 2251.90 + 28,68 and

712.26 + 53.96 RU in milk, respectively. Mean ICso values derived from standard curves at flow rates of 5 and 20 pL/min
were 1000 and 180 pg/kg for assay butfer, respectively, and 1000 pg/kg for the 2 flow rates for milk.

Antibodias

The first polyclonal antibody, ani-SMZ (antibody 1, pro-
duced in rabbits), was obtained from Eurodiagnostica 54
{Gentilly, France). The second polyclonal antibody, anti-SME
{antibody 2, produced in rabbits), was ohtained from Philipp
Hammer (Institute fiir Hygiene, Kicl, Germany). The second-
ary antibody was an [g0 [action of a goat anti-rabbit anti-
serum obtained from Sigma Chemical Co.

Immobilization of SMZ on Sensor Chip Surlace

SME was covalently immobilized to the surface of one of
2 channels of the sensor chip by amine coupling (6). All injec-
tions were made at a constant Tow rate of 3 pLfmin,

A solution of 5 mg SMZmL was prepared in 10 mM HCL
with 10% dimethylformamide (DMF), pH adjusted to 3.0,

The surface was activaled by injecting a mixore of
NHS-EDC (1 4 1;2 x 45 pL). SM7 was then immobilized by
ijecting the SMZ solution (8 = 45 pL). Finally, the surface
wias deactivated by injecting ethanolamine HCL, pH &3
(2% 45 uL). Immediately afier immobilization, the surface
Wy conditioned by injecting 100 mM NaOH + 20% DMF
(10 pl) and 100 mb HCI + 20% DME (10 L),

Detarmination of Active Antibody Concentration

If mass tansport of the analyte to the surface 15 much
slower than azsociation, binding will be limited. Under these
conditions, the binding rate at the beginning is directly propor-
tienal to analyte concentration and independent of association
kinetics. To obtain mass transport conditions, the concenira-
tion of surface binding sites must be increased.

A calibration curve in which the binding rate has been plot-
ted aguinst active antibody concentration from 0.5 1o 160 ah
iz walid for a large variety of antihodies (7).

Serial 2-fold dilutions of polyclonal antibodies were pre-
pared in HBS (dilution factors from 20 to 23606 to find a di-
lution for which the binding rats in resonance units per second
(RU/s) was constant over ime. The observed hinding rate was
wsed to determine active antibody concentration by using the
calibration curve,

FPraparation of Standards

Standard solutions of SMZ were used to prepare known
concentrations of SMZ in HBS or milk, Antibiotic-free milk
served as control milk and was also used to prepare spiked
samples, SMZ was dissolved at | mg/mL in 50 mM borate
buffer, pH 8.5, and working solutions were prepared by dilu-
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Figure 2. Calibration curves In buffer and skim milk: comparison of 2 antibodies anti-SMZ at 20 pLimin. Antibody 1,
2.8 nM; secondary antibody, 33.3 nM; antibody 2, 2.1 nM; secondary antibody, 33.3 nM. Each point represents the
mean of 9 replicates; the error bars indicate CVs. The absolute response readings corresponding to the 100% relative
response in assay bulfer and in milk at 20 pl/min with antibody 2 were 1288.08 + 68.20 and 1115.73 £ 147.42 RU,
respectively. Mean ICsp values derived from standard curves made In assay buffer for antibodies 1 and 2 were 180 and

12 pgfkg and in milk 1000 and 20 pg/kg, respectively.

tion in HES. These solutions were finally diluted (1:100) in
HBS or milk.

Sample Praparation

Milk samples were pastenrized by heating 15 min at 80°C,
and then centrifuged (Jouan GR 4.11) for 10 min at 1000 g.
The fat on top was discarded,

Assay Frinciple

The assay was based on inhibition of the binding of
polyelonal antibodies to immobilized SMZ by SMZ in the
sample. The SFR response changed inversely in relation to the
antibiotic concentration in the sample. The primary antibody
was mixed (1 + 1) with HBS or milk; 35 pL of this mixiure
was injected at a constant flow rate, and 33 pl. of secondary
antibody was then injected to enhance the signal from the pri-
mary amtibody.

After cach meassurement, the surface was regenerated by
consecutive injections of [5 pL 50 mM NaOH, pH 12.2, and
15 pul. 75 mdA HCL, pH 3.3,

Optimization of SMZ Antibody Concentrations

Different concentrations of 2 antibodies  anti-SMZ
{1.4-11,2 nM and 1.05-2.4 oM, respectively) were tested 1o

determine the optimal concentration for best sensitivity of the
assay. Similar tests were done with the secopdary antibody.

Assay Validation

The concentration renge for SMZ standard curves wis
0200 pedp. Calibration curves were prepared by plotting log
{EMZ concentration) against the relative response, as follows:

Relative response, % = Ado x 100

where A was the response of one sample i RU and Ae was e
response of a negative control sample in RLL

The ICs, was defined as the concentration of the inhibito
{amtibiotic) required to reduce the signal in RU to one-half the
sigrnal measured when no inhibitor was present.

The precision of the assay was estimated by repeating stan-
dard curves 3 times per day for 3 days, Coefficients of varii-
tion (CW%) were calculated (n = 9) for each concentration,

The limmit of detection was defined as the lowest concenina-
tion that could be determined as statistically different (3 stan-
dard deviations) from a negative control milk or HBS {mean
response of 20 negative contrals).

In order to determine the specificity of the assay, 6 different
sulfonamides  (sulfadimethoxine,  sulfamethoxypyridazing,
sulfarnonomethoxine, sulfadosine, sulfadiarine, sulfaphenazole)
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and wther commonly used antibictics from major classes
(oefolur, spiramycin, dibydmostrepiomycin, oxyietracycline,
penicillin,  ampicillin,  mmethopim,  chloramphenicol,
thismphenicol, florfenicol, enmofloxacine) were tested at a con-
centration of 1000 pgfke. The response of each antibiotic was
compared with a standand curve of SMZ 0 determine the come-
sponding SMZ concentration (equivalent SMZ) and expressed as
a perceniage:

Cross reactivities, % = equivalent SMZ1000 2 100

Results and Discussion
Primary Antibodiss

The active antibody concentrations were calculated at ap-
proximately 1880 and 180 nM for antibody 1 and antibody 2
anti-SME, respectively. Optimum concentrations which gave
the best sensitivity for antibodies | and 2 wene, respectively,
2.8 and 2.1 nM (data not shown).

Sacondarny Antibody

Orptimum concentrations were those that gave the best sen-
sitivity with maximum reduction of primary antihody concen-
tration and sufficient enhancement of the signal. For the sec-
ondary antihody, optimum concentration was 33.3 nb (data
not shown), whatever the primary antibody,

Because the secondary antibody enhanced the signal, use
of the pramary antthady was limited (in this assay, the reduc-
tion factor was 1.5-3). However, there wens 2 disadvantages
when the secondary antibody was used: a decrease of Sensitiv-
ity (53— of the aszay and increase of analveis Gme.

Specificity and Salactivily

Far the 2 primary antibodies, no cross-reactions were ob-
served in milk with either the & ested sulfonamides or with
molecules of the main families of antibiotics (penicillin,
cephalosporin, aminoglycoside, tetracycling, chloramphenicol,
quinolone), I wis essential that these antibodies were selec-
tive for the sulfonamide family because that was the purpose
of developing this screening test.

However, the specificity for SMZ was a problem because
the MRL has been st for the sum of sulfonamides, It wouald be
interesting, therefore, to find an antibody thar would
cross-react with the main sulfonamides. Production of this
kind of antibody and new technologies in antibody enginecr-
ing may eventually solve this problem. In the meantime, sev-
emal anihodies may be vsed in the assay, each antibody being
specific for one sulfonamide; the sum of the results would thos
be claser o the real concentration of sulfonamides in the sam-
ple. The multichannel system of the BIACORE would permit
testing of several sulfonamides in parallel, one by low cell.

Effact of Flow Rale

The inhibition curves for SMZ in buffer and in milk al
2 different flow rates using antibody 1 are shown in Figure 1.
The ICyy was estimated in buffer at about 1000 ppikg at
3 ulimin and 180 pgike at 20 plimin. In milk, the T4, was
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1000 pg'ke for the 2 flow rates. Some values of [Cq
(LD pgfkp) were determined approximately by extrapola-
tion because they were at the end of the standard curve. Be-
cause the 1Cg, was fower in buffer than in milk at 20 pLimin,
the effect of the milk matrix was observed at this flow rate and
i at 5 pl/min.

For antibody 1, the biosensor immunoassay in buffer had a
detection limit of 20 and 10 pgfkg at 5 and 20 pL/min, respec-
tively. In milk, the detection limits were 2.2 and 8 pp/ke at 5
and 20 plfmin, respectively.

The ICs; and detection limits in buffer showed better re-
sults at 20 plsmin than at 5 pLémin, In milk, the ICy, was
equivalent for the 2 flow rates and the limit of detection was
lower at 5 plfmin. However, we decided to work at 20 uLémin
1o study antibody 2 anti-SMZ because of the mpidity of the as-
say (& min per sample at 20 pLimin instead of 30 min at
5 plfmin) and because a limit of detection of B pgfkg in milk
was sulficient to detect SMZ near the MRL.

The CVs for each point of the calibration curve were simi-
lar in buffer and in milk for both flow rates, between 1.3 and
T.4%. The precision of the assay, therefore, was satisfactory.

Effect of Antibody

The inhibition curves for SKZ in buffer and in milk for an-
tibodies 1 and 2 at 20 pLémin are shown in Figure 2. The esti-
mated 1Csy was lower in buffer (12 pgkg) than in milk
(20 pgikg) at 20 plimin for antibody 2. The effect of the milk
matrix was similar to that for antbody 1.

Walues for antibody 2 were more precise than those for an-
tibody 1 because the 1C5; values were included in the middle
of the standard curve.

The biosensor immunoassay had a detection lmit of about
29 and 1.7 pgfleg in buffer and in milk, respectively, with anti-
body 2 at 20 pLmin. Therefore, whatever the flow rate or anti-
body, the detection limils were well below the MRL of
100 pg/kg.

Both in boffer and in milk, the assay had a bower ICs; and o
better limit of detection with antibody 2 anti-SMZ than with
antibody 1. The CVs were a litthe higher with antibody 2, be-
tween 5.3 and 12.79%. The precision of the assay was also sal-
isfactory with this antibody.

Conclusions

The development of this biosensor assay led to 2 possible
screening tests becanse 2 antibodies conld actually be used.
The optimum conditions have been detormined at 20 pl/min
for the 2 entibodies. Antibody 2 was more sensitive than anti-
Bady 1, with 2 lower detection limit; however, the linear range
of the curve did not include the MEL, Moreover, the detection
limit of antibody 1 was sufficient to detect SMZ near the
MRL. Therefore, antibody | could be used directly in the as-
say or antibody 2 could be used with diluted milk. The advan-
tage of wsing antibody 2 would be that this dilution step could
replace the pasteurization step.

This study demonstrates the impact of flow rate and quality
of the antibedy on the detection of drug residues by the
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immunosensor technigue, and would thus be useful for com-
paring antibodies from different suppliess.

The assay presented hers is fast (8 min per sample], sensi-
tive, specific, and repeatable, with minimum preparation of
samples, and the concentration range includes the MRL.
Therefore, this assay could be used as a routine meathod for
screening of SME in milk. Moreover, because the BIACORE
system is a multichannel device, it would be possible to mea-
sure several different analyvies in parallel, cither several sul-
fonamides with very specific antibodies or several families of
antibiotics with selective antibodies, For further experiments,
a less specific antibody is needed, which would be directed
againgt major molecules of the sulfonamide family, because
the MEL was set for the sum of sulfonamides,
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Contexte

Les animaux d’élevage peuvent étre traités avec des antibiotiques, soit de fagon préventive, soit de
fagon curative. Donc des résidus d’antibiotiques peuvent étre retrouvés dans le muscle de ces
animaux, soit sous la forme de la molécule mére, soit sous une forme métabolisée. Dans ce cadre,
des Limites Maximales de Résidus (LMR) ont été fixées pour tous les antibiotiques autorisés. Les
méthodes de dépistage qui sont la premiere étape du contrdle doivent permettre de détecter ces
antibiotiques en dessous ou au moins au niveau de ces LMR. Le kit commercial appelé Premi®Test
(commercialisé initialement par la société DSM, Pays-Bas) permet une détection large spectre de
plusieurs grandes familles d’antibiotiques, dans le muscle de différentes espéces animales. Ce test
microbiologique est basé sur la détection de l'inhibition de la croissance d’'une souche bactérienne
(Bacillus stearothermophilus) pré-ensemencée dans un milieu gélosé prét a 'emploi. La détection de
linhibition de la croissance bactérienne en présence de résidus d’antibiotiques dans I'échantillon se
fait par un changement de couleur, liée a la présence d’un indicateur de pH, en moins de 4 heures. En
effet, cette souche bactérienne posséde la propriété d’acidifier le milieu quand elle se développe. En
2008, la société DSM a déposé un dossier de certification AFNOR. En tant que laboratoire expert,
nous avons réalisé les études de validation et présenté les résultats au Bureau Technique agro-
alimentaire de 'AFNOR.

Méthodologie/Principaux résultats

La validation selon le référentiel AFNOR, spécifique des kits de dépistage des résidus d’antibiotiques,
est constituée de deux étapes : I'étude préliminaire et I'étude collaborative. L’un des grands principes
de I'étude préliminaire est la comparaison d’'une méthode alternative (le kit commercial) avec une
méthode de référence. Toute I'étude préliminaire est réalisée avec les 2 méthodes en parallele ; par
contre, I'étude collaborative ne nécessite la pratique des 2 méthodes que chez le laboratoire expert,
alors que les laboratoires participants réalisent seulement les analyses avec la méthode alternative.
Dans le domaine du dépistage des résidus d’antibiotiques, la méthode de référence est en principe la
méthode officielle utilisée pour la réalisation des plans de contrble et plans de surveillance frangais.
En effet, il n'existe pas de méthodes normalisées dans ce domaine, contrairement au domaine de la
microbiologie alimentaire. Dans le cas du Premi®Test, la méthode officielle frangaise, appelée
Méthode des 4 Boites (M4B), a été choisie comme méthode de référence. La comparaison s’avérait
complexe étant donné que les 2 méthodes divergeaient en de nombreux points :

- La préparation des échantillons de muscle est trés différente. En effet, pour la M4B, des carottes
sont prélevées dans des muscles entiers (non broyés) et congelés. Puis, des rondelles d'une
épaisseur de 2 mm sont découpées dans ces carottes et déposées sur les boites de milieu gélosé
préalablement ensemencé. Dans le cas du Premi®Test, les muscles doivent étre entiers, puis pressés
pour en obtenir le jus. Ensuite, le jus est déposé sur les ampoules de Premi®Test contenant le milieu
gélosé pré-ensemencé. Le spectre de détection des 2 méthodes est différent. En effet, la M4B a un

spectre plus large que la méthode alternative, puisque plusieurs germes sont ensemencés dans
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différents milieux pour la M4B. alors qu’un seul germe ensemencé dans un seul milieu est utilisé dans
la méthode alternative.

- Un probléme méthodologique se posait donc pour la supplémentation des muscles. En effet, pour
déterminer les limites de détection des méthodes, les matrices sont usuellement supplémentées, avec
des quantités connues d’antibiotiques. Dans le cas de la M4B, il est impossible de supplémenter des
muscles intacts puisque ’homogénéité de la répartition ne peut pas étre garantie. De méme, dans le
cas du kit, supplémenter du muscle intact puis récupérer le jus ne constituait pas un protocole fiable.
De plus, pour déterminer les limites de détection des 2 méthodes, il faut tester de nombreux
antibiotiques, chacun a 3 concentrations. Il est impossible de trouver les matériaux naturellement
chargés (non broyés), contenant les antibiotiques qui nous intéressent, et de surcroit a 3
concentrations différentes. C’est pourquoi cette étude préliminaire a été décomposée en 3 étapes
(Figure 46).

Suite a I'étude préliminaire, une étude collaborative impliquant la participation de 10 laboratoires, a été
organisée. Des échantillons de jus de viande supplémentés ont été envoyés aux participants, puis
analysés. Chaque matériau a été préparé, codifié et envoyé en double aveugle, soit 32 échantillons a
analysés par laboratoire. En plus des échantillons, 'Anses a préparé et fourni a tous les laboratoires
collaborateurs 3 témoins négatifs (porc, beoeuf, poulet) et un témoin positif boeuf (contenant de la
pénicilline G a 10 pg/kg). Les laboratoires participants devaient réaliser les analyses en double
aveugle (2 séries distinctes d’analyses).

L’étape 1 a permis de déterminer les limites de détection du Premi®Test pour 6 molécules de 5
familles différentes d’antibiotiques a partir de jus de viande de porc supplémentés. Excepté pour la
gentamicine, les limites de détection du Premi®Test se situent au niveau des Limites Maximales de
Résidus (LMR). Ces résultats sont en accord avec les performances du test annoncées par le
fabricant.

L'étape 2 a permis de déterminer un taux de faux-positifs et un taux de faux-négatifs de 0% pour le
Premi®Test. Les taux de faux-négatifs et de faux-positifs étaient meilleurs pour le Premi®Test (0%)
que pour la M4B (57% et 15% respectivement). En effet, les limites de détection de la M4B sont
insuffisantes pour certains antibiotiques (eg. aminosides). De plus, cette phase de I'étude a montré
que la M4B et le Premi®Test donnent des résultats concordants (« les 2 méthodes ne sont pas
différentes »).

L’étape 3 a permis de montrer que le Premi®Test était applicable aux muscles de différentes espéces
animales (porcins, bovins, volaille, ovin, lapin, ...). La comparaison entre le Premi®Test et la M4B
réalisée sur les seuls échantillons analysés au niveau de I'Anses a fait apparaitre une différence entre
les 2 méthodes. Toutefois, l'intégration des résultats négatifs dans les LVD permet de constater que
les 2 méthodes ne sont pas différentes. La capacité de chaque test a détecter les différentes familles
d’antibiotiques a été étudiée. Le Premi®Test détecte mieux les antibiotiques de certaines familles (eg.

béta-lactamines) que la M4B et moins bien certaines comme les tétracyclines.
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Figure 46. Protocole expérimental de I’étude préliminaire.
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Les résultats des laboratoires participants ont été analysés afin de déterminer différents parametres
de validation. Le référentiel AFNOR n’indique pas de limites minimales a atteindre pour les
caractéristiques de performance déterminées. La spécificité et la sensibilité au niveau L; ont été
déterminées respectivement a 95,3 % et 72,5 %. La sensibilité au niveau L; est de 100 % pour la
sufaméthazine a 400 pg/kg (4"LMR) dans le muscle de bovin et pour la tylosine a 200 ug/kg (2*LMR)
dans le muscle de poulet. Elle est diminuée par un taux de faux-négatifs plus élevé pour le ceftiofur a
800 pg/kg (0,8*LMR) et I'oxytétracycline a 400 ug/kg (4*LMR) dans le muscle de porc. Ces résultats
sont satisfaisants en regard des résultats obtenus lors de I'étude préliminaire. Les capacités de
détection obtenues lors de I'étude préliminaire (étape 1) par le laboratoire expert étaient plus basses
(sufaméthazine a 2*LMR, tylosine a la LMR, ceftiofur a 0,5*LMR et oxytétracycline a 2*LMR). C’est
logique car les résultats d’'un seul laboratoire, de surcroit expert dans ce genre de validation, sont le
plus souvent meilleurs que les résultats globaux d’une étude collaborative, impliquant des participants
plus ou moins habitués a utiliser la méthode alternative. Les résultats des laboratoires participants en
termes de répétabilité et de reproductibilité étaient trés satisfaisants, avec respectivement un
pourcentage moyen de 94,8% pour un méme échantillon et de 92,7 % pour 2 échantillons identiques

(paire) en répétabilité et un pourcentage moyen de 89,1 en reproductibilité.

Conclusions/Importance

En conclusion, le kit commercial Premi®Test a obtenu la certification AFNOR en 2006 pour le
dépistage des résidus d’antibiotiques dans le muscle porcin, bovin et de volaille (hors viande hachée).
Cette certification a été reconduite en 2010 et 2014, sur présentation d’un dossier par le laboratoire
expert. Le kit est actuellement certifié jusqu’en 2018. La certification AFNOR posséde une
reconnaissance nationale et européenne, voire internationale. Les études de validation qui conduisent
a la certification sont complétées par des audits des sites de production. Ce type de validation permet
aux fournisseurs de tests d’obtenir une reconnaissance des performances de leurs tests, de la qualité
et de la tragabilité de leur production. Toutefois, nous avons pu voir dans le cadre de cette certification
que le principe de base de la certification AFNOR qui repose sur la comparaison de la méthode
alternative avec une méthode de référence pose de nombreux problémes méthodologiques :

- D’une part pour la mise en place de I'étude préliminaire : la préparation des échantillons pour
les deux méthodes peut étre treés différents. La supplémentation de matrices entiéres, telles
que du muscle, ne permettent pas de garantir 'lhomogénéité de la répartition des résidus. Le
spectre de détection des deux méthodes peut étre différent. De plus, les méthodes
auparavant utilisées comme méthodes de référence sont de moins en moins utilisées dans les
laboratoires et ne seront donc plus disponibles dans I'avenir pour réaliser les comparaisons.

- Dlautre part pour l'exploitation des résultats de cette I'étude préliminaire : la méthode
alternative présente le plus souvent des limites de détection inférieures a celles de la méthode
de référence. Donc on ne peut conclure a I'équivalence des deux méthodes, ce qui pose
probléme dans le cadre de la validation AFNOR. De plus, comme les spectres de détection

peuvent étre différents, cela renforce la non équivalence des méthodes.
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Cependant, le point fort principal de la validation selon le protocole AFNOR est I'organisation d’'une
étude collaborative. Cette validation inter-laboratoires est trés importante car elle permet de
déterminer la répétabilité et la reproductibilité de la méthode alternative, mais aussi de vérifier la
robustesse de la méthode. Pour toutes ces raisons, '’Anses en tant que laboratoire expert a proposé a
'AFNOR de réviser le référentiel spécifique des kits antibiotiques. Un groupe de travail réunissant
I'Anses, TAFNOR et d'autres experts est en cours de rédaction d’'un nouveau référentiel, qui sera
officialisé en 2016. Ce nouveau référentiel conserve les 2 études (préliminaire et collaborative). Par
contre, I'étude préliminaire ne sera plus basée sur la comparaison de méthodes, mais sur une

approche critére par critére.
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Premi®Test contains viable spores of a strain of Bacilis siearothe rmophifus which is sensitive to antimicrobial
residues, such as heta-lactams, tetracyclines, macrolides and sulphonamides. The growth of the strain is inhibited
by the presence of antimicrobial residues in moscle tissue samples. Premi®Test was validated according to
AFMNOR ruks (French Asociation for Normalisation). The AFMNOR validation was based on the comparison of
reference methods { French (Mficial method, 1.e. four plate test (FPT) and the STAR protocol (five plate test]))
with the alternative method (Premi®Test). A preliminary study was conducted in an expert laboratory
{Community Reference Laboratory, CRL) on hoth spiked and incurred samples (ficld samples). Several method
performance criteria (sensitivity, specificity, relative accuracy) were estimated and are discussed, in addition to
detection capahbilities. Adequate agreement was found between the alternative method and the reference met hods.
However, Premi®*Test was more sensitive to beta-lictams and sulphonamides than the FPT. Subsequently,
a collaboratve study with 11 laboratories was organised by the CRL. Blank and spiked meat juice samples were
sent to participants. The expert laboratory (CRL) statistically analysed the results It was concluded that Premi™
Test could be used for the routine determination of antmicrobial residuss in musck of different anmal origin
with acceptable analytical performance. The detection capabilities of Premi® Test for beta-lactams (amoxicillin,
ceftiofur), one macrolide {tylosm) and tetracycline were at the level of the respective maximum residue limits
(MEL)in muscle samples or even lower.

Keywords: validation; Premi®test; screening; antimicrobial residues; muscle; collaborative study; routine analysis

Introdwction with respect to European repulations (EEC, 1990)
Animal treatment can lead to the presence of residues for beta-lactams,  tetracyclines  and  macrolides
in food of animal origin. The presence of antimicrobial ~ (detection capabilities lower or equal to the MRL).
residues could lead to human health and safety risks, The best detected class of compound is generally the
such as allergies or toxicity, when foodstuffs contain- beta-lactam  family. The detection capabiliies of

ing residwes enter the food chain, Different families of
antimicrobial residues are concerned: beia-lactams,
sulfonamides, macrolides, tetracyelines, guinolones,
etc. For these reasons, maxmum residue Lmits
(MRL} were set for many antimicrobial residues to
protect consumer safety (EEC Directive 2377/90 and
amend ments). Different methods have been developed
for the detection of antimicrobial residues in food of
animal orgin. These screening methods are usually
microbiological, based on the inhibition of bacterial
growth by antimicrobial residues. Microbiological
plate tests penerally mve results in 18-24 h; however,
they require skilled technicians with specific traiming.
Microbiological-based tests are an inteéresting screen-
ing step because they are capable of detecting a wide
range of antimicrobial residues (several famibes of
antimicrobials are detectable with one single method).
The levels of detection are also penerally satisfactory

sulphonamides are very varahble, depending on the
sulphonamide structure. Using microbiological-basad
ests, the least detected antbiotics are generally some
sulphonamides, aminoglycosides and guinolones.
MNone of the existing microbiological seréening meth-
ods are capable of detecting all MRL substances in
animal matnees. Therefore, some countoes have
implemented other methods in parallel w specifically
detect these antmicrobials. In France, the official
method for the control of muscle samples is the four
plate st (FPT) (Bogaerts and Woll 1980). In the past,
sofme commercial tube-tests were available but only for
the analysis of milk, such as Delvotest™, or, more
recently, the COPAN"Y (est. These tests are based on
the detection of growth by production of acid, visible
by a colour change in the test medium (pH indicator).
More recently, the Premi®Test, a commercial growth-
inhibitor  test, was deweloped by DSM  Food
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Specialiies R&D (Delft, The Metherlands) for the
detection of antimicrobial residues in muscle. The test
15 based on mhibition of the Boeillus stearothermophi-
lus strain and allows the detection of antimicrobial
residues in muscle in less than 4h (Fabre 2003a.b;
Fabre et al. 2004; Stead 2004).

Ower the last few vears, several evaluations of the
Premi® Test have been published, based on spiked meat
juice samples (Revbroeck 2000a) or incurred poultry
muscles (Revbroeck 2000b). Premi®Test has generally
been compared to a reference method, focussing on a
family of antimicrobials, such as beta-lactams, using
spiked meat juice samples and incurred poultry muscle
samples (Popelka et al. 2005) or tetracyclines
(Okerman et al. 2004). The detecton limits for varnous
antimicrobials, calculated in spiked juice samples, were
similar in the different studies. The overall conclusion
of these studies was that Premi®Test is unsuited to the
detection of tetracyclines at MRL level in spiked and
incurred samples. Premi® Test was very sensitive For the
scresning of beta-lactams, more than the usual micro-
biological plate tests. Premi®Test was suitable for the
detection of beta-lactams and sulphonamides at MRL
level or even below.

The AFNOR validation is based on a comparison
between a reference and the alternative method. In the
present study, the Premi*Test, ie. the alternative
method, was compared with two other microbiological
methods: the French Official method (four plate test,
FPT) which was the reference method, and the STAR
protocol (the CRL protocol) (Gandin et al. 2004).
Thereaflter, an interlaboratory study was orpamised. in
which only the Premi®Test was used to analyse spi ked
meat juice samples. This paper presents the results of
preliminary and collaborative studies.

Materials and methods

Presentation of the methods

Principle of the kit

The Premi®*Test allows the detection of antimicrobial
residues in fresh meat, kidnevs, fish and egps (Arts
et al. 2000). The Premi®Test is based on the growth
inhibition of Bocilfus stearothermophilus, in which
standardised spores are included in a medium with
selected nutrients. The meat juice T placed in ready-
to-use tubes and, after 20min of pre-di Tusion at room
temperatire, the meat juice was removed by three
washing steps. Finally, the ampoule was incubated for
approximately 3 h at 64°C. The reading of the “ves no™
resull was based on a colouwr comparison. Without
antimicrobials, the spores germinate and dewelop,
involving acidification of the mediuom and a change
of colour (vellow). Conversely, in the presence of
antimicrobials, bacterial growth is inhibited and a
puirple colour indicates the presence of antibiotics at or

ahove the deection limit of the test. Doubtful and
positive samples were confirmed by the multi-residue
LC/MS-MS method descanbed below. This broad-
spectrum fest makes it possible o detect a large
number of antmicrobials in less than 4h in muscle

Juice samples (extracted by pressing a piece of meat).

Principle of the four plate test { FPT}

The four plate test is the French Official method for
monitoring muscle samples (Bogaerts and Wolf 1980).
A microorganism, sensitive o antibactenal substances,
is inoculated into an agar medium in a Petn dish. The
following test organisms are used: Bocd e subvilis B A
(reference 10649; Merck, Nogent-sur-Mame, France)
(in test agar pH 6.0, Merck), Bocillus subtifis Bird
(reference 10649, Merck) (in test agar pH 8.0, Merck),
Bucilfus subtifis Bird (reference 10649, Merck) (in agar
ASS pH 7.4, Merck) and Kocurig varians (ATCC 9341,
Pasteur Institute) (in test agar pH 8.0, Merck). Slices of
froden muscle were placed on the surface of the
inocitlated mediuvm and incubated at the optimal
emperature for growth of the test organism. Afler
diffusion, the antibacterial substance should produce
an inhibition zone around the sample by inhibiting the
growth of the test organism.

FPrinciple of the STAR protocod and Bocillie cereus

The STAR protocol is the CRL method (Gaudin et al.
2004), which was dewloped to improve the perfor-
mance of the FPT, and the detection principle is the
same. The following test organisms are wsed: Boaciffus
subwilis BGA (reference 10649, Merck) (Antibiotic
medinm IT at pH 8.0, Difco, Detroit, MI, TISA),
Kocuria variams ex. Micrococows lutews (ATCC 9341,
Pasteur Instimie) (in st agar at pH 8.0, Mernck),
Bacillus cerews Bob (ATCC 11778, Pasteur Institute) (in
test agar at pH 6.0, Merckl, Escherichia cofi (ATCC
11303, Pasteur Instimte) (in rest agar at pH B.0,
Merck), Bocillus searothermophilus (ATCC 10149,
Merck) (in DST (Mhagnostic Sensitive Test) medium;
Oxoid, Basingstoke, UK). The Baciflix cerens used by
field laboratories at the 3rd step of the preliminary
study is plate Beb of the STAR protocol, which is
selective for the detection of the tetracycline [amily.
Muscle sample slices of 2mm in thickness were cut
from frozen muscle and placed on the plates.

LCIMS-MS method

A muli-residue LC/MS-MS method was developed for
the screening of antimicrobials in meat The principle is
hased on two different extractions: one with trichlor-
oacetic acid (TCA), allowing the detection of tetra-
cvclines, aminoplyeosides and quinolones; the second
with acetonitrile (ACN), allowing the detection of
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penicilling, cephalosporing, macrolides and sulfona-
mides. TCA extracts are directly injected after ultra-
centrifigation and filration. ACN extracts are
evaporated and the residue is then dissolved in 0.6 ml
of ammonium acetate before fltration and injection.
Two different gradients with pentafluoropropionic acid
amd ACN are used for the LC analyses. LC/MS-MS is
uwsed in multi-reaction monitorng mode (MRM) and
two MRM transitions are monitored for each com-
pound. Identification of the detected compounds is
based on retention time and the presence of the two
specific ransitons. Quantitative delermination was
carried out wsing calibration curves obtained with
spiked samples at 0.5, 1 and 1.5 MRL levels. Internal
standard were used for the gquantification. All 50
monitored compounds, excepl some aminoglyosides,
were detected at a leve below the MRL.

Principle of AFNOR (French Associatton for

Normadi safon ) validation

Any alternative method should be compared with a
reference method. A meference method could be a
standardised method, if it exists, an official method or
a widelv known and used method, taken in reference.
An alternative method is a commercial est allowing
analysis of, for a catepory of products given, the same
analvies a8 that messured by the reference method . but
presenting one or more of the following criteria: speed
of analysis, ease of execution and/or automation,
analytical performances (limat of detection, specificity,
etc.). A specific puide for validation of alternative
methods for the detection of antmicrobial residues in
foodstuffs of animal origin is available (Anon. X05a).
It defined the requirements relating to the organisation
of preliminary and collaborative studies carried out by
one expert laboratory. This document establishes the
general principle as well as the technical protocol for
the validation of altermative methods for the detection
of antimicrobial residues in foodsmifs of animal origin.

Preliminary study
The preliminary step are divided into three parts.

Step 1. Analyvsis of blank and spiked memt juice
sumiples
Porcing muscles was used from practical experience.
The absence of antimicrobial substances in these pig
samples, assumed as blank materials, was checked via
FPT and the STAR protocol. The negative results
confirmed that these pig samples could be used to
prepare blank meat juices.

Muscle samples were pressed throupgh a garlic press.
Thereafter, meat juice sarmples were spiked with known
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concentrations of six different antmicrobials: sulfa-
methazine (sulphonamides), oxyietracveline ((etracy-
clines), tylosin (macrolides), amoxicillin (penicillins),
ceftiofur (cephalosporing) and pentamicin (aminogly-
cosides). Each antimicrobial was spiked at three
concentrations: sulfamethazine (50, 100, 200 pgkg_] |8
oxvietracyvchne (50, 100, EGGugqu}‘ tylosin (50, 100,
0 peke ), amoxicillin (25, 50, 100 pe ke ™), ceftiofur
(100, 200, mugkg“’} and gentamicin (50, 100,
Iﬂ}ugkg'l}.

Five aliguots (five combinations of sample/anti-
micro bial ‘concentration) were prepared “blind to the
techmician™ and analysed in duplicate only with the
Premi®Test. The aliquots were stored in a freexer
(approximately —20°C) before analvses. Blank meat
Juice and spiked meat juice samples were analysed in
duplicate only with the Premi®Test.

Step 2. Treatment of animals and analvsis of incurred
porcine muscle sumples

Two untreated pigs were slaoghtered before the
treatments of three other pigs. These pigs were supplied
by a farm puarantesing that the pigs did nof receive
prior anlimicrobial reatments. Moreover, the absence
of antimicrobials in muscle samples was checked with
the FPT and STAR protocol.

Three pips were treated, one each with ylosin,
amoxicillin  and a oxvietracyvehne/sulfadimethoxine
mixture, and slaughtered. Each material was analysed
by a multi-residue LC/MS-MS method to guantify
antimicrobials. The following concentrations were
obtained: tvlosin 750.94+76.1 pg kg" {material 1),
amoxicillin 269.5 + 18.0 g Eg"’ (material 2}, oxyvietra-
cycline 7649+ 44 Bppke™ and sulfadimerthoxine
1511413 2pgke™" (material 3).

Afterwards, five pieces of each matenal (blank and
treated animals) of approximately 2 g were (five
combinations of sampleantimicrobialfconcentration }
prepared “blind to the technician™ and analvsed in
duplicate using three methods: Premi®*Test, STAR
protocol and FPT. These samples were stored in
freezer at approximately —20°C before analyses.

Step 3. Analysis of field samples

This step allowed 2 comparison of the Premi®Test,
STAR protocol and FPT in “naturally” incurred
samples for a wide number of antimicrobials and
maftrices of different origing (e.g different species). The
samples came from a mlot stwdy on the implementa-
tion of a new screening method for antimicrobial
residues in meal (Anon. 2005b). The samples were
sent  repularly to laboratories from the French
veterinary services (official control). Six held veter-
inary laboratories (LVD or “Laboratoire Velérinaire
Départemental” in French) were trained in the
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implementation of the Premi®Test and one plate
Bacillis cerews (for detection of tetracvdines) (STAR
protocol), analveing 1427 feld samples over a penod
of 4 months. All their positive samples (with
Premi® Test and/or Bacillus cereus) were sent frozen
to the CRL esery 15 days. All sample characteristics
(spacies, reception date, analysis date, dispatch date,
etc.), as well as the results obtained with Premi®Test
and Boucilfus cerens, were also sent to the CRL. Al
samples from the feld laboratories where stored in the
freezer upon arrival in our laboratory. Blind analyses
were carried out at the CRL with the Premi® Test, FPT
and STAR protocol, including the Bociffus cereus
plate. Finally, the positive samples from at least one
of these methods were analvzed by the multi-residue
LC/MS-MS method (svstematic screening, then iden-
tification and quantification). Doubtful Premi®Test
samples were also tested by LC/MS-MS.

Interfaboratory study

Eleven laboratories were contacted to participate to
this inter-laboratory study, including the six field
laboratories which had already participated to step 3
of the preliminary stedy. When an AFNOR validation
is implemented, an expert laboratory is designated by
the AFNOR Technical Office. The expert laboratory
performs the intra-laboratory validation and organised
the inter-laboratory study. Moreover, dunng the inter-
laboratory study, the results of the expert laboratory
are nol included with the participants’ results, but
these results are considered as the reference results
(to be obtained by the participants). In this case. the
Community Reference Laboratory (CRL) was con-
sidered the expert laboratory.

Spiked muscle juice samples were used for the
interlaboratory study instead of incurred samples, for
several reasons. Firstly, it is very difficult to prepare
raw muscle with a target concentration of each
antimicrobial owing tw the individual variability of
animal pharmacokinetic (depletion of the antibiotic in
tissues). Moreover, the use of raw pieces of meat did
not allow mincing of meat to adjust the concentration.
Secondly, the study was based on several animal

species amd, therefore, treatment would need to be
performed in each species. This would have been very
expensive, lime-consuming and impossible (o imple-
ment in our laboratory. Thirdly, when prodocing
incurred muscles and sending raw muscle samples
pieces of meat), it is very difficult to ensure homo-
geneity of the samples, which is basic when orpanising
a collaborative study.

Preparation of the materias

Porcine, bovine and chicken muscles were pressed.
Blank meat juice samples (negative controls and blank
unknown samples) were prepared. Furthermore,
spiked samples were prepared with four different
antibiotics al three concentrations. Oxvietracvcling
and ceftiofur were added to porcine meat juice
samples, sulfamethazing Lo bovine meatl juice samples
and, fnally, tylosin to chicken meat juice samples.
Table | presents the content of the 16 combinations.

A stahbility smdy was carried out on materials before
sending the samples and over the period of analvses by
the participants. The samples were analysed with the
Premi®Test at the CRL. Material stability was proven
over the period of analvses. A mndom codification of
the materials was performed and each laboratory was
identified by a code (from A to P).

Dispateh of materiols

Ome negative control from each species was sent and
one pogitive control contaming  pencilin G at
10 pg kg™'. A total of 32 different frozen meat juice
samples (16 materials in blind duplicate: spiked and
blank samples) were sent under frozmen conditions
(dned ice) to the participants to ensure stability of
matrix and analyte. The samples were stored in a
freezer upon arnval. Eleven laboratories received
parcel instructions and a results form. The participants
had no information about the antibiotics contained in
the materials.

Because it is recommended to test one negative
control from each analysed species, each laboratory
received a table indicating the species orgin of each
sample, according to a sample code (1-32), to compare

Table 1. Interlaboratory study: Content of the 16 materials sent in blind duplicates.

Porcine Bovine Porcime  Chicken
Antimicrobial Level of contaminaton  Oxytetracycline Sulfametharme Ceftiofur  Tylosin
MRL - 100 10y 1000 10y
Spiked concentrations LD Blank Blank Blank Blank
(ngkg™) L1 R 0 40 10
L2 00 e 1] 400 10y
L3 400 4 OO 200
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the results of each sample with the negtive control of
the corresponding species. All analyses were carried
out in blind duplicate (two different series of analyses)
with Premi®Test only. Analyses were performed within
I week maximum after receiving samples. A negative
control for each species, a positive sample (spiked with
penicillin G at 10pgke™) and coded materials were
analysed. All results were retumed rapdly and
compiled at the CRL.

Results and discussion

Prefiminary study

Step 1. Analveis of blank and spiked mem juice
samples

Among the X blank meat juce samples analysed in
duplicate, only one meat jce was positive twice and
four other meat juices were “doubtfil” in one of the
two replicates and negative in the other. A total of 15
meat juices were negative twice. The [alse positive rate
is the number of positve results for blank samples (Free
of antibotic substances ) divided by the total number of
positive samples (the same number plus the number of
conlaminated samples showing positive resulis) and
multiplied by 100: 18% (=6/(642T)00) of results
were false positive. The result was satisfactory becanse
the false positive rate should be minimal for a
screening method, since the samples declared positive
should be confirmed by a phyvsicochemical method for
identification and quantification.

The detection limit corresponded to the lowest
concenlration which gave a positive or a doubtful
result for each of the five replicates. Table 2 presents
the determination of limits of detection of Premi®Test
for the six antimicrobials tested.

The study of spiked pig meat juice samples showed
that, for five molecules belonging to four different
classes of antibiotics, the detection limit of Premi®Test
was at a level of one or two MRL maximum. For only
one antibiotic (gentamicing, the detection imit was two
times higher than the MBL (40% of positive results at
2 xMRL). The false negative rate corresponds o the
number of negative results obtained for contaminated
samples (spiked samples) divided by the otal number
of negative samples (the same number plus the number
of blank samples giving a negative result) and multi-
plied by 100. The [alse negative rate calculated at
I xMRL was 22% (=I10/{10 4 34)100). However, the
false nepative rate calculated at twice the MRL was 8%
(=3j(3 4+ 34)100).

Step 2. Treatment of animals and analvsis of tncurred
porcine muscle samples

Concentrations in naturally incurred samples were
much higher than the respective MERL of the four

Food Additives and Conmtaminanis 1455

antimicrobials (from 1.5 to 7.6 x MRL). However, the
analvses of incurred materials with known antmicro-
bial concentrations was of significant interest. Table 3
summanses the results of step 2.

Data exploitation was camal out according to the
reference document of AFNOR wvalidation (Anon.
M5a). Exploitation is based on a comparnison of two
methods: the reference method and the alternative
method. The FPT was sel as the reference method and
the Premi® Test as the alternative method.

Three different parameters were calculated
which allowed a comparison of reference and alter-
native method: relative accuracy (AC=(PA 4 NA)/
N x 100%3), relative specificity (SP=(NA/
N=}= 100%%), relative sensilivity (SE =(PA/
N4} x 100%), where NA s the nepative apgresment
(negative result obtained with both methods), PA s the
positive agreement (positive result oblained with both
methods), ND id the negative discrepancy (positive
result obtained with reference method and negative
result with alternative test), PD is the positive
discrepancy (negative result obtaned with reference
method and positive result with alternative test);
N=NA +PA 4+ PD + ND is total number of samples;
N— is the total number of negative samples obtained
with the reference method (NA 4 PDY); N4 is the total
number of positive samples obtained with the reference
method (PA 4+ ND).

Relative accuracy, relative specificity and relative
sensitivity were calculated as T, 429 and 84.6%,
respectively. Relative accuracy amd specificily were
satisfactory, but the low relative specificity value could
be explained because the sensitivity of the FPT was
sometimes insufficient for certain antibiotics.

In conclusion, FPT and Premi® Test gave similar
resilts for performance charactenstics (relative accu-
racy, relative specificity and relative sensitivity).
However, al this step, the false negative and the false
positive rales were lower for the Premi“‘TesL{l‘nLh 0%}
than for FPT (33 and 40%., respectively).

Step 3. Analvsiz of field samples

A total of 1427 field incurred samples, from six French
field weterinary laboratories, were analyzed via
Premi®Test and Bucillus cerews plate, of which, 1325
were negative, and 102 samples doubtful (36) and
positive (66) with the Premi*Test.

Among the 1325 negative results, 10 samples were
positive with the Sacillus cereus plate. Therefore, 112
muscle samples were sent to the CRL for confirmation.
The correlation between the Premi®Test resulis from
LVD amd AFSSA was examined (Table 4). A total
of 76% of the samples (78/102) found positive or
doubtful with Premi®Test in the LVD were found
positive or doubtful with Premi®Test at the CRL.
A total of 24 samples were positive or doubtful at the
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LVD and negative at AFSSA. This could be due either
to false positive results from the Geld laboratories or to
antibiotic  instability between the (wo analyses,
although the recommended storage and transport
conditions were striclly respected. Among the 10
samples negative with Premi®Test and positive with
Bacillis cereus in the field laboratores, six were
positive or doubtful with Premi®Test at the CRL and
confirmed positive with Bacilfus cerews. The four other
sarnples were positive only on plate Bob. Finally, the
presence of a letracveline was confirmed by LC/MS-
MS in nine of these samples. Therefore, Bacillus cereus
plate {one plate of the STAR protocol, which is
selective for the detection of tetracyclines) is more
sensitive for tetracyclines than Premi®Test,

The false positive rate in the field laboratories was
occasionally high, mainly at the beginning of the study.
Thereafter, with reading expenence, most of the
positive results with Premi®Test at the field labora-
tories were confirmed positive with Premi® Test at
the CRL.

Many animal species were studied in step 3 becanse
samples were from held laboratories, while the first
two steps were based only on pig muscle. The
distribution of species samples is presented in Tahle 4.

Food Adeditives and Comtaminanis 1457

The confirmatory rate of the LC MS-MS method
(number of samples really containing antimicrobial
residues divided by the number of tested samples
(positive  screening) multiplied by 100) was 4%
25/61). The confirmatory rate varied between species
and there were more [lse positive resulls in some
species (37% for bovine samples compared to 75% for
poultry samples).

The results of the comparative analysis between the
alternative method (Premi®Test) and the reference
method (FPT) are presented in Table 5.

When data analvsis was based only on the 112
samples reanalvsed in the expert laboratory, relative
accuracy (33.9%) and relative specificity (33.4%) were
very low. Only relative sensitivity (W0%) was satisfac-
tory, as in the first step of the validation study.
However, in this case, Premi®Test negative samples
(1315 nepative/1427 analyvzed samples) obtained in
the field laboratories were not taken into account.
Only the positive samples in the feld laboratones were
reanalysed at the CRL with Premi®*Test and FPT.
None of the 1315 nepative samples was analysed with
the FPT. From experience (a previous studv in
X035 data not shown), all samples which were
declared negative with Premi®Test and negative with

Tablk 3. Analysss of naturally incurred samples with the three screening methods (step 2.

(flobal results of

Antibiotic OTC/SDMX Amoxicilin Tylosin incurmed samples Blank Fp+ (%) Fp— (%)
MRL {pig muscle) (peke=") 1060 T S0 100 - - - -
Concentrations by LC/MS-MS (ug kg:]] T60 150 I 750 - - - -
Mumber of positive results with Premi Test 505 35 Tl 15/15 05 1] L]
Mumber of positive results with STAR 505 55 55 15/15 i/5 o0 0
Mumber of positive results with FPT 515 4/5 1/5 10/15 2/5 40 33

Fp+ false positive rate; Fp—: false negative rate; OTC: ouytetracycline, SDM X sulfadimethoxine.

Tablke 4. Correlation between field laboratories and AF55A: comparison of the three screening tests and LC /MS5-MS method in
relation to the species (step 1),

Species Bovine Pomine Poultry  {Mhers  Unknown  Total
LvVD Mumber of samples analysed at LVD" e 67l 05 26 1446 1427
Mumber of pozitive and doubtful results at 63 26 ] 5 7 102
LVD Premi®Test
AFSSA Mumber of samples analysed at AFS5A 65 31 4 5 7 ¥
Mumber of positive and doubtful results 45 1% 2 5 i) TH
with Premi®Test
Correlation LVD/AFSSA (%) 6o 6l 50 10 10 T
Mumber of positive samples with FPT i 5 2 1] L] 10
Mumber of positive samples with STAR 13 13 4 0 2 12
AFSS5A Mumber of tested samples g 1% 4 1 0 6l
LC/M5-M5 Mumber of positve samples 14 4 i 0 0 15
(identified molecul)
Rate of positive confirmation (%) a7 e T3 o - 41

*Total of samples =nt to AFSSA for confirmation.
"L¥Dis Laboratoire Vétérinaire Departemental in French, which is a field veterinary laboratory.
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Bacillix cerews were also all negative with the FPT (28
samples). Therefore, it was assumed that the 1315
samples, found negative with both Premi® Test and
Bacillis cerews, would have also been negative with the
FPT. In this case, the agreement (94.8% relative
accuracy and 95% relative specificity) between the
results of Premi®Test and FPT was very satisfactory.
The two methods were different by a statistical test
owing to & high rate of positive deviation
{Premi ¥Test4 FPT =), which may be caused partally
by false positive results of the Premi®Test andjor by
the lack of sensitivity of the reference method towards
some antimicrobial residues.

The agresment (relative accuracy) betwesn the
results of Premi®Test and STAR was 42.99%,, relative
specificity 31.3% and relative sensitivity 71.9%.
Therefore, it 18 similar to the comparison of the

FPT with Premi®Test. Agreement between the FPT
and STAR protocol was higher (70%: data not
shown). Only one sample was negative with the
STAR protocol and positive with the FPT. The
absence of antimicrobial residues in this sample was
confirmed by LCMS-MS.

The resulis obtained in the feld laboratories, and
then at the CRL, with the Premi®*Test, FPT, STAR
protocol and the confirmatory method by LC/MS-MS
are compared in Table 6. The number of positive
results with the Premi®Test (78) was much higher than
the number of positives with the multi-plate ess (FPT:
I0; STAR: 31 samples) Among the 112 samples
analysed at the CRL, only the positive or doubtful
samples  with one of the screening methods
(Premi®Test, FPT or STAR) were confirmed by LT/
MS5-MS (8B samples).

Tahie 5. Correlation between Premi®Test and FPT (step 3 ).

Ist analysis (112 samples)

2nd analysis (1427 samples)

Relative accuracy AC (%)
Relative speaticity SP (%)
Relative sensitivity SE (%)

319
n4
T0.0

R
Q5.0
0.0

Relative accuracy: AC={PA 4+ MA)M™ = 100%.
Relative speaficity: SP = (MNA N—) = 100%;.
Relative sensitivity: SE ={PA M™N4+) = 100%.

MA is the negative agreement; PA is the positive agreement; MDD is the negative discrepancy; PID is the positive

discrepancy .

N=MA +Pa+PD +ND is total rumber of samples.

M— is the total number of negative samples obtained with the reference method (MA + PD).
M+ is the total mumber of positive samples obtained with the reference method (PA +MNID).

Tahke 6. ldentification of positive zamples with LC/MS-MS at AFS5A: comparizon of Premni®Test, FPTand STAR protocol in

2005 (step 3).
Premi® Test results FFT mesults STAR results
Mumber of analysad
Identified AB family Cuantificabon/MRL samples - D - - - - -
MACRO =<MEL 1 1 1 |
SULFA =<MRL 1 1 I 1
T <MRL 10 4 E] 3 [ 4 2 ]
™ =MREL 2 1 I 2 2
BL =MREL 10 2 B 10 7 3
BL =MREL 2 2 I 1 2
TTC+5ULFA <MEL | 1 1 1
BL+ sulfa =MEL 1 1 1 I
MACRO 4+ TTC 4+ BL =<MRL 1 I I 1
TTC+BL <MRL 1 1 1 1
AMIMNC+ BL <MRL 1 I | |
(fohbal =LMR 26 4 7 15 .|} [ 13 13
=LMR 5 1 0 4 2 3 1 4
Total 3l 5 7 19 n 9 14 17
Ahzence 57 5 b -+ 56 1 43 14
Mot analysed 4 24 4 4
Total 112 £ I5 63 102 1] 1 3l
I doubtful.
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After confirmatory analyses, 31 samples really
containesd antimncromal residues (35% of the con-
firned samples) at different levels (26 samples at
concentrations lower than the respective MRLs and
five only at concentrations higher than the respective
MRLs).

False positive rates for the FPT, Premi®Test and
STAR protocol were 3% ((1/{1+31)) = 100), 62% ((52f
(524 31)) = 100y and 31 % ((14/(14 4+ 31 )= 100), respec-
tively. The false positive (rate of each method was
calculated as the number of positive results for blank
samples (free of antibiotic substances) divided by the
total number of positive samples (the same number
plus the number of contaminated samples showing
positive resulis) and multiplied by 100,

A total of 52 samples were Premi®Test positive or
doubtful, but no antibiotic residue could be identified
when analyzed by LCMS-MS. Howewver, a false-
positive result could be due to degradation of the
antimicrobials initiall¥ contained in the sample (oo
long a delay before analysis by LC/MS-MS, very
unstable molecules, ete). Furthermore, it could be
false compliant results of the confirmatory method.
The antimicrobial present in the sample may not be
detected and identified by the multi-residue LC/MS-
MS method if the molecule is not present in the
spectrum of detection of the method (metabolites, ete.).
or sensitivity may be insufficient

After a positive result with Premi®Test, the
presence of antimicrobial residues was confirmed in
26 samples (33%), of which four samples contained
antimicrobials al concentrations higher than the MRL.
Three of the 10 positive FPT samples and four of the
STAR positive samples were al concentrations grealer
than the MRL. Premi®Test and STAR screened
positive 22 and 13 samples, respectively, which actually
contained antimicrobial compounds at concentrations
lower than the MRL. The FPT detected only six of
these samples. Therefore, the sensitivity of Premi®Test
and STAR protocol was lower than the FPT.

The highest confirmatory rate was obtained for the
FPT (90%). The false nepative rates of the FPT,
Premi®Test and the STAR protocol were B, 28 and
2045, respectively. The false nepative rate was caleu-
lated as the number of false negative results divided by
the total of the true negative samples plus the number
of false negative results for each method.

The most common antimicrobial classes detected
during this pilot study were beta-lactams (penicillin
and amoxicillin) (15 samples) and tetracvelines (dox-
yveveline, etracyveline, oxyvietracycline and chlorietra-
cycline) (15 samples), Premi®Test (12 positive samples)
was much more sensitive for the detection of beta-
lactams than the FPT (one positive sample) and the
STAR protocol (five positive samples), even o
sensitive in some cases (10 positive samples confirmed
at concentrations lower than MRL). Premi®Test was
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also more sensitive for the screening of sul phonamides
than the two other methods (FPT and STAR failed to
detect one sample at a concentration higher than the
MRL). Finally, Premi®Test was less sensitive than
the FPT, and especially the STAR protocol, for
the detection of tetracvclines. Therefore, this study
has demonstrated the capability of Premi®Test 1o
detect samples at the MRL level for sulphonamides
and beta-lactams, but not for tetracyclines. These
conclusions have confimmed the results of different
teams over recent vears (Revbroeck 2000a b: Okerman
et al. 2004; Popelka et al. 2003).

Table 7 presented the combined results of a
previous study carnied out in 2003 and 2004 (64
samples actually containing antimicrobial residues)
with the pilot study.

After the confirmatory analyses of positive samples,
31 samples contained antimicrobial residues at concen-
trations lower than the respective MELsand 33samples
at concentraions higher than the respective MRLs.
The total number of positive samples reported with
Premi®Test (32) was higher than with FPT (38).
However, the number of samples detected positive
with Premi®Test (26) or FPT (25), which really
contained antimicrobial compounds at concentrations
higher than MRL, was identical. Moreover, six false
negative resuls were obtained with Premi®Test and
seven with FPT.

The presence of beta-lactams was confirmed in 17
samples by the LC/MS-MS method. All 17 samples
were positive or doubtful with Premi® Test, while
only seven samples were detected positive with the
FPT (| =MRL and 6> MRL). Therefore, the detec-
ton capability of Premi®Test for beta-lactams was
better than FPT. Sensitivity was also lower for
sulphonamides (four positive Premi®Test samples,
four negative FPT samples). Two of these samples
actually contained sulphonamides al concentrations
higher than the MRL, which the FPT failed o detect
but Premi®Test succeeded in detecting. However, the
sensitivity of FPT for tetracyclines was better( 1 5 doubt-
ful or positive samples with Premi® Test compared o 19
positive samples with FPT).

The most detected antimicrobials were (elracyclines
(25 samples) and beta-actams (17 samples), followed
by macrolides (6), sulphonamides (4), quinolones (3) or
a mix of antimicrobials (B).

Collaborative strdy

Results of the expert laboratory

The expert laboratory obtainal only one false positive
resull for the two series of analvses on white chicken
sample (code 10), whereas the same sample (code 27)
was found nepative for the two series. The L1
concentration was selected to pive nepative results
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Table 7. Identification of positive samples with LC/MS5-MS at AFSSA: comparison of alternative (Premi®Test)

and reference method (FPT) from 3003 to N5 (step 3).

Premi®Test results FPT results
Identified AB family CQuantification MEL MNumber of analysed samples - D - - -
Beta-lactams =< MRL 9 1 E B 1
>MRL b k] 2 [
Sum 17
Tetracyclines = MREL 13 5 4 4 [ ]
>MEL i2 5 1 6 11
Sum 15
Sulphonamides =< MRL 2 1 2
=MREL 2 2 2
Sum 4
Cuinolones =MRL 3 1 2 3
BL +Sulfa < MRL 2 2 1
=MEL 2 2 2
Sum 4
Tetra <+ Sulfa < MRL 1 1 1
=MREL 3 3 3
Sum 4
Tetra+ BL =< MREL 1 1 I
M acrolides =<MRL i 1 1 1 | 2
=MRL 3 i 1 2
Sum [
Cilobal =< MRL il ] 7 18 19 13
>MRL 33 ] 1 26 7 25
Tatal 4 12 ] -+ 26 £
D Doubtful.

M EL: Maximum Residue Limit.

Sum: sum of samples confirmed lower and higher than mspective MRLs.

(Table 1). The expert laboratory did not obtain any
false negative result because the L3 concentration was
desipned to give positive results, whereas the [2
concentration was al the limit of sensitivity of the test.

It should be noted that later analyses were carried
out assuming doubtful results as posiive results, as
applied at the time for routine analyses.

The results of the expert laboratory were very
satisfactory (Table B): 14 blank samples of 16 were
negative (only two positive results for chicken samples)
(LD}, Below the assumed hmit of detection, 14
samples of 16 were negative (LI1). Al the assumed
limit of detection, all samples were positive (L2).
Above the assumed limit of detection, all samples were
positive (L3}

Results of the participanits

Before the study, the expert laboratory stated that the
results of one laboratory would be ipnored if the
negative control was detected positive, the positive
control was detected negative, if samples were in bad
condition at reception, or if a storage problem was
established. Two laboratories were eliminated from
analvsis of the results: Laboratory L for several
reasons: parcel delivery was delaved, samples were
defrosted and chicken nepgative controls were detected

positive for the two series of analyses; Laboratory H
because chicken negative controls were detected
positive for the st series of analyses. The raw data
of the participants for the 16 combinations are
presented in Table 9 Each participant received 32
samples (16 materials in blind duplicate) that they
analvsed in two different senes.

The results were homogeneous between labora-
tores, as analysed amd summarsed in Table [0
Concerning negative samples (L0} (16 by laboratories
corresponding to three different species), four labora-
tvries reported 100% nepative results, five laboratories
found one or two samples doubtful or positive, some-
times in only one series of analyses (laboratories
M and N).

For the samples containing antibiolics at a
concentration below the detection limit (L1), six
laboratories found 100% negative results; three
laboratories found one or two samples douwbtful or
positive. When the concentration was considerad near
the detection limits (L2), tylosin was generally detectad
83% of positive results), whereas the other antibiotics
wene less detected (oxytetracyeline 1% ; ceftiofur 11%;
sulfamethazine 17%).

The averape rate of positive samples for the L3
concentration was Bl % . The rate of detection at the L3
concentration was 100% for four antibiotics and for
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Table 8. Mumber of positive results Irom the expert laboratory (AF55A) during interlaboratory study.

Level of Umytetracycline Sulfametharine Cefoofur Tylosin
contamina bon Porcine Porcine Bovine Chicken
Lo 0 1] L] 2
L1 0 ] L] 2
L2 4 4 4 4
L3 4 4 4 4

three laboratories (B, D, N). This rate was 100% for
the totality of the laboratones concerning tylosin and
ceftiofur.

The results of the participating laboratories were
analvzed to caleculate different validation parameters.
A laboratory was removed from the analvsis due to a
delay in transport and samples arnving in defrosted
conditions.

Table 10 also presents analysis of the results of all
the participating laboratones in term of reprodoc-
bility, by material (combination animal/antbiotic
species) and globally. The reproducibility, expressed
a3 a percentage, 15 the ratio of the number of identical
results, the most common tvpe (e.g. negative results for
blank samples or positive result for samples contami-
nated with an antirmicrobial concentration excesding
the detection himit), (o the total number analvsed .

The results of the participating laboratories in erm
of reproducibility are very satisfactory, with an average
of B%.1%. The worse reproducibility was observed for
the bovine/sulfamethazine combinaton. A shghtly
higher concentration of sulfamethazine would
undoubtedly have pgiven better resulis in ferm of
reprod ucibility.

The percentage specificity (SP) for levels LOand L1
was calculated as: SP=[1 (FP/MN=)x 100%], whers
N=: iz total number of tests L0 and L1, and FP 15
number of false positive resuls. The percentage
sensitivity [SE)} for each positive contamination level
L2 and L3 was calculated using the following equation:
SP =(TP/N+)) x 100%, where: N4 15 total number of
tests L2 or L3, respectively, and TP is number of troe
posilives.

Specificity (953%) and sensitivity (72.3%) of the
Premi® Test to the L3 level were very satisfactory.

Repeatability was estimated for each laboratory by
(1) comparing the results of the two tests performed on
each sample (two different sets of analyses), where
knowledge of the initial result can influence the reading
at the second analysis, and (2) comparnng the results
obtained with the (wo samples of each pair
Repeatability, expressed as a percentage, is the ratio
of the number of identical results per couple of
analyses on the total number of couples. Table 11
presents  total analysis of the results of all the

participants ob@ined with the Premi*Test in term of
repeatability.

The results of the participating laboratories in term
of repeatability are very satisfactory with an average of
M E% for the same sample and 92.7% per (wo
identical samples (pair). The limits of detection of the
Premi®Test during the preliminary study were con-
firmed by the collaborative study.

Conclusions

This paper presents a significant dataset on the
performance of the Premi® Test for different samples:
spiked meat juice samples, incurred samples and
routing field samples (confirmed by a LC/MS-MS
method). The detection capabilities of Premi®Test for
beta-lactams (amoxicillin, ceftiofur), one macrolide
(tvlosin) and tetracycline were at the respective
maximum residue limits (MRL) in muscle samples or
even lower. Applicability of the test to different animal
species  was  proven. Moreover, applicability of
Premi®Test to routine analysis of samples was
demonsirated. The FPT (reference method) and the
Premi®Test showed comparable performances in term
of sensitivity and specificity. The false negative rate of
Premi®Test was always lower than that of the FPT.
In a screening method for antibiotic residues, this is te
mosl important parameter o minimise. On the other
hand, the false positive rate of Premi®Test was, in
step 3, higher than that of the FPT. This means that
the number of samples requiring confirmation by
physico-chemical methods would be higher if the
laboratories used the Premi®Test alone. However, it
also means that more actual positive samples would be
detected because Premi®Test was more sensitive than
FPT for some antimicrobials (beta-lactams and sul-
phonamides). Beta-lactams and some sulphonamides
were sahsfactorily detected at the MRL level by the
Premi®Test.

To the best of our knowledge, this is the first time
that an interlaboratory study, organmsed for the
detecion of antibiotics with Premi®Test, has been
described. The results of the collaborative study were
very satisfactory: nine laboratories were [inally ana-
Ivzed plus the expert laboratory. Specificity was
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Table % Raw data ol the participants for each material and 16 combinations.

Porcine oxy tet racycline

L () L1 {20*%) L2 {20) L3 (400)
Mat 1 Mat 5 Mat 2 Mat 6 Mat 3 Mat 7 Mat 4 Mat &
Lah Al A2 Al AZ Al A2 Al AZ Al A2 Al AZ Al A2 Al AZ
A - - - - - - - - - - - - - - - D
B — = — — — = — — — = — — - 4 4 4
C - - - - - - - - - - - - + + + +
D - - - - - - - - - - - - - - - -
E i — s o s — s o i — s o e — Ed o
F - - - - - - - - - - - - - - - -
G - - - - - - - - - - - - D D D D
M b = £ = L = L = b = L & (e = L =
I — - — — — e== — — — e== — — -+ 4 4 4
Porcine ceftiolur
L0 {0) L1 {40} L2 (400) L3 {300)
Mat 9 Mat 13 Mat 10 Mat 14 Mat 11 Mat 15 Mat 12 Mat 16
Lab Al A2 Al AZ Al AZ Al A2 Al A2 Al AZ Al AZ Al A2
A - - — - - - - - - D — - + D + +
B - - - - - - - - - - - - - - - -
C = = + + = = E = = = = = + + + +
D - - - - - - - - - - - - + + + +
E - - - - - - - - - - - - D D - -
F D D D D - - D D - D + + + + + +
e - - - - - - - - - - - - - - - -
M - - - - - - - - — - - - - - - -
N - - - - - - - - - - - - - - - -
Bovine sulfamethazine
L) L1 {20} L2 (200) L3 (400)
Mat 17 Mat 21 Mat 18 Mat X2 Mat 19 Mat 23 Mat 20 Mat 24
Lahb Al AZ Al A2 Al A2 Al AZ Al A2 Al A2 Al A2 Al AZ
A - - - - - - - - - - - - D - - -
B - - - - - - - - - - - - - - - -
L 2o o = o 2o s = o 2o 2 = o 5 = = =
D - - - - - - - - - D - D - - - -
E - + - + - + - + - + - + - + - +
F - - - - - - - - - - - - - - D D
G - - - - - - - - - - - - - - D D
M - D - - - - - D - - - - - - - -
M - - - - - - - - - - - - D - D -
Chicken tylosin
L (o) L1 {10} L2 (100} L3 (200)
Mat 25 Mat X0 Mat 26 Mat 30 Mat X7 Mat 31 Mat I8 Mat 32
Lab Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
A - - — - - - - - + D — D D + D +
B - - - - - - - - - - - - - - - -
C - - - - - - - - - - - - - - - -
E - - - - - - - - - - - D - - - -
F fos = =X £ fos = =L £ + + + + + + + +
L - - - - - - - - - - - D - - - -
M - - - - - - - - D - D D - - - -
M - - - - - - - - D - - - - - - -
Al: first analysis; A2: second analysis; Mat: material, L0, ete.: concentrations {ngmi=").
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Table 10. Results of all participating laboratories in term of positive results for each material and in term of
reproducibility by matenal (combination animal/antibiotc species) and global reproducibility.

Mumber of sample Lewel af False positive and Positive results for  Reproducibility
Material (number ol the pair) contaminabdon true positive rates  each material (%) (%)

Porcine OTC | L FPQ a)* L] 10010
2 L1 FP1 b} 0 10010

E] 12 TP2c) 11** BR gees
4 L3 TP3 d) ] [ ]
Porcine ceftiofur 5 Ly FPi a) 11 B33
[ L1 FFP1 h) B 944
7 12 TP2c) 17 RS
] L3 TP3 d) =3 100 10
Bovine sulfamethazine 4 Ly FPi a) 17 917
1n L1 FP1 b (] 097
11 12 TP2c) 11 B33
12 L3 TP3 d) 100 5%
Chicken Tylosin 13 Ly FP{ a) 0 1000
14 L1 FP1 by 0 10010
15 12 TP2c) L] 813
16 L3 TP3 d) 104 1000
Total B0

FP: fake poative rate.
TP: true positive rate.
a) Fake positive at level L.
b} False positive at level L1.
c) True positive at level L2,
d) True positive at level L3

*At each level of contamination, mine laboratories reported four resulis for two materiak in blind duplicates. The total

mumber of samples per level is 9 = 4 =16 samples
¥*TP2 c)=4 TP/16 samples at level L2 = 100=11%.

*e*Reproducibility at L2 = 12 negative results divided by 36 samples: 100 = ER.9%.

Tahle 11. lobal analysis of the results of all participants in term of repeatability with the Premi®Test.

(Mumber of 1dentical results tor

{Mumber ot identical results tor

Lab the same sammple/ 1) = 100%: 2 identical samples {pair)/M™N) = 100%
A B1.5 B7.5
B 100.0 100.0
C 10:0.0 918
D 918 100.0
E 7.9 Q6.9
F 6.9 Th.1
G 96.9 W6
M W6 9.6
M 6.9 Q6.9
Taotal 8 0.7

M: total mumber of samples {12).

estimnated at 95 3% and seasitivity of the test to the L3
level was 72.5%. These resulis were similar to other
validation results for kits for the detection of antibiotic
residies in milk. The results, i term of repeatability
amd reproducibility, are very satisfactory, with
averapes of 948 and 92.7% for repeatability and
89. 1% for reproducibility.

In conclusion, Premi®Test is easy to perform. It
i5 wleal for “‘on site™ wse (slaughterhouses, test

laboratories), as no special laboratory equipment is
needed to perform the test. The rapidly response “yes|
no” result i simply remd by colour comparison.
Premi®Test is apphcable to muscle tissue of various
species  (porcine, bovine, ovine), using a “‘blank™
muscle of each analyzed species as negtive control
o optimise reading time.

Finally, since 2006, field laboratones in France are
authorised 1o use the Premi®Test as for prescreening.
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All positive samples with Premi®Test are then sub-
jected to mandatory analvsis by the FPT (Anon. 2006).
All positive samples with the FPT are sent Lo our
laboratory (CPL) for confirmation as wsal.
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Contexte

La nicarbazine est un médicament vétérinaire de la famille des anticoccidiens. Ce principe actif est
utilisé chez la volaille pour lutter contre les coccidioses, en supplémentation dans les aliments. Son
utilisation est interdite chez les poules pondeuses. Toutefois, une contamination croisée des aliments
pour la volaille lors de leur production peut entrainer la présence de résidus de nicarbazine dans les
ceufs. La nicarbazine posséde un Niveau d’Action Différentiel (NAD) de 100 pg/kg. Nous avons donc
utilisé cette limite comme la cible a atteindre par la méthode validée ici. La nicarbazine est un mélange
équimolaire de 4,4-dinitrocarbanilide (DNC) et de 2-hydroxy-4,6 diméthyl pyrimidine (HDP). Le résidu
marqueur est le DNC. Donc, comme dans la plupart des méthodes analytiques publiées, c’est le DNC

qui était recherché dans les ceufs, par le test ELISA sélectionné (CER, Belgique).

Méthodologie/Principaux résultats

Nous avons tout d’abord validé cette méthode selon la décision européenne 2002/657/CE [13]. Nous
avons déterminé les caractéristiques de performance de la méthode selon cette décision, c’est-a-dire
selon une approche « critére par critere ». L'objet de cet article est de montrer qu’a partir des résultats
obtenus lors de la validation, nous pouvons aussi analyser les mémes données grace a une approche
globale, c’est-a-dire selon une approche basée sur l'erreur totale et le profil d’exactitude. Nous
pourrons ainsi conclure sur les performances de la méthode, en utilisant une autre approche et
comparer les conclusions des deux approches quant aux performances de la méthode.

Dans un premier temps, pour construire le profil d’exactitude, nous avons analysé 6 standards
d’étalonnage en tampon fournis avec le kit (0,2 ;0,5;2;5; 10 et 20 pg/L). Six séries d’analyse ont
été réalisées et chaque standard d’étalonnage a été analysé en double. Le nombre total de standards
d’étalonnage était de 72, ce qui est suffisant pour établir la fonction de réponse. En effet, pour
construire un modele d’étalonnage logistique a 4 parameétres, il faut un minimum de 5 niveaux de
concentration. De plus, 3 standards de validation (70, 140 et 210 pg/kg) dans les ceufs ont été
analysés. Aprés I'étape d’extraction des ceufs, les extraits étaient dilués au 1/10 pour obtenir des
niveaux de concentration rentrant dans le domaine couvert par la gamme d’étalonnage. Six séries
d’analyse ont été réalisées et chaque standard de validation a été analysé en triple. Un total de 54
standards de validation a permis d’établir le profil d’exactitude. Nous avons alors procédé a une
analyse quantitative des résultats.

Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé 52 échantillons d'ceufs blancs (sans résidus de
nicarbazine) et 40 échantillons d’ceufs supplémentés a 70 ug/kg en DNC. Nous avons alors effectué
une analyse qualitative des résultats. Pour cela, nous avons fixé une valeur seuil, en utilisant la valeur
du percentile 95, c’est-a-dire la valeur pour laquelle 95 % des échantillons sont en dessous. Au-

dessus de cette valeur seuil, les échantillons sont considérés négatifs et inversement.
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Tableau 21. Indices correspondant aux différents modéles de régression testés, classés selon

I'indice d’Exactitude (l,).

Modele Ia Ior Ip I
Régression Quadratique
. 2 0.6389 0.7183 0.7032 0.5162
Pondérée (1/X°)
Régression Quadratique
o 0.5614 0.4766 0.6085 0.6102
Pondérée (1/X)
Régression Quadratique
o 0.5021 0.3403 0.5717 0.6506
non Pondérée
Régression Logistique
g . g q 0 0 0 0
Pondérée a 4 Paramétres
Régression Logistique
non Pondérée a 4 0 0 0 0
Paramétres
Régression Logistique
g’ o g q 0 0 0 0
Pondérée a 5 Parametres
Régression Log-Log non
g . g g 0 0 0 0
Pondérée
Régression Logistique
non Pondérée a 5 NC NC NC NC
Parameétres
Régression Linéaire
o NC NC NC NC
Pondérée
Régression Linéaire NC NC NC NC

la: indice d’Exactitude; Ipr: indice d’intervalle de dosage; It: indice de Justesse; Ip: indice de fidélité; NC: Indices

impossibles a calculer
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Nous avons analysé les résultats de validation grace au logiciel e.noval, version 2.0. Nous avons
utilisé différents indices qui reflétent les caractéristiques majeures de validation, pour sélectionner le
meilleur modéle de fonction de réponse. Ces indices ont été définis dans un article de Rozet et al.
[318]. Le Tableau 19 résume les différents indices obtenus pour les différents modeles testés. En ce
qui concerne l'indice d’exactitude 1, qui est un indicateur global de la performance de la méthode, les
meilleur indices sont obtenus pour les régressions quadratiques avec ou sans pondération. Toutefois,
les valeurs d’indices sont basses et refletent une grande variabilité et un manque de justesse. La
meilleure valeur de justesse (l1), parmi les 3 modeles précédemment cités, a été obtenue avec le
modele quadratique non pondéré, alors que les meilleurs indices d’exactitude et de fidélité ont été
obtenus avec le modéle quadratique pondéré (1/X%). Ce résultat montre que I'indice d’exactitude Ia
seul ne peut servir au choix du modeéle le mieux adapté. Dans le meilleur des cas (modéle quadratique
pondéré (1/X2)), seul 70% de l'intervalle de dosage est valide.

L'indice de fidélité 1» le meilleur a été obtenu pour le modéle quadratique pondéré (1/X?). Cependant,
la variabilité pour ce modéle a la concentration la plus basse est trés élevée (23,62 % en fidélité
intermédiaire). Pour les 3 modeles retenus plus haut, la répétabilité est conforme aux criteres de la
décision 2002/657/CE [13], mais pas la fidélité intermédiaire pour cette concentration. La répétabilité
et la fidélité intermédiaire sont conformes aux critéres réglementaires aux concentrations plus élevées.
Le manque de justesse vient probablement d’un effet matrice. Pour résoudre ce probléeme de justesse
et de fidélité, trois solutions ont été testées. Premiérement, les valeurs de concentrations ont été
corrigées par un coefficient de correction. Le modele corrigé est présenté dans la Figure 47. Dans ce
cas, l'indice de justesse était de 1 mais la fidélité était moins bonne a tous les niveaux. La seconde
solution était de travailler dans un intervalle de dosage plus restreint, de 14 a 21 pg/kg sans
correction. Dans ce cas, le meilleur modele était la régression quadratique pondérée (1/X) (Figure
46).

La troisieme solution était d'utiliser la méthode seulement comme une méthode qualitative, grace a la
valeur seuil déterminée a 20 ug/kg, ce qui est acceptable en regard du Niveau d’Action Différentiel
(NAD) de 100 pg/kg. Cette valeur seuil correspond a un taux de faux-négatif inférieur ou égal a 5 %,
comme exigé dans la réglementation européenne. Le taux de faux-positifs a cette valeur est de moins
de 1 %.

Il est impossible de comparer nos résultats issus de I'approche globale avec ceux de la validation de
ce méme kit réalisée par Huet et al. selon une approche critére par critere [319]. En effet, la méthode
a été validée uniqguement comme une méthode qualitative. Les auteurs avaient rapporté une capacité

de détection CCp inférieur a 3 pg/kg dans les ceufs.

161



Figure 47. Profils d’exactitude obtenus a partir de la mesure de la concentration de nicarbazine

dans les ceufs (a) avec une régression quadratique pondérée (1/X) sans correction et (b) le

modéle corrigé. Les lignes pleines rouges sont les biais relatifs, les lignes pointillées noires

sont les limites de tolérance (intervalles de tolérance B), les courbes bleues avec des tirets

représentent les limites d’acceptabilité, les points représentent the concentrations relatives

calculées des standards de validation.
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Conclusions/Importance

Nous avons pu analyser les données de validation du kit ELISA pour le dépistage de la nicarbazine
dans les ceufs, grace a I'approche basée sur I'erreur totale et le profil d’exactitude. Les conclusions de
I'approche globale sont que cette méthode ne peut étre utilisée comme une méthode quantitative, en
raison de son manque de justesse et de fidélité, dans l'intervalle de dosage qui nous intéressait. Cette
méthode doit donc étre utilisée seulement comme une méthode qualitative, ce qui est suffisant pour
une méthode de dépistage. Cette étude a permis de conclure sur les performances de la méthode, en
utilisant une nouvelle approche d’exploitation des données.

Quand nous avions validé ce kit selon la décision européenne 2002/657/CE, I'analyse qualitative des
données avait montré une différence significative entre les ceufs blancs et les échantillons
supplémentés a 0.7*NAD. La capacité de détection était donc bien inférieure au NAD pour les ceufs.
Aucun résultat faux-positif, ni aucun résultat faux-négatif au niveau du NAD n’avait été obtenu. Donc
les résultats étaient aussi satisfaisants au niveau qualitatif. Le kit avait montré une grande spécificité
pour la nicarbazine. Il ne reconnaissait pas les grandes familles d’antibiotiques et reconnaissait trés
faiblement d’autres coccidiostatiques (réactions croisées 0.008 % a 0.025 %). Concernant I'analyse
quantitative, les coefficients de variation (CV) intra-jour étaient compris entre 11.2 et 27.6% et les CV
inter-jours entre 25.5 et 33.9 %. Donc, les conclusions de cette approche étaient similaires a celle de
'approche globale, c’est-a-dire que la méthode ne devrait pas étre utilisée comme une méthode
quantitative, étant donné les problemes de répétabilité et surtout de fidélité intermédiaire. De plus,
nous avions aussi conclu que la justesse n’était pas satisfaisante (comprise entre 48 et 67%).

Donc, 'approche critére par critére et I'approche globale du profil d’exactitude conduisent a la méme

conclusion, c’est-a-dire _qu'il faut utiliser ce kit ELISA uniquement pour le dépistage qualitatif de la

nicarbazine dans les ceufs et non pour des analyses guantitatives. L'avantage du profil d’exactitude

est de pouvoir comparer plusieurs modeéles rapidement grace au logiciel d’analyse des données et de

visualiser graphiguement les problémes de justesse et de fidélité, en fonction des concentrations. De

plus, méme si cela n’a pas fonctionné dans ce cas, il est possible grace a un facteur de correction de

corriger des effets matrices pour améliorer la justesse d’'une méthode.
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1. Introduction Nicarbazin is an equimolar mixture of 4.4'-dinitrocarbanilide

Nicarbazin belongs to the family of cocridiostats and is used as a
zootechnical feed additive for poultry. Coccidiostats are widely used
compounds to prevent and treat coccidiosis, a contagious parasitic
disease affecting livestock, particularly poultry, that is associated
with warm and humid conditions [1].

According to Regulation 1831/2003/EC [2], anticoccidials are
licensed as feed additives. Nicarbazin is authorised for use in broil-
ers but not in laying hens [3]. Accidental cross-contamination of
feed, however, has been shown to result in residues of the com-
pounds in eges [4,5]. Relatively high nicarbazin residue levels have
also been found in the liver of poultry and a clear cause—effect rela-
tionship has been established between contaminated feed supplied
from the feed mill and contaminated feed on the farm. Birds can
also be exposed to alternative sources of nicarbazin near to slaugh-
ter including older nicarbazin-medicated feed from the feeding
systemn or from litter. According to the Veterinary Medicines Direc-
torate (VMD, United Kingdom ), the likely cause of these residues is
contamination at the feed mill, during transport and/ or inadequate
cleaning of hoppers and lines between batches of feed in farms [6].

% This paper is part of a special issue entitled *Method Validation, Comparison
and Transfer”, guest edited by Serge Rudar and Philippe Hubert.
# Corresponding author.
E-mumil address: m.laurentis@fougeres.a e fr (M. Laurentiel

15700238 - see front matter & AN Elsevier BV, All rights ressrved.
dioi: 101D jjoioromb 2009 03 M2

(DMC) and 2-hydroxy-4,6 dimethylpyrimidine (HDP). Its marker
residue is DNC. Most of the residue analyses for nicarbazinare based
on methods detecting the DMC molecule.

The European Commission has concerns over consumer health
and has set Maximum Residue Limits [MRLs) for number of veteri-
nary drugs in different matrices (Regulation 237790y EC) [7 |. There
is, however, no MRL for nicarbazin residues in eges in Europe. Inthe
absence of an MRL a zero tolerance approach should be used.

Several immunoassays for micarbazin, using different platform
technologies as ELISA, Biacore™, lateral flow device or dry chem-
istry immunoassay have been developed [8-11]. In particular, the
developer of the ELISA kit (CER, Laboratory of Hormonology, Mar-
loie, Belgium ) has published the development and validation of this
ELISA lat for nicarbazin in eggs according to decision EC/20002 /657
[12] The detection capability (Cc £), i.e. the smallest amount of the
substance that can be detected, identified andior gquantified in a
sample with an error probability of £, for the egg nicarbazin kit has
been established as being 3 pg'ke [8].

In practice, some European Member States have used an alter-
native approach. In 1998, the YMD in the United Kingdom set a
“Differential Action Level” (DAL} of 100 pg/kg body weight as a
devision threshold for follow-up action.

Because the kit has only been validated in house by the producer,
before it can be used in routine analysis by National Reference Lab-
oratories (MRL), we wished to validate it in our laboratory at a DAL
level of 100 wg/kg to verify its performance.
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We have analysed the validation data using the total error
approach in this work. The total error approach is based on
constructing an accuracy profile [13-15], and has been widely
discussed for physicochemical methods as described in this spe-
cial review and in a previously published work [18]. In 2003, the
American Association of Pharmaceutical Scientist (AAPS) and the
Food and Drug Administration (FDA) [17] recommended that this
approach be used for macromolecule ligand binding assays.

We therefore proposed to use this approach to assess the per-
formance of an ELISA method in this study.

To construct an accuracy profile a validation study determining
trueness of At and precision simultaneously is required. From the
results of the validation experiments a two-sided P expectation tol-
erance interval was calculated for each concentration level and the
accuracy profile was constructed. We needed to define acceptance
limits and the risk of the procedure resulting ina (1 — #) proportion
of measurements falling outside of these limits. The risk was set
at 5% and acceptance limits at £50% in accordance with European
Decision 2002 /657 [12] and as described previously [ 16].

2. Materials and methods
21, immunoassay procedure

‘Weused the CER ELISA kit (ref E.E.2, Laboratory of Hormonology,
Marloie, Belgium).

The test principle and sample extraction methods have been
extensively described by Huet et al. [B].

We used different apparatus to that desaribed by Huet et al:
a micro-titre plate washer ELP40 (ADIL Instruments, France) amnd
micro-titre plate reader SpectraCount™ (Packard, France) to wash
and read the micro-titre plate.

22, Total error profile

221, Calibrafion standards

Calibration standards were contained ready-to-use in the kit box
from the manufacturer. Vials containing standard solutions of DNC
of 02,05, 2,5, 10 and 20 pgl in buffers were provided.

5ix series of analysis were performed and calibration samples
were analysed in duplicate. The total number of calibration stan-
dards are 72 and are sufficient to establish the response function
including 4p or 5p logistic models as recommended by Hubert et
al. [14].

222 Validetion standards

Validation standards were prepared at 70, 140 and 210 pgikg
in homogenised eggs and were diluted after extraction (1/10), to
obtain similar levels to those of the calibration standards before
loading onto the micro-titre plate.

5ix series of analyses were performed for the validation stan-
dards and were measured in triplicate. The total number of
validation standards are 54 and are sufficient to establish the accu-
racy profile as recommended by Hubert et al. [14].

223, Validation analysis

The validation data were processed on e.noval software, version
2.0, and Seelva Version 1.0 beta 8, for logistic functions (Arlenda,
Liége, Belgium).

2.3, Cut-off assessment

In a second process we used the kit as a qualitative tool. To do this
we set cut-0ff criteria and determined concentration values based
on pasitive or negative responses by testing 52 blank samples and
Al samples spiked to 70 pgfkg. We used the 95th percentile value

359

to establish the cut-off, ie. the value at which samples are deemed
to be positive.

3. Results and discussion

11, Response fumction and accunecy profile

The relationships between response and concentrations were
analysed using different regression models: linear, weighted linear,
quadratic, weighted quadratic, 4 or 5 parameter logistic functions,
weighted logistic functions and log-log regression

We used a number of indexes reflecting the major validation cri-
teria to select the best model. These were defined in a recent paper
by Rozet et al. [18] and are contained in the software used. The fArst
is the accuracy index (I ). This is a global indicator of method perfor-
mance depending on dosing range index (g ), trueness index (It}
and precision index ([ ). The Ipg indicates that fraction of the range
which is valid: when [pg = 1, the whole range studied is accepted.
The trueness index is an index describing method bias. An index
close to 1 implies that the method is almost unbiased. The preci-
sion index describes random variation. An index close to 1 indicates
that the method offers good predsion.

Table 1 summarises the different indices obtained for the
response functions tested. The best [, was obtained for quadratic
regressions with or without weighting. The index values, however,
were low, ranging from 0.63 to 0.50. Considering the [pg, the best
model was the weighted [ 1/X?) quadratic regression with a value
of 0.72, i.e. only 70% of the dosing range is acceptable.

Several models have an [, value of 0 indicating that trueness
or precision are poor, outside of the acceptance limits and conse-
quently these models cannot be used directly.

Accuracy profiles for seven response functions tested are shown
in Fig. 1. Visual examination confirms considerable wariation and
lack of trueness.

Mo calculation was possible for three models [unweighted five
parameter logistic regression, weighted linear regression, and lin-
2ar regression .

32, Truemess

Examination of It values (Table 1) shows that the best value
[unweighted quadratic regression) obtained from a different model
tothat which had the best[ s (weighted | 1/X% ) quadratic regression).
This indicates that the choice of model must be based not only on
I, but must take all indices into account.

Considerable lack of trueness is seen for the logistic and log-log
maodels with bias values of close to —50, implying that the fr and
conseguently Iy indices are 0.

This bias may be due to a matrix effect between the calibration
and validation standards: the calibration standards are provided
in buffer but the validation standards are in a complex matrix
(homogenised eggs).

313, Precision

Two sets of precision values were caloulated: repeatability
and intermediate precision. Precision was better for the weighted
{1/X?) quadratic regression model than for other quadratic models
[Table 1). Considerable variability however was seen at the lowest
concentration (7 ng'ml). The relative standard deviation (R5.0.) of
repeatability and the R.5.0. of the intermediate precision are shown
inTable 2 for three models. These findings show acceptable repeata-
bility but the intermediate precision which did not comply with the
limits set in Decision 2002/ &57 [12].
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Tahle 1
Indices of the differ=nt regression models tested ranked by aoouacy index (1oL
Mode] ' Im Ip k Figure
Wizighted (10" ) guadratic regression [il= o7z orn 52 la
Weighted (1] quad mtic regression 056 D48 sl 5l Ik
Limweighted quadratic regression 050 034 (157 &5 Ic
Wirighted four g legistic o 0 o [} 1d
Uimweighted four parameter logistic regression o o o 1] le
Weighted five Togistic N o o o 1] 1F
Unweighted log-log o o i} 1] g
‘Unweighted five pammeter logistic regression MC MC ML ML
Wieighted linear regression ML M MIC N
Linear regrezsion WC M NC WL
1y - accuracy indeex: kg dosing mnge index; br: troeness index; lp: precision imdex; NC: not caloulated.
Tahble 2
Precision (repeatability and intermediate precision) obtained for modiels used, by concemtration level testedl
Models Comcentration kevel (mgfg)

T 14 P4l

Repeat (R50.K) IP(RS.D. Ky Repeat (RE[.X) PRS0} Repeat. (R30.X) IP(RSD.X)
Weighted (127 ) quadratic regression 172 Pl 138 749 1.01 411
Weighted (1X) quad mtic regression 410 1865 1235 153 134 150
Umweighted quadratic regression &30 W75 152 758 i 2] a7

Repeat: repeatability, IP: intermediate precision, RS, relative standand deviation [precision] ().

34, Solutions tested

A number of solutions can be used to resolve the trueness prob-
lem. The first is to use a correction coefficient as described by Hubert
et al. [ 19] to correct the matrix effect. The correction coefficient was
computed from the slope of the linear equation linking theoreti-
cal spiked concentration to recovered concentration computed by
inverse prediction. The correction coefficient used is the reciprocal
of the slope achieved with the validation standards.

The equation of the line is:

[Recovered] — 1,867 + 0.454 |Added]

and the correction coefficient to be applied to the instrument
response is therefore: new results= {old results — 1.87 )/0.45.

Fig. 2 shows the new acouracy profile then obtained. For trueness
the I; was close to 1, ie. bias was close to 0 although preci-
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rerdrations of the validation standards.

sion was amplified at all levels. This solution cannot therefore be
used.

The second solution s to work in a dosing ange from 14 to
21 ng/ml without correction. In this case the best response function
is the weighted { 1/X) quadratic regression.

The third solution is to use the method as a qualitative test.

3.5, Cut-off determination

A cut-off value was determined using blank samples and sam-
ples spiked to 70 pg'kg. Because the high variability seen in the
validation and according to Decision 2002657 [12] it is reasonable
to set a false negative rate of 5% A cut-off value of 20 pg'kg was
established by calculating the 95th percentile of our samples. This
value is acceptable as it is well below the DAL of 100 pg/kg. The
false positive rate at this cut-off is less than 1%,

3.6. Comparison with inital data published

It is difficult to compare our validation results with those
obtained by Huet et al [B]. This author has not really calou-
lated trueness and precision so the point by point comparison on
these criteria is not possible. However, Huet has compared results
obtained by an LC-M5-MS5 method and its ELISA method from
incurred or spiked eggs and not from quantitative validation study
with standard curves. The results have shown a high variability, i.e.
accuracy, depending on concentration as shown by our validation
results,

4. Condusion

We have used the accuracy profile successfully to assess the
performance of the ELISA kit for nicarbazin in eggs. The perfor-
mance of the method was compared to the acceptance limits set
in accordance with European Decision 2002/657 [12]. Under our
conditions, however, the method cannot be validated for use as a
semi-guantitative method as both trueness and precision are not
within regulatory acceptable limits.

We have tested alternative solutions to solve the problem of
trueness. The best solution found was to reduce the dosing range.
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Thie method should be used as a qualitative method to detect the
presence of nicarbazin in eggs with a cut-off of 20 pgikg.
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Contexte

Depuis des décennies, les méthodes microbiologiques sont couramment utilisées pour le dépistage
des résidus d’antibiotiques dans les matrices d’origine animale, telles que le muscle, le rein, le lait, etc.
La méthode nommée « Screening Test for Antibiotic Residues » (STAR) a été développée par notre
laboratoire dans le cadre de nos activités de laboratoire de référence de I'union européenne (LRUE)
pour les résidus d’antibiotiques. L’objectif de ce développement était 'amélioration des performances
des méthodes microbiologiques et I’harmonisation des méthodes au niveau européen. Cette méthode
dite «5 boites » est basée sur la combinaison de 5 germes (Bacillus cereus (Bc6), Bacillus
stearothermophilus (Bst), Escherichia coli (Ec8), Micrococcus luteus (MI8) et Bacillus subtilis (Bs8))
inoculés dans 5 milieux différents par leur pH et leur composition. Cette combinaison permet de
détecter plusieurs familles d’antibiotiques, grace a l'inhibition de la croissance des bactéries en
présence du résidu dans le muscle. La méthode STAR a été précédemment validée dans le lait [29],
suivant la décision Européenne 2002/657/CE [13]. Nous avons alors décidé de valider cette méthode
pour le muscle, suivant cette méme décision. Toutefois, I'approche de la validation a été un peu

différente et plus complexe, en raison de la spécificité du muscle qui est une matrice solide.

Méthodologie/Principaux résultats

Des échantillons de muscle de différentes espéces animales (porc, bovin, ovin, volaille) ont été
préparés. |l s’agissait de muscle broyé grossiérement, qui ont été supplémentés avec une quantité
connue d’antibiotique. Ensuite, le mélange a été homogénéisé avec un agitateur rotatif pendant 15
minutes, puis broyé plus finement. Enfin, les tissus « simulés » ont été aliquotés, puis conservés au
congélateur a -20°C pendant un mois au maximum avant analyse. Dans un premier temps, 16
antibiotiques différents, appartenant a 9 familles d’antibiotiques (macrolides, aminosides, quinolones,
tétracyclines, pénicillines, céphalosporines, sulfamides, lincosamides et divers), ont été testés a trois
concentrations dans les tissus « simulés » (la LMR, et en fonction du niveau de détection attendu, 2
fois la LMR ou méme plus). Cette phase préliminaire a permis de définir les concentrations cibles pour
la validation. Les capacités de détection CC3 de 16 antibiotiques ont été déterminées dans le muscle
de porc, en analysant 60 échantillons de muscle supplémentés (tissus « simulés »), provenant de lots
différents. La préparation des tissus supplémentés a été réalisée par 2 techniciens, en suivant le
protocole détaillé a la Figure 48. Ce protocole a été déterminé afin d’introduire le maximum de
variabilité dans la préparation et I'analyse des échantillons (techniciens, espacement dans le temps
(conditions ambiantes, lots de standards, de milieu gélosé, de bactéries, etc), lots différents de muscle
de porc, solutions filles différentes), jours différents), pour obtenir des CC au plus prés des conditions
de routine. De plus, 49 lots différents de muscle de porc blancs (dépourvus de résidus d’antibiotiques)
ont été analysés afin de déterminer la spécificité de la méthode. Toutes les analyses ont été réalisées
en aveugle et tous les échantillons ont été déposés sur les cing boites de la STAR. La méthode STAR
avait été appliquée pendant 5 ans pour le dépistage des résidus d’antibiotiques dans le muscle de

différentes espéces, en paralléle de la méthode des 4 boites (méthode officielle frangaise).
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Figure 48. Organisation de la préparation des échantillons pour la validation de la méthode
STAR dans le muscle.
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Toutefois, I'applicabilité de la méthode a d’autres espéces animales que le porc a été testée. Dans ce
but, nous avons déterminé la spécificité et les CCB de 5 antibiotiques (pénicilline G a 25 ug kg™,
doxycycline a 100 pg kg™, érythromycine & 400 pg kg™, gentamicine a 6000 pg kg™, enrofloxacine a
200 pg kg'”, a partir de I'analyse de 20 échantillons de 3 espeéces différentes, pendant 5 jours. Enfin,
une étude de robustesse a été réalisée afin de tester les parametres analytiques qui pourraient avoir
une influence sur le résultat.

Le taux de faux-positifs de la méthode STAR était de 4 %, dans le muscle de porc, seulement sur la
boite Bst (0 % sur les autres boites). Bien qu'il n’existe pas de critere maximal pour le taux de faux-
positifs dans la décision 2002/657/CE, un taux inférieur a 5 % pour une méthode microbiologique de
dépistage est généralement considéré comme satisfaisant. Les CCf3 de 3 antibiotiques (pénicilline G,
cloxacilline et doxycycline) sont inférieurs ou égaux a leurs LMR respective (Figure 49). Les CC3 de 8
antibiotiques (tylosine, sulfadiméthoxine, oxytétracycline, triméthoprime, érythromycine, ceftiofur,
enrofloxacine et cefquinome) sont compris entre 1,5 et 3 fois leur LMR respective. Enfin, les CCB des
5 derniers antibiotiques (lincomycine, gentamicine, dihydrostreptomycine, et florfénicol) sont
supérieurs a 4 fois leur LMR respective. Chaque boite est spécifique de la détection d’une famille
d’antibiotiques, excepté si les concentrations en antibiotiques sont élevées. L’applicabilité de la
méthode STAR pour l'analyse de muscles d'autres espéces a été prouvée. En effet, la zone
d’inhibition moyenne obtenue avec les autres espéces était comprise dans un intervalle de plus ou
moins 25 % par rapport a celles obtenues avec le muscle de porc, ce qui était notre critére pour
valider I'applicabilité. Un seuil de positivité plus élevé est appliqué a la boite Bst (4 mm au lieu de 2
mm d’inhibition pour les autres boites), car les échantillons blancs donnent des zones d’inhibition plus
élevées sur cette boite que sur les autres. Deux résultats faux-positifs ont été obtenus sur la boite Bst,
sur 30 échantillons analysés (bovin, volaille, ovin). Aucun résultat faux-positif n’a été observé sur les 4
autres boites, quelle que soit I'espéce animale.

Concernant la robustesse, quelle que soit la boite, aucun effet significatif de 3 facteurs testés
(concentrations en bactéries, quantité de milieu, et temps d’incubation) n’a été démontré sur le taux de
faux-négatifs et de faux-positifs, excepté pour la boite Bst avec la sulfadiméthoxine. L’augmentation
de la concentration de bactéries et de la quantité de milieu pour cette boite augmente le taux de faux-
négatifs, ce qui est bien connu pour ce type de méthodes. Enfin, seul le temps de pré-incubation a un
impact sur plusieurs boites. Une pré-incubation d’'une heure a température ambiante améliore les

limites de détection de certaines boites (Ec8, Bst pour les sulfamides et Kv8).
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Figure 49. Relation entre les CCp et les LMR respectives pour 16 antibiotiques représentatifs.
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Conclusions/Importance

En conclusion, la méthode STAR est une méthode robuste, simple, peu couteuse, et qui permet le
dépistage de 9 familles d’antibiotiques dans le muscle de différentes espéces animales. Toutefois, la
méthode STAR n’est pas applicable pour le dépistage de la famille des aminosides et du florfénicol au
niveau des LMR, de méme pour certaines molécules de la famille des sulfamides, des macrolides, des
quinolones et des tétracyclines.

La validation d’'une méthode microbiologique de type boites est trés lourde et longue pour plusieurs
raisons :

- Les substances a LMR dans le spectre de ces méthodes sont trés nombreuses (eg. plus de
50 dans le muscle).

- Un échantillon supplémenté ne peut pas contenir un mélange d’antibiotiques car ce type de
méthode n’est pas spécifique. Donc le nombre d’échantillons a analyser est un multiple du
nombre d’antibiotiques pour lequel on va déterminer un CCR. De plus, si on mélangeait des
antibiotiques, il y a un risque d’effet synergique ou antagoniste sur la croissance bactérienne.

- Du fait des résultats qualitatifs, le nombre d’échantillons nécessaires pour déterminer les
capacités de détection CCB avec une certitude statistique, est le plus souvent plus élevé que
pour les méthodes de confirmation, excepté quand la concentration cible est au niveau ou en
dessous de la LMR.

- Les matrices solides, comme le muscle, rendent la validation encore plus complexe. La
production de muscles naturellement chargés nécessite des phases animales couteuses. De
plus, obtenir une concentration cible dans la matrice (si elle est utilisée intacte pour la
validation) s’avére complexe, en raison e la grande variabilité entre les animaux. De plus,
'homogénéité de muscles intacts est difficile a garantir puisque le principe actif ne se répartir
pas de facon homogene dans le muscle. Enfin, réaliser une validation de méthodes sur la
base de disques supplémentés en antibiotiques, en absence de la matrice, ne donne qu’une
indication partielle des performances de la méthode dans les conditions réelles de la matrice.
C’est pourquoi nous avons produit des tissus dits « simulés » pour réaliser la validation.
L'utilisation de tissus « simulés » tente de s’approcher au plus prés des performances réelles
de la méthode, mais le muscle broyé n’est pas la matrice utilisée pour I'analyse d’échantillons
en routine. Donc les tissus simulés peuvent produire des biais par rapport a des tissus entiers.

La décision européenne 2002/657/CE donne trés peu d'informations pour la validation des méthodes
de dépistage et surtout aucune recommandation technique pour la mise en place de la validation.
C’est pourquoi le guide Européen pour la validation des méthodes de dépistage [256], qui aide a
I'application de la décision 2002/657/CE [13] pour les méthodes de dépistage, a été rédigé par trois
LRUE, en lien avec la DGSANTE. Ce guide recommande I'utilisation de tissus simulés et propose de
restreindre la validation au minimum a une liste de substances représentatives. Cette liste n’est pas
figée et le choix des antibiotiques se fait en fonction des antibiotiques détectés par la méthode, des
substances ayant une LMR dans la matrice d’intérét, des usages particuliers dans certains pays et
des connaissances préalables sur les limites de détection de la méthode. Ces deux points ont

constitué une grande avancée dans la validation de ce type de méthodes. Toutefois, valider ce type
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de méthodes microbiologiques représente quand méme beaucoup de temps et d’effort, quelle que soit
la matrice d'intérét. De ce fait, le guide Européen propose que cette validation dite initiale soit réalisée
dans un seul laboratoire (le développeur ou un autre). Ensuite, les résultats de la validation doivent
étre mis a disposition d’un laboratoire dit récepteur qui veut mettre en place la méthode. Ce deuxiéme
laboratoire pourra faire une validation réduite, dite de transfert (moins d’échantillons, pas d’étude de
robustesse). Les caractéristiques de performance (eg. CC[) obtenues dans le laboratoire récepteur
seront alors comparées avec celles obtenues lors de la validation initiale. Ces performances devront
étre équivalentes. Enfin, la participation du laboratoire récepteur a des tests inter-laboratoires
d’aptitude permettra de confirmer son aptitude a mettre en place la méthode dans son laboratoire.

175



Food Additives and Con teminants
Vol. 27, Mo, 7, July 2010, 935952

Taylor & Francis
Tuyber b Frangis Groagp

Validation of a Five Plate Test, the STAR protocol, for the screening of antibiotic residues

in muscle from different animal species according to Evropean Decision 2002657/ EC
V. Gandin®, C. Hedow, A. Rault and E. Verdon

Commumity Reference Laboratory, AFS54 Fougeres — LERMVD, La Haue Marche — BP 90203, F-35302 Fougere

Cedex, France

(Received 20 August 09, final version received 4 Februgry 20 10)

The STAR protocol is a Five Plate Test {FPT) developed several years ago at the Community Reference
Laboratory (CRL) For the screeming of antimicrobial residues in milk and muscle. This paper presents the
validation of this method according to European Decision Z002/657/EC and to an internal guideline for
validaton. A walidation protocol based on *simulated tissues’ and on a list of 16 representative antimicrobiaks to
be validated was implemented in our laboratory during several months For the STAR protocol. The performance
chamcteristics of the method were determined {specificity, detection capabilities CC 8, applicahility, ruggedness).
In conclusion, the STAR protocol is applicable to the broad-spectrum detection of antibiotic residuss in muscles
of different animal species { pig, cattle, sheep, poultry). The method has good specificity { false-positive rate = 4%).
The detection capabilities were determuned for |6 antibiotics from different Farmlies in relation to their respactive
maxirmm residue limit { MRL): beta-lactams (penicillins and cephalosporins < MREL), tetracyclines (<MRL and
=25 MRL), macrolides (2 MRL), gquinolones (<2 M EL), some sulphonamides (<3 MRL), and trimethoprim
{2 MEL). However, the sensitivity of the STAR protocol towards aminoglycosides (=8 MRL}) and forfenicol
(=10 MRL) was unsatistactory (= =MRL). The tvo ohjectives of this study were met: firstly, to validate the
STAR protocol according to European Decision 200265 T/EC, then to demonstrate that the validation guideline
developed to implment this decision is applicable to microbiological plate tests even for muscle. The use of
simulated tissue appeared a good compromise between spiked discs with antibiotic solutions and incurred tissues.
In addition, the choice of a list of representative antibiotics allowed the reduction of the scope of the validation,
which was already costly in time and effort.

Keywords: in-house validation; screening — microbial screening; residues; antibiotics; antmicrobials; vetermary

drugs; meat

Introduction

Due to the preventive or curative reatment of
livestock, the presence of antibiotic residues could be
found in food of ammal ongin, Traces of these
antibiotics could cause various problems: problems
of echnologeal processing (e.g., milk), allergies to
antibiotics following the ingestion of contaminated
food (e.g., penicilling), antibiotic resistance of bacteria
in humans, which could be transferred to pathogenic
bactena for humans. Therefore, maximum residue
limits (MRLs) were set for the antibiotics approved
for nse in vetennary medicine for livestock. European
Regulation No. 470/200% of 6 May 2009 (European
Commission 2009} establishes procedures for the
establishment of MRLs of pharmacologically active
substances in foodstuffs of animal orign and repeals
Repgulation No. 2377/90 of 26 June 1990 (European
Commission [1990). To monitor the presence of
residues, the first step is the scréening step, which is
to conclude whether or not a sample contans

antibiotic residues at or above the MRL, in the case
of permitted substances. Then, in case of positive
screening, il is necessary (o use physicochemical
methods for the confirmation of identity and the
quantification of the substance (European Commission
X02). The screening step 5 often based on micro-
biclogical screening methods that are cheap, easy o
perform, amnd do not need specific and expensive
equipment. These methods were used for many vears.
Some of them were developed even before the estab-
lishment of the MRLs (European Commission 19940)
and many of them before the implementation of the
rules for the wvahdation of analvtical methods
(European Commission 2002).

The STAR protocol (for Screening Test for
Antibiotic Residues), deweloped at the Community
Reference Laboratory (CRL) for antmicrobial resi-
dues in food (AFS5A Fouperes, France), is intended
for the gualitative detection of residues of substances
with antimicrobial activity in milk and muscle by using
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hacterial strans sensitive to antibiotics. This method
is based on five different plates (Five Plate Test),
dedicated to the detection of specific famihes of
antibiotics. The first validation of the STAR protocol
was orgamzed in 1999 by way of a collaborative study
with spiked discs, blank muscles and incurred muscles
(Fuselier et al. 2000). Seven antiliotics from six
families were tested. The detection levels were included
between 1 and 4 MRLs, but it was dependent on the
production of incurred materials. These results wers
promising for the implementation of the STAR pro-
tocol. The STAR protocol was then validated for the
screening of antibiotics in milk (Gawdin et al. 2004).
Sensitivity was established by the analysis of milk
samples spiked with 66 antibiotics at eight different
concentrations. Ten different proups of antibiotics
were studied: macrolides, aminoplyveosides, cephalos-
porins, penicilling, quinolones, tetracyvelines, sulphona-
modes, hncosamides, phenicols and nmscellaneous
drugs. The STAR protocol was able o detect 21
antibiotics at or below the MRL, and a further
27 drups could be detected at levels from the MRL
up Lo four times the MRL. The STAR protocol was
at least twice as sensitive as conventional methods for
macrolides, quinolones and tetracyclines. Each plate
was preferentially sensitive for one or two families of
antibactenals: the plate Bocilfus cerews for tetracy-
clines, the plate Escherichio coli for quinolones,
the plate Bacilfus subeilis for aminoglveosides, the
plate Kocurig riizophifa for macrolides and the plate
Bocillis stearothermophilus for sulphonamides and
beta-lactams.

Since 2002, every analytical method used for the
analysis of monitoring routine samples has o be
validated according to European Decision XM2/657/
EC (European Commission 202}, which concerns the
performance of analvtical methods and the interpreta-
tion of results. The level of validation of confirmatory
methods is now guite satisfactory. However, very little
information is contained in that decision concerning
the validation of screening methods. Two main infor-
mation are contained in the decision: firstly, which
performance characteristics have to be determined for
a screening method and: secondly, the following
information about the detection capability required
for screening methods. Screening methods are:

only those analytical techniques, for which it can be
demonstrated in a documentad traceable manner that
they are validated and have a false compliant rate
of =5% {fecrror) at the level of interest shall be used
for screening purposes in conformity with Directve

23/EC ({European Commission 1%96). In the case
ol a suspected non-comphant result, this result shall be
confirmed by a confirmatory method.

Finally, the difficulty is how o use this informat on
to implement a vahdation for a screening method.

Moreover, the validation of microbiological screen-
ing methods presents specific issues, different from
physicochenncal methods which are often speafic
methods. Firstly, the number of antibiotics o be
validated is very high because all the antibiotics having
an MRL in the comesponding matrix should be
validated. I't could be also the case for newly developed
multi-residue  methods by liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). However,
microbiologcal methods do not allow one to identify
the antibiotic residue present in the sample. Therefore,
each antibiotic has to be tested independently and the
number of analyses increased. Secondlv, these kind
of methods are only qualitative methods giving a
response as negative, positive or dowbtful. Deciding on
a sample size for a gualilative enquiry can be even
more difficult than for a quantitative enquiry because
there are no definite rules to be followed. In general,
sample size depends on the nature of the analysis to be
performed and on the desired precision of the estimates
one wishes o achieve. The larper the sample size,
the more sure one can be that the answers truly reflect
the population. This mdicates that for a given confi-
dence level (e, 95%:; B error=5%), the larger the
sample size (n), the smaller the confidence interval
(interval estimate of a population parameter). For
n=20and a percentage of answers of 50% (i.e, 50%
answers positive; 50% answers negative), the confi-
dence interval is 22%. For n =60 and a percentage of
answers of 50% (30% positive; 50% negative), the
confidence interval is 13%. A greater sample is then
required to decrease the confidence interval and
therefore the chance of error. Therefore, from a
statistical point of view, the number of samples to be
analysed should be higher than for guanttative
methods. Thirdly, spiking liguid matrices (e.g. milk,
Juice meat) are easy and vahdation could be performed
on spiked samples. The problem is specific © solid
matrices like muscle. In fact, plate tests are based on
the analvsis of raw muscle (slices of meat). Therefore,
the wvalidation should be conducted on bhlank and
incurred raw muscle. However, the production of
incirred materals for each antimicrobial at one
concentration would be time and money consuming.
Consequenty, very few microbiological methods were
validated in the matnx, especially in muscle and other
solid matrices according to Decision 2002/657/EC
(European Commission 2002). A new puideline docu-
ment supplements Decision 2002/657EC regarding
the validation of screening methods. The CRL in
Fougeres, in collaboration with the CRL in Berlin and
in agreement with the CRL in Bilthoven, and after
consultation through the NRL (National Reference
Laboratories) network, has drafied this document with
the purpose of assisting residue laboratories to validate
screening methods. This document is now fnalized and
officially published on the DGSANCO wehsite since
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21 January 2010 (Anon 2010). This puideline deals
with the initial validation and also a shortened or
‘abndged” validation, which under certain conditions
allows for the transfer of methods already validated
in one laboratory t a second one. The guideline
proposes some recommendations fo implement a
validation protocol for screening methods. Tt explains
the performance charactenstcs to be determined
{specificity, detection capability, robustness, ec.) and
how to determine them in practice. Moreover, the
number of samples necessary to validate a sereening
method is discussed. Finally, some new concepls
were introduced in the puideline: the preparation
of ‘simulated tisspes” and a list of representative
substances to be validated. These two concepts will
be detailed below in the validation protocol.

The validation conducted in this study is based on
this validation guideline which is also the internal
guideline in our laboratory for the validation of
screening methods. Two objectives were set fimstly,
to vahdate the STAR protocol for its application to the
detection of antibiotic residues in muscles from differ-
ent animal species according to Decision 2002 /657/EC
{European Commission 2002); and secondly, to show
that the European guideline for the validation (Anon.
20010} and based on Decision 2002/657 /EC (European
Commission 2002) was applicable to the validation
of a microbiologeal screening method.

This paper will present the validation protocol and
then the resulis of the validation of the STAR protocol
for the screening of antibiotic residues in muscles of
different animal species.

Material amd methods
Chemicads amd standard solutions

Antibiotic and sulphonamide standards were provided
by Sipma(Lyvon, France), excepl cefguinome (Intervet,
Angers, France), ceftiofur (Upjohn, Val-de-Reuil,
France), enrofloxacin (Baver, Puteaux, France), and
doxveyeline (Virbac, Carros, France).

STAR protocol

The STAR protocol i8 a Five Plate Test already
published for the analysis of milk (Gauwdin et al
2004). Five test orgamsms — Bocillus subtilis B.GA
spores  (Merck), Koewrta rhizophila ATCC 9341,
Boacillus cereus ATCC 11778, FEscherichia  coli
ATCC 11303 (all Pastewr Institute, France), and
Bacillis stearothermophifus ATCC 10149 (Merck) -
were inoculated in five different media. The fve
following culture media were used respectively:
Antibiotc medium IT at pH 8.0 (plate BsR), test agar
at pH B (Merck) (plate KvE), testapar at pH 6 (Merck)
{plate Bob), test agar at pH B (Merck) (plate EcE),
amnd Diagnostic Sensitive Test (DST)  (Oxoid

Fouwd Adefitives cnd Contantnants 937

commercialized by Unipath Litd, Basinpgstoke, TK)
(plate Bst). Culture media were prepared as recom-
mendal by the supplier and sterilized. Then, Sml of
inoculated medinm were added to a Petri dish placed
on a cold horizontal surface. In routine use, a
eylindrical plug of 8 mm i diameter and 2 cm long is
cut m frozen muscle wsing a cork borer. Slices of
muscle samples of 2mm in thickness are then cut and
placed on the plates. The same protocol was applied w
‘simulated tissues”. Finally, the plates are incubated: at
30~C for at least 18 h for BsE and Be6, at 37°C for at
least 24 h for KvE, at 37°C for at least 18 h for Bof, and
at 55C for 15 to 16h for Bst.

A muscle sample was considered positive when
the inhibition zone (IZ) around the meat sample was
equal or superior (o 2 mm in width on plates BsE, KvE,
Bet and EcB and/or the [Z equal or superior Lo 4 mm
in width on plate Bst.

Since 2004, the medium test agar pH 7.2 was
replaced by antibiotic medium IT at pH 8.0 (Difco,
reference no. 259310) because it was not commercia-
hized anvmore. Moreover, the positive control of plate
Bst was modified for practicl reasons: sul famethazine
at 1000 pgl =" was replaced by amoxicillin at 40 pg1™".
Positive controls consist of 30 pl of antibiotc solutions
which are put on paper discs of 9mm diameter
(Durieux, France). There is a specific positive control
for each plate: streplomycin at 000pgl™" on plate
BsE, tylosin at 1000 pgl™ on plae KvE, oxyletracy-
cline at 800 pe1~" on plate Bef, enrofloxacin 800 pg 1™
on plate EcB, and amoxicillin at 40 jg ™" on plate Bst.
The validity of each day of analysis depends on the
resilts of the positive controls that have o be included
in the following intervals: 5.5+ 1.5mm, 6.5+ 1.5mm,
60+ Limm, 7.0+ 1.5mm and 6.0+ 1.5mm for BsE,
EvE, Bot, EcR and Bst respectively.

Vaffdation protocol
Simmelated tissues

In 2002, we studiad the sensitivity of 35 antbiotics
by way of antibiotic-spiked discs. However, this way of
working was nol completely satisfactory because the
interference of the muscle matrix was absent. In fact,
Okerman, De Wasch et al. (1998) showed that the
tissue matrix has an effect on the sensitivity of the test
plates. During that study, pieces of frozen meat laid
on paper discs impregnated with antibiotc standard
solutions were uwsed for walidaton Usually, [Z
decreased when spiked meat samples were analysed,
compared with antibiotic spiked discs without meat.
The same conclusions were reported by Pikkemaat
etal. (2007). Because of the difficulty and the high cost
of production of the incurred materials for validation
of a microbiological plate test, it was decided to work
on what we called ‘“simulated tissue’. Furthermore,
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it was impossible to mix several antibiotics in the same
sample, since the method was not specific and did
nol identify the molecule that produced an inhibitory
effect Moreover, one could observe a cumulative effect
of antibiotics in their inhibitory activity when several
antibiotics are contained in one sample.

Therefore, a preliminary study was conducted to
determine what was the best way to prepare simulated
tissues amnd what kind of preparation would give
the closest resull to the actual samples. This study
was based on the experience of two National Reference
Laboratories (Vicente Calderon, AESAN, Spain; Anna
Liiza Myllyniemi, EVIRA, Finland) that had already
worked on such samples. During this preliminary
study, the way of preparation of simulated tssiue was
also tested for homogeneity of the material. Regarding
the resulis, the homogeneity was satisfactory.

Production of spiked materials (Sinndated fzme’)

A preliminary study was conducted to determine the
concentrations of antibiotics to be spiked in muscle
samples for later validation. Sixteen different anti-
biotcs were tested at varous concentrations (the MRL
and according to the assumed detection limit at half
MRL, two times the MRL or morg) in simulated
tissues. The ested concentrations were based on the
results of the validation of the STAR protocol in milk
(Gaudin e al. 2004). These tests were repeated several
times. The concentration that always gave positive
results (IZ higher than 2 mm, generally betwesn 3 and
4mim) and if possible concentrations lower than or
equal to the respective MRLs were chosen.

The antibiotics and the corresponding concentra-
tions chosen for the vahdation are presented in Table | .
Sixteen different antibiotics were used in this study.
Nine different groups of antibiotics were studied:
macrolides, aminoglveosides, cephalosporing, pemicil-
ling, quinolones, tetracyclines, sulphonamides, lincosa-
mides and miscellaneous drugs. Stock solutions of the
I6 different antimicrobials were prepared at a

concentration of lmgml™, after correction For
potency. Working solutions were then prepared by
dilutions in distilled water. Different batches of muscle
were purchased in supermarkets. Muscle was first
coarsely minced. To prevent antibiotic contamination,
finely mincad blank muscle samples were prepared first,
on the same day, with the four different batches of
mitscle, to be tested in parallel with the spiked samples.
Then | ml of working solution was added to 100 g of
blank minced muscle. Spiked muscle was homogenized
during 15min in the same rotary hatcher. At the end,
the meat wis finely minead. Each muscle material was
finally put in plastic bottles or plastic bags. Each
material was codified by the director of the stuedy and
then frozen at =X°C. The ‘simulated tissues’ were
always analvsed in a maximum perod of | month.

Specificity

A total of 49 batches of pork muscle of different
origing were analvsed in the end Most of them
{40 batches) were tested in blind duplicate on two
different davs and by two different technicians.

Detection capabilities CCR

According w0 Decision 2002/657/EC  (European
Commission 2002), the detection capahility (CCg) of
a method is defined as:

the smallest content of the substance that may bhe
detected, identified and/or quantified in a sample with
an error probabiity of 8. In the case of substances
with an established permitted limit, this means that the
detection capahility is the concentration at which the
method is able to detect permitted limit concentrations
with a statistical certainty of 1 — 8.

Given the expected detection capahbilities for many
antibiohics, which are often close to the MRLs, it was

chosen to determine the detection capahilities by
analvasing 60 minced muscle samples spiked at one

Table 1. Chosen antibiotics and corresponding concentrations for the validation siudy.

Antibiotic tamily Representative antibiotc MEL {pgkg']] Chosen concentration {ugkg']]
Cephalosporins Ceftio fur/{Cefgquinome 1000 /50 1 500200
Penicillins Permicillin Cx/Cloecacllin S0/ 300 25150
Sulfonamides Sulfame thazine | Sulfadiee thoxine 10, 1 00300
Aminoghyoosides Crentamicin (GTM ) Dikvdro siveptompcir (DHS) S0 500 0 400
Cuinolones Enrofloxacin 11060 200
Tetracyclines oy tetrae veline] Dox yeye line 100/ 1060 230/100
Macrolides Erythromycin/ Tlosin 00/ 100 S0 2 00
Lincosamides Lincomycin 1063 1)1
Fhenicols Florfenicol 30 3000
Miscellaneous Trimethoprim 50 10}

MNote: Antibiotics shown in italics are those that were subatitutes For the antibiotics initially included in the list of mepresentative

antibiotics.
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antibiotc concentration, instead of X samples to reach
the most stancally sigmficant determination of the
CCA (European Commission 2002].

The preparation of the samples s detaled in
Figure |. To introduce a maxmum of varability
in the determination of the detection capabilities,
30 samples were prepared and analysed by one
technician and another 30 samples by other technician.
In addition, the 30 samples were divided into two sets
of preparation. In each set, 15 samples for the same
antibiotic concentration were prepared and analysed
by each technician. For each antibiotic and each
technician, the two sets were spaced oul to introduce
variability in the period of analysis (ambient condi-
tions) and therefore vanahility of batches (media,
bacteria, antibiotic standard, etc.). Moreover, in each
set of preparation of four antibiotics, four different
batches of porcine muscle were used. Finally, on each
day of preparation, two different working solutions
were prepared from the stock solution of antbiotic
and used to spike the different batches of muscle. The
coding of the samples was performed by the head
of the study to ensure that the analvses would be
performed blindly, and then frozen at =X°C.

In the deermination of specificity and detection
capabilities, all samples were analvsed on the five

Anlbletie 1 —__

Lo 2
Technician 1 Techmnician 2
0 perghes 30 samples
vl B e Ty
15 samples. 15 samples 15 samples 15 samples
@1 et ? et 1 Sel 2
TR,
=
H""'-t--..\_
|
Doary' ©f preparation
18 samples per AB for Sef 1

 antiblatic Working Schufions (WE}
W1 s

.J. \ ; _'_:-"--F'-F . '\"\-\._\_\_
Musle Muscle MusEle Muscle  Mibele rﬁ'lu:l:
batch 1 hu:—,lnz Batch1 Datch2  patchl batchd

‘ 2 samples 2 1 samples 2 SH'I‘)'E. 5

3 samples 2 samples 3 samplas

Figure 1. Preparation of the simulated tssues. Two techni-
cans each prepared 30 samples per antibiotic (AB), divided
in two sets of 15 samples each (Sets 1 and 2). The two sets
were spacod out to introduce variabiity in the period of
analysis (ambient conditions) and, therefore, wariahility
of batches (media, bacteria, antibiotic standard, etc.). The
example of preparation of Set 1 by technician 1 is presented
here. Four different batches of porcine muscle were used.
Two different working solutions (WS) were prepared from
the stock solution of antibiotc and used to spike the different
batches of muscle. Fmally, 15 samples were prepared per
anthiotic.
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plates of the STAR protocol to check the specificity
of the plates for the different families of antbiotics.
Five days of analyses were performed with the STAR
protocol for each set of preparations and each techni-
cian. Each day, |4 samples were analyvsed blindly
(twelve spiked samples and two blank samples)
Therefore, all blank and spiked samples were analysed
twice or thrice, on 2 or 3 different davs.

It must be underlined that the analysis of the 60
samples for each antimicrobial was performed step
by step. When one false-negative resull or more was
obtained after the analysis of ten samples, either
the validation was stopped at this concentration and
started again with an increased concentration if it was
of interest (e. g, near the MRL), or the validation went
o with the same antibiotic and the same conceéntration
because the concentration was already much higher
than the concerned MRL.

Determination of CCA

After the analvsis of the 60 spiked samples, the
concentration level, where only less than 5% of false
compliant resulis remain, was the detection capability
CCA of the method (three false compliant results in a
maxdimum of 60 spiked samples).

Applicability study

The STAR protocol has been implemented in parallel
with the Four Plate Test for the analysis of muscles
from different animal species during the routine
analysis of field samples (cattle, sheep, poultry, etc.)
n National Monitoring Plans for at least 5 vears. The
positive samples at the soeening step are then con-
firmed by a mulG-residue LC-MS/MS method (data tw
be published). Therefore, we have a lot of expenence
concerning the applicability of the method to muscles
from different animal species.

However, to complete this study, we decided
perform & study to determine the CCA of some
antibiotics in cattle, sheep and poultry muscles,
antibiotics for which the CC8 were determined
previously in porcine muscle. Therefore, the CCA of
five antimicrobials (penicillin G at 25 pg kg™, doxyey-
cline at 100pgkg™', erythromycin at 400 pe kg™,
pentamicn at 6000pgke ', and enrofloxacin at
H}{Pugkg"} were determined with 20 samples from
each of the three species over 5 davs and compared
with the CC#A calculated for porcine muscle. In the
applicability study, only the specific plate (which
has presented IZ for pig muscle) was tested with the
corresponding antibio e,

The applicability would be proved if the CCg
determined for these species are similar w the CC#g
determined for porcme muscle (the averape [Z
obtained for each species on the specific plate should
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be similar: accepted dewiation +25%). A vanahility
of 25% is uspally accepted with microbiological
methods (for positive controls or spiked muscles).
Moreover, this range of vanability was observed
during the validation in porcine muscle. The specificity
of the STAR protocol with other species was also
studied by the analysis of different blank muscle
samples.

Rugpedness study

The rugpedness of the method was partly evaluated
during the validation study, since different batches
of media, bacterial strains, antimicrobial standards
were wsed. In addition, two technicians were involved
in the study, analvsing each half of the samples and the
variability between technicians could be estimated.

In Decision 2002/657/EC (European Commission
2002}, rugpedness is defined as ‘the susceptitlity of an
analytical method to changes in experimental condi-
tions [...] under which the method can be applied
as presented or with specified minor modifications’.
A rugpedness study based on an experimental design
was carried out and thus allowed the testing of
analytical parameters which were different from those
tested during the first step of validation. A full factorial
design was chosen for the analysis of the effects and
interactions of four independent factors (Renard et al.
1992). The design matrix is presented in Table 2.

Factors that may influence the messurement resulls
were selected: bacieria concentration (A), medium
quantity (B} in the plate, incubation time (C) and
pre<incubation (ime at room lemperature (D). These
factors were modified in an order of magnitude

Table 2. Design matrix of the ruggedness study.

corresponding o the usual differences: factor A
concentration in bacteria: £+30%; factor B quantity
of medium 5 % 0.5 ml; factor Cincubabion tme £10%,;
and factor I predncubation time (the period at room
emperature before incubation in the incubator: 1h of
pre-incubation or no pre<dncubation ).

The rugpgedness of the study was focused on six
different representative antimicrobials which were spe-
cifically detected on each of the five plates on muscle:
penicillin G at 25pugke ' and sulfadimethoxine at
WO peke™" on plate Bsy doxyeyeline at 100 pp kg™’
on plate B, erythromycin at 400 pe ke ™" on plate KvE,
gentamian at 6000 ugkg'] on plate BsB, and enroflox-
acin at M0 pgkg™" on plaie EcB. The chosen concen-
rations were equal to the detection capabilities
determined in the first part of the validation sudy
for each of these antibiotics, except for pentamicin.
The samples were prepared from pig muscle only.
All blank and spiked mnunced miscle samples were
prepared the day before starting the rugpedness study,
and were frozen at =20°C. The smdy was performed
blindly {codified samples). Then on each day of analysis
(each run), four different blank materials and four
different spiked materials per antibiotic were analysed.

Results and discossion

Specificity

Specificity and detection capahilities were determined
for pig matnx because it is the most common Species
analysed in the laboratory. A total of 49 different
hatches of porcine muscle were tested. Few vanations
were observed. OF 176 analyses in total, only seven
pave falsepositive results (4%). These seven false-

Run Levek A* B" o D =ABCY AB+CD AC+BD BC +AD
1 - —= - - - - -
2 + + = = + = £ +
k] -+ - + - -+ - - -
4 + - - - - - - -
3 + 4 B + ¥ + - -
6 - - - - - - - -
7 + = + + = = - +
& + + + - + + + -

Motes; Run 1 =day 1.
*Concentration of bacteria.
Medium quantity.
“Incubation time.
Jpreincubation tme.

“Each lactor was modified in an order of magnitude corresponding to the usual differences: Factor A
concentration in bacteria, +£30%; factor B guantity of medium, 5+ 0.5ml; factor C incubation time, +10%;
factor I} pre-incubation time (period at room temperature before mecubation in the incubator), 1h of

pre-incubation or no pre-incubaton.

4+, Increasing ol the factor (Le, +30%); —, decreasing of the factor (i.e, —30%). AB+CD, AC+ BD and
BC + AD are the evaluation of the impact of the combnation of the different factors.
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positive resul s were obtained with five different muscle
batches (two false-positive results for two baiches
amd one false-positive result for each of three batches).
All false-positive results appeared on the plate Bst,
none on the other plates. The specificity of the STAR
protocol for the detection of antimicrobial residues
in porcine muscle was very satisfactory.

Detection capabilities
The results presented in Table 3 are those obtained
from 60 samples for each antibiotic at at least one
tested concentration.

For some antibiotics, after 15 or 30 analvses by one
or two techmicians, either it tumed out that (oo many
false-nepative resulis were obtaned at the selected
concentration or oppositely the first tested concentra-
tion gave higher IZ than anticipated, sugpesting that
the validation could be performed at a lower concen-
tration. AL these concentrations, fewer than 60 samples
were analysed; however, it was helpful for the deter-
mination of the detection capahility.

Figure 2 shows the relationship between detection
capabilities calculated for the 16 representative anti-
hiotics and their respective MRLs. It allows one to
gquickly wvisualize the difference between CCH and
MRLs. The respective MR Ls (pg ke ™) are represented
in plain bars. The hatched bars represent the respedive
CCA (pgkg™'). Therefore, the greater the hatched
area, the less sensitive is the STAR protocol for the
corrssponding  antibiotic. On  the contrary, when
the plain zone and hatched zone are very close, the
sensitivity of the method for the corresponding anti-
biotic 5 satisfactory. When the CC# is higher than
1000 pg kg™, the value of the CC# is written on the
top of the corresponding bar.

As a conclusion, the detection capahilities of pen-
icillin G, cloxacillin and doxyveveline were equal to or
lower than their respective MRLs. The detection
capahilities of tylosin, sulfadimethoxine, oxyvtetracy-
cline, trimethoprim, ervthromycin, ceftiofur, enroflox-
acin and cefquinome were between 1.5 and three times
their respective MRLs. The detection capability of
hincomycin was between four and five tmes its MRL.
Finally, the detection capabilities of gentamicin {GTM)
{ =40*MRL). dihvdrostreptomyein (DHS) { =8*MRL)
and florfenicol (=10*"MRL). were much higher than
their respective MRLs. The STAR protocol is not
suitable for the detection of the two aminoglyeosides
and probably not for the detection of the entire family,
given the activi tv profiles obtained during the validation
in milk (Gawdin et al. 2004). In fact, these activity
profiles showed that GTM and DHS were the two
aminoglveosides that were detected at the lowest
concentrations, especially GTM. The sensitivities for
GTM in milk (MRL=100pgl™") and tw DHS

Food Additives arid Conbanunanis o4l

(MERL ='_"ﬂﬂpg1"} were equal to three and five times
the respective MRLs. The sensitivities determined
in milk for the other aminoglyeosides were: neomy-
cin Ifﬂﬂ'pgl'] {(MBRL = ISCH]jigl_]}, slreplomycin
1000 el MRL=200pg1™"), kanamyein 1000 pgl™
(MRL=150pgl™"),  spectinomycin 40,000 pg 1™
{MRL ='_'ﬂ]ﬂj.1_g1_] ) paromomycin 2000 pe " (not
authorized in milk), and apramycin :Iﬂﬂ}pgl" (ol
authonzed in milk). Therefore, the sensitivities for
GTM and DHS were much better in milk than in
miscle.

During the determination of detection capabilities
in porcine miscle, it was demonstrated that the STAR
protweol could help in confirming the identity of a
family of molecules present in the sample. Table 4
shows the plates on which each antibiotic reactsd
preferentially. Some antibiotics (e, cefguinome,
ceftiofur, doxveveline, enrofloxacin and florfenicol)
caised imhibitions on several plates at the tested
concentrations (including CCA)L

The results are obviously similar to the global
orentation given in the STAR protocol: beta-lactams
and sulphonamides were detected preferentially on
plate Bst, tetracvclines on plate Bob, guinolones on
plate EcE and macrolides on plate KvB. However,
there were [wo exceptions. The aminoglycosides were
detected on plate Bst with the concentrations tested for
the determination of CCA. whereas for higher con-
centrations than CCA they were detected on plate Bsg
=Bs7.2). However, when the validation of the STAR
protwceol was performed in milk, BsE was the specific
plate for the detection of aminoglyveosides. Secondly,
twlosin was detected preferentially on Bst instead of
KvE at this concentration, which had already been
observed during the validation of the STAR protecol
in milk. Therefore, if a positive result 8 reported
on plate Bst, the confirmation should be directed onto
beta-lactams, sulphonamodes, but also tvlosin and
aimioElveos des.

Applicability study

Given the unsatisfactory results [or aminoglyvcosides
(==MRL). an additional sudy was conducted on
GTM and DHS to choose one of these antibiotics and
the pood concentration for applicability and rugged-
fess studies. This study determined that the detection
capability of GTM was around 4000 pg kg~ and DHS
around 6000 pg kg™, Therefore, GTM at 6000 pg kg™
wis chosen, a concentration higher than the estimated
detection capability (4000 pe kg™ "} due to reading
difficulties (partial inhibition zone (PLZ) and regrowth
i the [Z)

Figure 3 shows the averape IZ on the five di ferent
plates (Bst, Beb, KvE, EcB and BsB) for blank muscles
of different animal species and muscles spiked with
five different antibiotics (each reacted specifically
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Relation betwesn respective MRLs and calculated
CChata Tor the 16 representative antimicroblals:
=000 4000 3000
1000 : S
B0 1 OMRLpgkg)
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Figure 2. Relatonship between the caleulated detection capabilities and the espective MRLs of the 16 mpresentative antibiotics.
The 16 representative antibiotics are represented on the x-axis. The calculated COC# of the 16 tested representative antimicrobials
and the respective MELs are represented on the y-axis. MRL, maximum residue limit.

Tabk 4. Specificity of the plates.

Antibiotic family Antibiotic Specitic plate
Pericillins Penicillin G Bat

Cloxadilline Hat
Cephalosporines Cefquinome KvH (Bst and EcH)

Ceftinfur Bat {and Ecg)
Tetracyclines Creytetracycline (OTC) Baoh

Doxyeycline Bob (and BsK)
Macrolides Erythromycin Kvl

Tylosin Bat
Chunolones Enrofloxacin Ech {and Bst)
Sulfonamides Sulfadimethoxine (SDMX) Bst

Sulfamethazine {SM ) Bat
Aminoglycosides Dty drostreptomycin {DHS) Hat

Crentamicin {GGTM) Bat
Lincosamides Lincomy cin Bat
Miscellaneous Trimethoprim (TMP) Bat

Rorfznicol Bsi {Bohh and Bast)

on one of the plates): penicillin G at 25 pg kg™ on
Bst (Fipure 3a), doxyevcline at Iﬂﬂugkg'] on
Beh (Figure 3b), ervthromycin at :I-[H}pgkg'] on KvE
(Figure 3c), enrofloxacin of 200 pg kg_] on  EcB
(Figure 3d) and gentamicin at 6000 pgke™ on
BsB (Figure 3e). The results for the porcine muscle
were those obtaned durng the determination of CCH
for four plates (Bst Bo6, KvB EcB) and during the
additional study on aminoglycosides for plate BsE.
The overall mean inhibition zone inter-species was
equal to 9.0+13mm, 52+ 1.0mm, 52+ 1 4mm,
6.0+ 1.1 mm and 5.4 4+09mm for Bst, Be6, KvB, EcE
and BsB respectively. Whichever was the tested antibi-
otic and the plate, the discimination between blank
and spiked samples was very clear and easy for each
species. Moreover, the average IZ for catile, sheep and
poultry muscle was in the fixed mnterval of £25%

compared with the average IZ for porcine muscle for
plates Bst, Bof, EcB and BsB Concemning plate KvE,
the average IZ for cattle and sheep muscle was in the
fixed interval of +25% compared with the average [Z
for porcine muscle. The poultry muscle was out of the
interval for plate KvB, but with an average IZ of 33%
higher than the porcine muscle, so the sensitivity was
betier in poultry muscle.

Two blank samples of catte, two sheep and two
poultry were analysed for each plate and the analyses
were repeated for 5 davs. Over 107 cattle tested, two
false-positive results, one for sheep and one for poultry
on the Bat plate, were obtained. The blank bovine and
ovine samples gave LZ of 3.7+£0.7 and 3.3 £0.4 mm,
higher than porcine (1.84+14mm) and poultry
2041 4mm) blank samples. All blank samples gave
non-specific inhibition on the plate Bst higher than for
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Figure 3. Resuls of the applicability study of the STAR protocol to muscles from different animal species, on the five different
plates. The results of the applcability study for the five plates are represented:; (a) penicillin G at 25pg kg'] on plate
Bat, ( b)doxycycline at 100 pz kg~ on Plate Beb, lgc] erythromycin at 400 pe ke~ on Plate KvE, (d) enrofloxacin of 200 po k=" on
Plate Ec, and (2} gentamicin at G000 peckg™ on Plate BsE. The x-axis shows the four different animal species tested
are epresented. The y-axis shows the average mhibition zone {mm) on the Five different plates obtained during the applicability
study for bovine, ovine and poultry muscles; and during the determiration of CCE for porcine muscle are epresented for blank

samples and spiked samples.

the other plates. That 15 why the positiaty threshold of
the plate Bst was set at 4 mm, while the positivity
threshold for the other plates was setat 2 mm (Fuselier
el al. 2000). Mo lalse-positive results were obtained on
the plate, whatever the species, on the four o ther plates,

In conclusion, the STAR protocol 15 applicable
for the screemng of antibiotic residues in the muscle
of the four major species: mg cattle, sheep, poultry
and by extension the muscle of minor species, whatever
is the plate.
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Table 5. Comparison of the mean inhibition zones (12) and the standard deviations (SI) calculated during the determination of

the ©C# and during the ruggedness study.

Tested concentration

Mean LZ* Mean 1Z*

Antibiotc famdly Antibiotic (e Icg"] Plate  (mm) 5D CCE  {mm)+ 5D ruggedness
Penicillins Penicillin (3 Bst 27102 B5+ 1.2
Sulfonamides Sulfadimethoxine (SDMX) Bst BEX13 5316
Tetracyclines Do yoyeline Bch 54205 431 +0.6
Macrolides Erythromycin B Kvi 5111 40+£1.0
Cuinoknes Enrofloxacin . | 1] Eci G210 6T7+1.2
Aminoglycosides GTM GO0 Bsf 60+07 62105

Motes: “1Z, inhibition zone of the speafic plate, mean of the values of the four scts (two techmicians).

S0, standard deviation.

Rugpedness study

During the determination of specificity and detection
capahilities of the 16 antimicrobials, lots of different
media (different preparation and validity date). differ-
ent preparations of bacteria, and different batches
of antibiotic standards were wsed over a peried of
% months of testing. Looking at the guantitative
results (IZ) obtained by the two technicians on
muscle samples, the vanahility (standard deviations)
was rather low, similar to or lower than the vanability
that is fixed for the positive controls of the method.
During this period, the positive controls were included
in the intervals set in the STAR protocol. This is the
first track to conclude that the STAR method is
robust

The average [Z and the standard deviations
obtainad during the rugpedness study and dunng the
first part of the validation (determination of COC g) were
compared and are presented in Table 5.

When the standard deviation in ruggedness condi-
tions (SDd) is significantly larger than the standard
deviation of the method in terms of reproducibility, the
conclusion is predictable that all factors taken together
have an impact on the results, even if no single factor
has significant influence. In this case, the method is
not sufficiently robust reganding the range of tested
variations. From a quantitative point of view, we did
not observe significant differences between the 5D
in rugpesdness conditions and the SD during the frst
part of the validation for the six tested antibiotics.
Therefore, the STAR protocol seemed to be robust for
the five plates regarding the range of tested varations.

If we look at the mean [Z obtained at each day
(run} during the ruggedness study to the mean [Z
obtinad during the determination of detection cap-
ahilities, it seemed that the sensitivily is very near, even
if the averape IZ were often lower during the
rupgpedness study. In fact, the average [Z of SDMX
on plate Bst was significantly lower during the
rugpedness study (Table 5). Therefore, some of the
tested factors had an effect on the sensitivity.

Sulphonamides tested concentrations often gave PIZ,
which are sometimes quite tricky to read for someone
not tramned i the techmgue. On the hand, beta-lactams
wsually gave clear [Z. Therefore, slight variations,
like in the ruggedness study, even for trained people,
lead to greater effect on these PIZ than on a clear [Z.
Therefore, it is logical that the Bst plate is less robust
for the detection of SDMX than for penicillin G.

The rugpedness of the STAR method was evaluated
using an experimental design. The influence of the four
factors (concentration of baderia, guantity of medium,
incubation time and pre-incubation time) on the
mean [Z {quantitative result), repeatabnlity (coefficient
of variation, CV%), and false-positive and false-
negative rate (qualitative result), as well as the inter-
actions between factors, were evaluated (Table 2).
The responses for each plate for each run (day) were
indicated (mean [Z, CV% on the IZ, and false-positive
and false-negative rates when influence was observed]).
From these results, the exploitation of the experimental
design was performed. The results are presented in
Tahble & for the six antibiotics and the five plates.

In conclusion, whatever the plates, there was no
significant effect of the analytical factors tested on the
qualitative results of the STAR method (no influence
on the false-positive and false-negative rates), excepl
for plate Bst with SDMX (Table 6). When (esting
SDMX., on day 4 the four tested samples pave
false-nepmative results (Table 7). Therefore, it has a
strong impact on the combination of factors tested
that dayv: A<, B4, C-=, D-, ie., increasing the
concentration of bactena, increasing the amount of
medinvm, reducing the incubation peried, and without
pre-incubation. In the optimization of microbiological
methods, it is well known that increasing the concen-
tration of bacteria or increasing the amount ol medinm
may decrease the sensitivity of the plate. Moreover, as
seen with other plates, a decrease of the incubation
period can indeed reduce the sensitivity. It is also
logical that a lack of pre-incubation may decrease the
sensiivity of the plate. It was observed mn fact that
an increase of fctors A and B mav increase the
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Tablk 6. Exploitation of the factorial design: influence of the 'our experimental Factors on the detection of six tested antibiotics

on the five plates of the STAR protocol.

Factor Interaction Mean

Bk Response -~ B i = ABC AB+CD AC+BD BC+ AD I
Mean 17 —0.12 -0 01 —0.15 0.05 —0.13 a0l —0.16 4.312
CV (%) -0 —308 51 275 291 —309 — 188 1121

Kvi Response A B C D= ABC AB+CD AC+BD BC+ AD I
Mean 17 —0.07 000 050" 0.38 01z —041 02z 1497
CV (%) —137 404 0.58 543 0n7 169 —1483 16 07

Fct Responss A4 B C D= ABC AB4+CD AC+BD BC 4+ AD i
Mean 17 —0.15 —{) 58 —0.x2 0.77 —045 —003 —033 6.72
CV (%) 038 ne7 —0.07 —1.14 —047 —00% 188 482

Bat Respanse A B C D= ABC AB+CD AC+BD BC+ 4D I
SDMX Mean 17 0.4 — 3% 017 092 —030 —003 091 530
v —0.36 015 b —0.01 025 —0.76 1.70 4.70
False+ .00 000 .00 0.00 000 000 000 .00
False — 0.50 050 —00.50 —0.50 050 —0.50 —0.50 0.50
Penicillin Mean 17 0.25 —0 20 —0.44 0.02 059 —042 003 #.55
v —1.44 161 —291 1.74 —2 60 117 012 1%
False+ 0.00 000 0.00 0.00 000 000 000 0.00
False— 0.00 000 0.00 0.00 000 000 000 0.00

Bsf Response A B C D= ABC AB+CD AC+RBD BC+ AD i
Mean 17 —0.11 000 0.03 0.02 —011 —023 000 6.16
CV (%) 067 —0 E4 0.65 0.53 00l 014 0l 6.07

Motes: “Concentration of hacteria.
"pedinm quantity.

“Incubation time.

“Pre-incubation time.

fIncreasing the incubation time () for plate KvH increassd the sensitivity of the plate a lttle (13%).
IZ, inhibition zone 5 mm; CV, coctlicient of variation of the mean L (%); False4, False-positive rate; False—, false-negative rate.
The mean false-negative rate is equal to 0.50, which means 30% of false-negative results.

Tabk 7. Ruggedness study for plate Bst: design matrix and experimental design calculaton.

Run Mean L£ SDMX v Falsz+ Falsc— Mean LZ Penicillin v Fake+ Fake—
1 4.8 17.5 [1] [i] 9.1 109 0 0
2 B0 180 1] [1] 9.3 0.3 [i] Li]
i 4.7 139 0 0 7.5 rL5 1] 0
4 0 154 0 100 10.0 4.6 0 1]
5 5.3 10z 0 1] 9.1 20 [1] 1]
6 4.6 T6 0 1] 1.5 7.1 1] 1]
T 5.1 134 1] 4] 7.5 T.1 0 0
] 6.9 I1E 0 1] i4 59 0 0

Motes: Hun 1 =day 1.

“A strong impact of the combination of factors tested on day 4 was observed on false-negative rate: A4, B4, C—, D—,
i.e., increasing the concentration of bacteria, increasing the amount of medium, reducing the incubation perind, and without

pre-moubaton.

IZ, inhibition zone (mm); False+, false-positive rate; False —, false-negative rate; OV, coeflicient of variation (% )= {mean 1Z)/

(S LZ*100; 51, standard deviation.

false-negative rate, while an increase of the incubation
time amd predncubation of [h may increase the
sensitivity. It i8 noticeable that [ h of pre-incubation
at room temperature increased the mean IZ of SDMX
by 17%.

Regarding the classical vanability of resulis of
microbiological plate tests, none of the factors or

combination of factors had a significant effect on the
mean [Z (quantitative result) for any of the tested
antibiotics on the five plates. Finally, no significant
effect was observed on the repeatability of the method.
Moreover, slight changes in the CV never had an effect
on the gualitative results of the test for the tested
antibiotics.
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Therefore, the STAR protocol is a robust method
for the detection of antibiotic residues in muscle. Some
recommendations are given in the STAR protocol
concermng the different incubation penods for the
five plates, because moeubation time i85 already known
to be a critical parameter. In the range recommended
in the protocol, the method is robust. It should be
noticed that increasing the incubation time for plate
KvE incremsed the sensitivity of the plate of 13%
{Table 6). This is the reason why a lonpger incubation
time (at least 24h) compared with the other plates is
recommended in the STAR protocol. However, even
at the lowest incubation time (21h) the results were
satisfactory.

Finally, it was demonstrated that a pre-incubation
of 1 hat room emperature could have a positive effect
on the sensitivity of the est (plates EcB, Bst (SDMX),
KB} or no effect (plates Beb, BsB, Bst (penicillin G))
compared with no pre-incubation. However, pre-
incubation is not a cntical parameter because if people
do not apply a preancubation, the results would be
satisfactory, and if pre-incubation is performed, the
results would be equal or better. A recommendation of
a pre-incubation of 1h at room temperature should be
added in the next version of the STAR protocol.
Moreover, on every day of the analysis, specific posi tive
control antibiotic paper discs are placed on each plate.
The resul s of these positive controls should be included
in the range mven in the STAR protocol. Ifitis the case,
the results are valid.

Driscussion

ALl this tme, very few laboratories have trned (o
validate their screening methods (microbiological or
immunological methods) according to Decision 2002/
657/EC (Ewropean Commission 2002) for two main
reasons. Firstly, Decision 2002/657/EC gave very
little information and no technical recommendations
for the implementation of the validation of a screening
method. Secondly, especially for the wvalidation of
microbiological plate tests, the validation requires a
much work, is time consuming and 15 guile expensive.
In our laboratory, which is the Community Reference
Laboratory (CRL) for antibiotic residues, the valida-
tion of screening methods has been a subject of
interest for many years. At this time, the validation
of immunolomeal tests and microbiolomeal tests
(tube tests and plate test) were performed in our
laboratory according to European Decision 2XM2/657/
EC (Gaudin et al. 2004, 2007; Gaudin, Hedou, Rault
2009; Gaudin, Hedou, and Verdon 2008). The former
‘detection limit" was replaced by a new performance
characteristic called *detection capability CCA". To our
knowledge, the other validation studies of micro-
bhiological plate tests according o the Euwropean

Food Additives and Contaminaris 47

Decision (European Commission 2002) were from a
MNational Reference Laboratorv in the Netherlands
(Pikkemaat et al. 2007, 2008: Pikkemaat, Qostra-
van Dhijk et al. 2009).

Regarding the tme needed for this validation
stdy, it would have been impossible to validate the
STAR protocol for all the antibiotics having an
MEL in muscle matnx (more than 50 antibiolics).
The validation work would be too long, expensive and
laboriouws. Therefore, the mecommendation to use a hst
of representative antibiotics was a very pood compro-
mise and allowed to reduce drastically the scope of the
validation. It has been proposed since the first version
of the Ewropean guideline for the wvalidation of
screening method in 205 w validate wide range tests
only for a list of representative antibiotics. It was
adopted in the final version of the puideline (Anon
X0, The chowce of the representative antibiofics is
nol fixed and 5 dependent on different factors: the
activity patterns of different antibiotics in one family,
the matrix, the use of antibiotics in one specific
country, and the assumed sensitivity of the method
towards some antibiotics. The first step is to conduct a
preliminary swdy that should allow one to deermine
acommon pattern of activity for one family or at least
several substances of the family on a specific class of
bacteria. Therefore, one compound could be chosen
o be representative of the other substances of the
family in terms of the activity profile on hacteria.
Then different antibiotics should be chosen, e.g., for
milk or muscle matrices. In Fact, the antibiotics used
for intra-mammary treatment or for oral uwe could be
different. Therefore, the interest of one antibiotic only
used as an intra-mammary treatment is verv limited for
validation in muscle. Furthermore, if some an linicro-
hals are not wsed or nol registerad in some countries,
there i no interest o validate for this compound if the
methidd 15 intended for national control. Finally, the
selected analvies are dependent of the analvtical
method. Therefore, if the method to validate clearly
badly detect one antimicrobial, it 15 needless w
determine its detection capability because this antibi-
otic would not be included in the scope of the method.

A similar proposition for validating a hst of
representative antibiotics was made by Pikkemaat,
Oostra-van Dijk et al. (2009). After the determination
of the activity profiles of 36 antibiotics for the
NAT-post-screening test for the detection of antibiotic
residues in kidney, the authors sugpested that the
validation could be performed on a list of representa-
tive antibiotics to reduce the scope of validation for
routine field laboratories, for example.

Ome list of representative antibiotic was initially
included as an example in the puideline which was
extracted from the validation of the STAR protocol
in milk (Gaudin et al. 2004). In fact, acivily palterns
were determined [or 66 antimicrobials having an MRL
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in milk. The conclusion was that several antibiotics in
one family could be gathered into one group becanse
they showed similar activity profiles (the same specfic
plate, a similar sensitivity). Each family could be
divided into two or more groups. Finally, one or two
antibiotics per family were chosen because their
activity patfemns were representative of one or fwo
groups of antimicrobials in the same family. Compared
with this list of representative anbbiotics, some
molecules were replaced by others during the valida-
tion study of the STAR protocol for the following
rEAs0 s,

Some antbiotics are only used a8 intea-mammary
treatment (e.g., cefalomum was replaced by ceftiofur
because ceftinfur s widely used in cattle and swine
to treat respiratory diseases, while cefalonium is only
administered intra-mammanly), Moreover, 11 was
determined during the validation of the STAR proto-
col in milk (Gaudin et al. 2004) that the least detected
cephalosporing were cefquinome (MRL=350pgl™")
and cefalexin (MRL=200pel™") Oppositely, the
best detected cephalosporing were cefazolin (Annex I1
for all tissues except milk) and cephapirin (MRL=
50pgl™"). Finally, ceftiofur (MRL= 1000 pe1™") was
better detected than cefguinome, but less detected than
cefazolin. Therefore, we have chosen to validate for
ceftiofur and cefguinome because one was the least
detected antibiotic of the family, with a low MREL
(cefquinome), and the other (ceftiofur) has an inter-
mediary detection with a high MRL. Regarding the
activity profiles on the STAR protocol, it was assumed
that if cefquinome is detected at 2000ugke™" (CCH),
cefazohn and cephapinn would be easily detected .

The antibiotic should be largely used in the country
of implementation of the method (e.g., in France,
sulfametharine replaced sulfathiazole) Moreover,
colistin, which belongs to the polymyxin family, was
replaced by a second macrolide, tylosin, because
macrolides are often wsed for ammal treatment
(cattle, swine, poultry).

During the development of the STAR protocol,
it was already shown that the method had a very poor
sensitivity for some antibiotics {(e.g.. flumequine,
sulfaguanidine, colisin amd spectinomycin), largely
above the respective MRLs. Therefore, dihvdrostrep-
tomycin (DHS) replaced spectinomycin (level of detec-
tion in milk =20,000—40,000 ug 1~ "). During validation
of the STAR protocol in milk (Gandin et al. 2004),
the level of detection of colistin was included between
200 and 2000 tmes its MRL (MRL =50 p1~" in milk
and Iﬁﬂ-pgl"] in muscle). Therefore, the STAR pro-
tocol is not fitted to the detection of colisin or of
Specl nomyein.

Some antibiotics are frequently detected in routine
monitoring of samples: the tetracvclines, particularly
oxyietracycline (OTC). Thus, tetracvcline was replaced
by oxyietracveline and doxveycline was added instead

of flumequine. During the validation of the STAR
protocol in milk, the limits of detection for OT'C and
TTC were both equal to Eﬁl}ugl'1 {Gauwdin et al.
2004y, The detection limits of doxveyline (50 p_gl"]}
and CTC (75 ugl"’} were betier. Therefore, the tetra-
cvcline family was divided into two groups from which
OTC (the least detected) and doxvewcline (the best
detectad ) were chosen as representative compoiinds.
In a similar way, penicillin and cloxacillin were
chogen as the representative compound for the penicillin
family because penicillin G {LDD:Spgl"} was the
best detected penicillin during the validation of the
STAR protocol in milk, and cloxacillin (LOD=
o0 pg "1} was the least detected penicilin (Gaundin
el al. 2004). Moreover, they belong o two groups
of MRL (penicillin G=350pgke™ in muscle and
cloxacillin = 300 pg Ir.g"’}. Similarly, ervihromvein
(LOD=30pgl™") and tilmicosin (LOD=30pgl "}
were the best detected macrolides in milk. On the
contrary, vlosin {LDD:]ﬂGpgl']} was the least
detected and was representative of the group of
spiramydn (LOD=30pgl™") and neospiramycin
(LOD =200 pg1”"). Moreover, they also belongs to
wo goups of MRL (iylosin= 100 pgke™ and
erythromycin =200 pgkg™"). Conceming gquinolones,
enrofloxacin was considered as being representative of
the quinolones family, except flumequine. In fact,
Aumequine is wsually badly detected by many micro-
biologcal methods. When the STAR protocol was
validated i milk, it was observed that enrofloxacin
{LDD:IH.L[_{,I']}, ciprofloxacin {I{I'ugl"}x marbo-
loxacin (30 pgl™") and danofloxacin (15 pgl™") had
the same activity profiles, with similar sensitivities
(Gandin et al. 2004). The guinolone that was badly
detected was  flumequine (=600 pgl™"). During
validation in milk, sulfanilamide, sulfapyridine, sulfa-
doxine, sulfacetamide, and sulfaquanidine were the
least  sensitive  sulphonamides (3.5-20 times the
MRL (MREL =100 pgl"]} and the most sensitive
sulphonamides were sulfaphenazole, sulfathiazole, and
sulfachloropyridazine (MRL). The LODs of sulfa-
dimethoxine (SDMX) ({1.75 times the MRL)} and
sulfamethazine (2.5 times the MRL) were in between.
The choice of sulphonamide was not based on the least
detected compounds because it was too far from the
MRL but was focused on two antibiotics that had
intermediary sensitivities. Moreover, these two sulpho-
narmides are commonly used for ammal treatment.
Concerming the aminoglveosides, gentamicin in milk
was the best detected antibiotic (LOD = 300 pg 1™ "yand
spectinomycin was the least detected aminoglyooside
{Eﬂ,ﬂﬂ]—ﬂ},ﬂﬂd}pgl"]}. The LOD for neomyein,
kanamycin, streptomycin and DHS was 1000 pg 1",
Therefore, DHS is representative of the three other
aminoglyeosides. Lincomycin was detected at 350 pg 1™
and pirlimycin at 100 pgl ™", Therefore, lincomyein was
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the least detected and 18 representative of the detection
of lincosamides.

The specificity of the STAR protocol for the
detection of antimicrobial residues in porcine muscle
was verv sabsfactory. A similar resultl was obtained
by Pikkemaat et al. 2009 when implementing
the STAR protocol on routine monitoring muscle
samples in a comparative siudy. Only 1% of false-
positive results were observed (6/591), on plate Bst,
after the analyses of 591 routing monitoring samples,
when the cut-off was sel at 4mm, which 15 the
recommended cut-off in the STAR protocol for the
plate Bst.

The results were obviously similar to the global
orientation given in the STAR protocol: beta-lactams
and sulphonamides were detected preferentially on
plate Bst, tetracyclines on plate Be6, guinolones on
plate EcE and macrolides on plate KvE. However,
there were [wo exceptions. The aminoglycosides were
detected on plate Bst with the concentrations tested for
the determination of CCA, whereas for lgher con-
centrations than CCA, they were detected on plate Bsg
(=Bs7.2). However, when the validation of the STAR
protocol was performed in malk, BsE was the specific
plate for the detection of aminoglyveosides. Secondly,
tvlosin was detected preferentially on Bst instead of
KvE at this concentration, which had already been
observed during the validation of the STAR protocol
in milk. Therefore, if a positive result 15 reported on
plate Bst the confirmation should be directed onto
beta-lactams, sulphonamides, but also tylosin and
aminog veosides. A comparative study of three micro-
hial screening tests including the STAR protocol
applied t© routine monitorng samples (Pikkemaat,
Rapallimi et al. 2009) has sinularly shown that a
macrolide (tulathromyein) was preferentially detected
on plates Bet and Bst instead of plate KvEB. Therefore,
il no tetracyclines could be confirmed in a positive
sample on plate Bo6, the confirmaton could be
directed wwards tulathromycin. During this compar-
ative study, the STAR protocol was able to detect the
four MRL samples that contained antibiotic concen-
trations higher than their respective MRLs. Three
of them were tetracyvelines, detected preferentially on
plate Bef, and the remaining residue was sulfadiazine
at 172peke™". No information was available for
beta-lactams, macrolides and guinolones because
none of these [Amilies was found in the routine
momtoring samples. The NAT-screening test was
able to detect four samples containing aminoglyoo-
sides, but not the STAR protocol because this method
is not enough sensitive towards the aminoglyveoside
family. Furthermore, the NAT-screening test is applied
to kidney, while the STAR protocol is recommended
for muscle. Moreover, it is well known that aminoglyv-
cosides concentrated in kidney, while wvery low
concentrations could be found in muscle. The muscle
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matrix 15 not a satsfactory matrx for the screemng
of aminoglycosides. The results of this comparative
study are in accordance with our validation data.

The detection capahiliies were determined for
16 antibiotics from different families in relation ©
their respective MRLs. The levels of detection of
beta-lactams (penicilling and cephalosporins = MRL)
were very satisfactory because even the least detectad
compound was detected at or below the MRL.
Concerning  tetracyclines, OTC (the least detected)
could be detected at levels below 2.5 times the MRL
and doxveyeline (the best detected) at the MRL. The
levels of detection of macrolides (2 MRL), guinolones
(=2 MRL) and trimethoprim (2 MRL} were also
satisfactory even for the least detected compound. The
levels of detection of one representative sulphonamide
SDMX (=3 MRL) were slightly higher than in milk,
Finally, the sensitivity of the STAR protocol towards
aminoglveosides and forfenicol was not satisfactory
(=>=MRL). Therefore, interest in plate BsE in the
STAR protocol can be discussed. This plate should be
improved for its sensitivity or should be replaced by
another plate. Other possibility is to use a comple-
mentary method focused on aminoglycosides which
could replace the use of this fifth plate.

The validation of the microbiolopgcal plate test is
also a complex issue because of the solid matrices such
as muscle and kidney. In fadt, the ideal solution would
be to produce incurred samples from animal treatment
for all antibiotics having an MRL in the corresponding
mafrix and to validate all these antibiotics. However,
this 15 extremely time consuming and expensive.
Furthermore, il is really difficult to obtain exactly a
argel concentration afier the treatment of animals.
Therefore, there are different possibilities to implement
the validation of a microbiological plate test.

The first option i$ © use spiked paper discs
determine the sensitivity of the method from anti-
biotic standard solutions (Koenen-Dierick et al. 1995;
Calderon et al. 1996, Currie et al. 1998; Ferrini et al.
A6). The main advantages are that this solution s
less expensive and quicker. The validation could be
implemented for a wide list of antibiotic residuwes.
However, matrix components could affect the detec-
tion capahilities of a method. Okerman, De Wasch
et al. (1998) showed that only tetracyclines and
gquinolones were similarly detected with or without
tissue. However, the detection of beta-lactams was
betier with antibiotic spiked discs without tissue than
with tissues. For some antibiotics, the difference was
only observed at low concentrations. Therefore, the uwse
of antibiotic spiked discs is not totally satisfactory.

The second possibility is Lo use moniloring routine
samples (Okerman, Van Hoof et al. 1998, Pikkemaat,
Rapallini et al. X09; Schoeider et al. 2009). Routine
samples from monitoring plans were analvsed with
different methods including the method tw be validated
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(including one or several physico-chemical confirma-
tory methods). The first disadvantage is that the
number of samples containing residues 5 unknown.
Moreover, very powerful confirmatory methods are
needed to confirm all the samples, preferably even
negative results at the screeming step to check the
false-negative rate of the screening test. Therefore, it is
also costly and time consuming. Finally, only a narrow
range of antibiotics (those which are most frequently
used in the country) is encountered. Schneider et al
(2009} confimrmed the presence of antibiotics in 29
samples, from which 23 belonged o the tetracycline
family. This kind of validation led very Lo inferesting
information about the method, its practicability in
routing conmdifions and some information on its
performance, but the results are limited by the range
of antibiotics and their concentrations.

Sometimes the validation study combined spiked
discs and analyses of incurred materials, resulting from
ammal treatment (Myllviiemi et al. 1999, 2001). In this
case, the authors used the activity patterns of antibiotic
standard solutions tw identify antbiotic residues in
incurred materials. Furthermore, the STAR protocol
was validated in our laboratory using spiked paper
discs, plus analysing field routine samples. The interest
of spiked discs is that many antibiolics at many
concentrations could be tested, but the limitation is
that no matnx effect could be observed. It is inleresting
Lo obtain preliminary data on the evaluation of a new
method and activity profiles of many antibiotics.
But we know that the matrx will affect the detection
capabilities of the method. Therefore, feld samples are
very interesting because they are incurred materials
and the matnx effect could be demonstrated. However,
the limitation is that it is not known in advance how
many positive samples arein the panel of feld samples,
which antibiotics would be detected and at which
concentrations. Moreover, another hmitation is that
a litile vanety of antibiotic residues or families are
usually found, depending on the matrix. Okerman
et al. (2004) used artficially contaminated (spiked
tssue fluid) as well as incurred samples for the
comparative siudy of four screening methods for the
detection of tetracyclines in muscle matrix. This
approach is also mienrssting because the matnx effect
could be observed both with spiked tissue flnd and
incurred fissue.

The third possibility is the use of *simulated tissnes’
as it is proposed in this paper. It seemed o be a pood
compromise between spiked discs and incurred tissues
and the nearest preparation from intact muscles
because the matrix effect can be evaluated. For the
validation of 8 microbial screening assay, Pikkemaat
el al. (H7) used two different approaches to produce
fortified tissues. Firstly, spiked minced was heated and
centrifitped to extract meat juice (supematant) which
was applied directly onto the plate. Secondly, incurred

issues were transformed into powder (using liguid
mtrogen and blending the meat) and meat juice was
extracted. Therefore, it was possible to oblain accurate
concentrations in the samples by mixing incurred and
blank materials. One conclusion was that ‘the sensi-
tivity of the assay for quinolones decreased two Fold
when matrix samples are analysed” by comparison with
antibiotic standard solutions. In these conditions, the
mairix effect was taken into account. Moreover, these
two approaches are fit for this screening test because in
a rontine meat juice samples would also be analvsed.
However, that sample preparation differed a lot from
the routine application of the STAR protocol which is
based on pieces of raw muscle laid directly on the
plates. Therefore, in our case, the ‘smulated tissues
appearsd to be as near as possible from real muscle
samples. The binding of antibiotics to the minced Gssue
is possible dunng spiking Pikkemaat et al. (2009)
validated the NAT-post-screening test for the detection
of antibiotic residues in kidney by determining the
detection capabilities of 36 antibiotics in porcine as
well a8 in homogenized fortified Kidney samples
(Pikkemaat, Oostra-van Dijk et al. 2009). After centri-
fugation, the supernatant was analysed. The same final
treatment was applied to routine moni oring samples.
This is another way of preparing simulated tissues.

Decision EC/2002/657 (European Commission
X02) has no recommendation concerning the kind of
maferials to be analysed (spiked or incurred matrix)
during the walidation. Therefore, all the previous
validation smdies could be in accordance with the
European Decision il the way of determining perfor-
mance characteristics was respected. The most impor-
tant thing 8 o keep a8 close as possible (o the
materials analyvsed in routine wse by the concerned
method. Now the puideline for the validation of
screening methods (Anon 2010} recommends the use
of *simulated tisspes” (spiked tissues) when it concerns
solid matrices and when it is impossible w obtan
incurred tssues. Moreover, the validation could be
restricted o a list of representative antibiotics. The
validation, which was performed in the past on feld
samples, led to very interesting information concarming
the method. However, this kind of validation does not
it in with Decsion EC/2002/657 and with the
recommendations of the validation guideline {Anon
20000, In fact, the number of antibotics tested is
always very restricted. Moreover, the number of
samples 0 be analysed to determine the detection
capabilities of antibiolics is never respected.

As a conclusion, there is no ideal way of validating
microbiologeal plate tests that would not be (ime
and money consuming. Obviously, validation of these
kinds of methods needs a lot of effort from the
laboratory that would validate the protocol for the first
ime (initial validation). In the puideline for the
validation of scresning methods (Anon 2010}, one of
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the recommendations is to reduce the work of vahda-
tion when the method is transferred to another
laboratory which would want to implemeént it in
routing conditions. In fact, the number of samples to
be analysed is reduced. The performance character-
islics {e.g., detection capabilities) determined in the
transfer laboratory have to be compared with those
determined during the initial validation for a selected
range of antibiotics. Then the participation to profi-
ciency testing studies could complete the validation
dossier.

Conchsioms

The two objectives of this vahdation study were
fulfilled. Firstly, the STAR protocol was validated
for muscle by determining performance charactenstics
(specificity, detection capahilities CCA for 16 represen-
tative antimicrobials, applicability, muggedness),
according  tw  European Decision MN02657EC
(European Commission 2002). The STAR protocol is
applicable to the broad-spectrum detection of antibi-
otic residues in muscles of different animal species
(pig, cattle, sheep, poultrv). The method has good
specificity (false-positive rate=4%) The detection
capabilities were determined for 16 antibiotics from
different families in relation to their respective MRLs:
beta-lactams (penicillins and cephalosporins = MRL),
tetracychnes (=MRL and =25 MRL), macrolides
(2 MRL), quinolones (<2 MRL), some sulphonamides
(=3 MRL), and trimethoprim (2 MRL). However, the
sensitivity of the STAR protocol towards aminoglyeo-
sides and florfemcol was not satisfactory (= =>=MRL).
Finally, this smdy has shown that the STAR method is
a robust screening method, insensitive (o reasonahle
variations analytical parameters such as the concen-
tration of bactena, the amount of medium, the
incubation period, and pre-incubation or not.

Secondly, the applicability of the European guide-
line (Anon 2010} to the validation of a microbiological
screening method and for muscle was demonstrated.
The use of ‘simulated tissue’ appeared © be a very
gomd compromise between antibiotic spiked discs and
incurred samples. Moreover, the choice of a list of
represen tative antimicrobials was also very inleresting
to reduce the scope of validation.
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Contexte

Dans I'Union Européenne, aucun meédicament vétérinaire contenant des antibiotiques n’est autorisé
en apiculture. Aucun antibiotique ne posséde de Limite Maximale de Résidu (LMR) dans le miel. Un
document Européen rédigé par les laboratoires de Référence de I'Union Européenne a fixé des
concentrations réglementaires a atteindre au minium pour quelques antibiotigues (CRL Guidance
paper of 7th December 2007) [320]. Les méthodes de dépistage doivent permettre de détecter les
résidus d’antibiotiques au niveau ou en dessous des concentrations réglementaires quand elles
existent ou au niveau le plus bas possible quand il n’'y a pas de concentration réglementaire. Le
dépistage des résidus d’antibiotiques dans le miel est le plus souvent réalis€ au moyen de plusieurs
kits en paralléle (ELISA, tests récepteurs) ou par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
de masse (CL-SM/SM). Ces méthodes sont souvent spécifique d’'un antibiotique ou d’'une famille
(ELISA) et peuvent étre couteuses (CL-SM/SM). Un systéme innovant de biocapteur multiplex appelé
Evidence Investigator® (Randox, Royaume-Uni) permet le dépistage simultané de plusieurs
antibiotiques ou familles d’antibiotiques. Ce systéeme basé sur des biopuces greffées avec des
anticorps utilise la chimiluminescence comme outil de détection, grace a un immunoessai compétitif.
Le kit Multi-array AM Il est capable de détecter 6 familles d’antibiotiques (quinolones, tétracyclines,
tylosine/tilmicosine, streptomycine/dihydrostreptomycine, thiamphénicol/florfénicol et ceftiofur) dans
différentes matrices. Dans cette étude, nous avons utilisé I'approche critéres du guide Européen de

validation des méthodes de dépistage (2010) pour valider le kit AM Il dans le miel.

Méthodologie/Principaux résultats

Dans un premier temps, nous avons réalisé une évaluation des performances du kit. Puis nous avons
réalisé une validation du kit selon la décision Européenne 2002/657/CE et selon le guide Européen de
validation des méthodes de dépistage (2010).

L’évaluation du plus bas niveau détecté a été réalisée sur 6 antibiotiques, les moins sensibles pour
chacune des 6 familles et sur 6 antibiotiques présentant un taux de réactions croisées de 100% (les
mieux détectées). De plus, lors de I'évaluation, plusieurs antibiotiques ont été testés individuellement
et les mémes antibiotiques en mélange, pour voir si des interférences entre les différentes familles
étaient mises en évidence (spots). Ensuite la validation a consisté a déterminer les caractéristiques de
performance (spécificité, capacités de détection CCpB, applicabilité, réactions croisées) et de comparer

ces caractéristiques a des critéres de performance attendus.

195



Figure 50. Protocole expérimental réalisé pour la validation du kit AM Il dans le miel.
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L’étude de la praticabilité a permis de vérifier la facilité d'utilisation associée avec le matériel
nécessaire, les réactifs, les instruments et les conditions environnementales. La spécificité / taux de
faux-positifs ont été déterminés a partir de 60 lots différents de miel blancs (exempt d’antibiotiques)
issus de l'agriculture biologique (commerce) ou des plans de conir6le (2010, 2011) (différentes
origines florales, différentes couleurs, différentes textures, différents niveaux de cristallisation) (Figure
50). Le seuil de positivité T a été calculé a partir des résultats (signal en RLU) des 60 échantillons
blancs (T = moyenne blancs -1.64*écart-type blancs). Les capacités de détection ont été déterminées
pour les 6 antibiotiques les moins sensibles, en analysant 60 échantillons de miel différents
supplémentés a la concentration cible pour chaque antibiotique (sarafloxacine, desfuroyl ceftiofur
cysteine disulfide (DCCD), thiamphénicol, streptomycine, tilmicosine et doxycycline) (Figure 51). La
valeur de cut-off Fm a été calculée a partir des résultats (signal en RLU) des 60 échantillons
supplémentés pour chaque antibiotique (T = moyenne supplémentés -1.64*écart-type supplémentés).
Pour qu’'un essai soit valide, le facteur Fm doit toujours étre inférieur au facteur T. Les réactions
croisées pour les molécules de la méme famille ont été déterminées a partir de 3 échantillons. Chaque
mélange a été préparé a 3 concentrations et chaque concentration a été analysée 3 fois.
L’applicabilité du kit a différents types de miel (monofloral ou multifloral, fleurs différentes, liquide ou
solide, etc), a été étudiée, en déterminant les CCB des antibiotiques a partir de 60 échantillons
différents.

L’évaluation nous a permis de conclure qu’il n’y a pas d’interactions entre les différents spots et qu’on
pouvait donc mélanger 6 antibiotiques de familles différentes. De plus, on a pu choisir la concentration
cible pour déterminer les CC8.

Concernant la praticabilité du test, la préparation de I'échantillon est simple et rapide (simple dilution
du miel dans du tampon). L’'applicabilit¢ du kit AM Il a différents types de miel (monofloral ou
multifloral, origines florales différentes, liquide ou solide, ...) a été prouvée par l'analyse de 60
échantillons négatifs (blancs) et en déterminant les CCP des antibiotiques a partir de 60 échantillons
différents. Toutefois, une restriction doit étre apportée concernant le dépistage des quinolones. En
effet, 4 résultats faux-positifs ont été obtenus pour les quinolones (6.7%), uniquement pour des miels
de chataignier et multifloraux. Ce type de miel pourrait contenir une substance naturelle qui interfére
avec le dépistage des quinolones. Cette substance a probablement une structure proche des
quinolones. Cette hypothése devra étre confirmée lors d'un projet ultérieur. Les capacités de détection
obtenues pour les 6 antibiotiques les moins bien détectés sont les suivantes : la sarafloxacine 150
ug/kg, le DCCD 10 pg/kg, le thiamphénicol 6 pg/kg, la streptomycine 30 pg/kg (concentration
recommandée pour la streptomycine 40 pg/kg), la tilmicosine 10 pg/kg (concentration recommandée
20 pg/kg pour la tylosine et I'érythromycine) et la doxycycline (concentration recommandée pour les
tétracyclines 20 pg/kg). Globalement on a retrouvé des capacités de détection un peu plus élevées
que celles annoncées par le fabricant, sauf pour la doxycycline.
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Figure 51. Distribution des résultats (signaux en RLU) pour les 60 échantillons de miel blancs
et les 60 échantillons supplémentés avec la sarafloxacine et le thiamphénicol (TAF).
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Les réactions croisées calculées (%) sont proches de celles annoncées par le fabricant, mais elles
n‘ont pas été déterminées dans la méme matrice. A partir des réactions croisées, les CCB estimés
des antibiotiques testés ont été calculés a partir des CC des 6 antibiotiques qui ont été validés a
partir des 60 échantillons supplémentés. De plus, les antibiotiques suivants ne sont pas détectés :
céphapirine, céphalonium, florfénicolamine, chloramphénicol, néomycine, bacitracine, paromomycine,
spectinomycine, érythromycine, spiramycine, néospiramycine, gamythromycine. Aucun des
sulfamides n’est détecté par le kit AM II.

La validation a montré que le test permet le dépistage de 7 quinolones au minimum, avec une
capacité de détection de 150 ug/kg pour la sarafloxacine (la moins bien détectée des quinolones). Les
CCPB estimés des tétracyclines et de leurs épimeres sont bien inférieures aux concentrations
recommandées, sauf pour la doxycyline (30 pg/kg), qui présente moins d’intérét dans le miel. De plus,
les CCP estimés ou calculés pour les 4 autres familles d’antibiotiques sont compris entre 6 et 30 ug/kg
pour les antibiotiques d’intérét et inférieurs aux concentrations recommandées quand elles existent.
D’autres méthodes ont été validées auparavant au laboratoire et utilisées pour certaines dans la mise
en place du plan de contréle frangais de 2010 a 2013. Le kit AM Il est plus performant que le test en
bandelettes Tetrasensor® (Unisensor, Belgique) [48] puisqu’il permet de détecter les trois
tétracyclines principales et leurs 4-épiméres, en dessous des concentrations recommandées.
Concernant les macrolides et les aminosides, les performances du kit AM |l étaient similaires a celles
des deux kits ELISA validés et utilisés précédemment, sauf que 'AM Il peut détecter la tilmicosine
[61]. De plus, une d'extraction liquide-liquide était nécessaire pour I'application des deux kits ELISA,
alors qu’une simple dilution du miel est nécessaire avec le kit AM 1.

Deux tests de dépistage microbiologique basés sur linhibition de la croissance de Bacillus
stearothermophilus, auraient pu étre compétitifs avec le kit AM II, en raison de leur large spectre de
détection. Ces méthodes ont aussi été validées au laboratoire [321]. Cependant, le kit Eclipse® 50
(Zeu Inmunotech, Espagne), malgré un taux de faux-positifs de 5 %, présentait des capacités de
détection supérieures aux concentrations recommandées quand elles existent, pour 16 antibiotiques
de 5 familles (tétracyclines, macrolides, sulfamides, pénicillines et lincosamides). L’autre kit, le
Premi®Test (r-Biopharm, Allemagne) a présenté un taux élevé de résultats faux positifs (14%). De
plus, les capacités de détection, inférieures aux concentrations recommandées pour un grand nombre
des antibiotiques d'intérét (tétracyclines, sulfamides et macrolides), étaient cependant supérieures

pour la streptomycine et la dihydrostreptomycine.

Conclusions/Importance

Ce systéme innovant de biocapteur multiplex a pu étre validé suivant I'approche critére par critére
préconisée par la décision européenne 2002/657/CE [13] et selon le guide Européen de validation des
méthodes de dépistage [256]. L'utilisation des valeurs seuils T et Fm pendant la validation, puis en
routine (avec des Contréles Qualité), est tout a fait pertinente pour ce type de méthode

immunologique (comme en ELISA).
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Les résidus d’antibiotiques les plus fréquemment retrouvés dans le miel sont les tétracyclines, les
sulfamides, les macrolides, les quinolones et les aminosides. La validation a permis de démontrer que
ce nouveau systéme et plus particulierement le kit AM |l permet de dépister dans des échantillons de
miel d’origines différentes au moins 22 résidus d’antibiotiques provenant de 6 familles différentes (dont
4 familles d’intérét) en dessous des concentrations réglementaires quand elles existent. Cette
validation a prouvé clairement que cette méthode est tout a fait adaptée pour le contréle du miel en
routine. C’est pourquoi le kit AM Il est a présent utilisé pour réaliser le plan de contr6le miel frangais
en remplacement de 2 tests ELISA et un test récepteur. Les avantages majeurs du kit AM Il sont le
dépistage simultané des six familles d'antibiotiques et I'identification de la famille. La mise en place du
kit AM I, en remplacement de deux kits ELISA et d'un test bandelette, représente en outre une
économie de temps et d’argent, malgré l'investissement nécessaire dans le systéme et le colt des
kits. De plus, un autre kit appelé AM | pour le dépistage de 14 sulfamides et du triméthoprime dans le

miel est appliqué en parallele de ce test pour compléter le spectre de détection.
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The main chemicals used against varpa are acancides, and e antibiotics wsed for the control of bee bacterial discases are
mainly tetracye lines, streptomycins, sulfonamides and chloramphenicol Mo maximuem residee limits {MRLs) have been set
for any antibiotics in honey. Therefore, in the Ewropean Union, minimuem recommended concentrations (RC) for the
analytical performance of methods i confrol a certain set of these non-authorised clemicals in honey were publizhed by the
Ewropean Union Reference Labomaiory (EU-RL) in 2007, Conceming the stratexy for the control for antibiotic residues in
homey, there is sill a great need for a cheap and single multi-residue method. Biochip array tochnology is an inmoy ative
assay technology for the nmilti-analyie screening of biological samples in a rapid and easy--use format. A multi-amay
system, called Evidence Inv estigator™ (Randox, Cramlin, Co., Antrim, UUK), was evaluated in our hboraiory. It is a semi-
automated biochip system designod for rescarch, clinical applications and veterinary use. A competitive chemilminescent
immuncasay is employed for the deiection of antimicrobiak, The MicroAmay I kit (AM ) dedicated to the screening of
six different families of antibiotic residuees was validaied according o the Furopean guideline for the validation of screening
methods for residees of veterinary medicines, The specificity was proven to be very safisfactory, and applicability to
different kinds of homey was demonstrated . The detection capabilities (OO of six antihiotic residues wene determined amd
were below the RCs when exist. The AM 11 kit could deieet at least six quino bones, four tetracyelines and three epimers,
three aminoglyoesdes, throe macrolides, thiamphenicol, florfenicel and ceftiofur along with one of it stabilised metabo-

lites, the desfiroykeeftiofurcysteine disulfide (DOCT).

Keywords: validation; Decision Mo, 2000657/EC; muli-amay; biochip; screening; antibiotic, honey

Introduction

Antimicrobial compounds are used in food production to
treat or prevent ammal diseases. Antihoties potenbally
present in honey, or any other food, are inappropriate,
even presenting risks o hurman health, There is a nsk of
allerpies, even at very low doses in some subjects; thers is
also a risk of causing the selection of resistant strains
amomg human pathogens. Because of these concerns,
many countries have bammed or restrcted the wse of anti-
microbial compounds in food-producing animals and have
estblished MRELs for antimicrobial residues in food.

The major bee dismses for which antibiotics are indi-
cated are Amencan and Eumpean foulbmod infection,
both dus to bactenia, and Nosema disease, the latter consed
by a pmtozoan. The antibiotics are mixed with the food of
bees to fight agminst diseases such as foul brood infection.
Bee pmducts @n be contaminated from different sources
(Bogdanov  2006). The muain contiminants onginating
from beskeeping are acaricides and antibiotics used for
the control of bes bmod diseases, mainly tetmeyclines,
streptomyein, sulfonamides and chloramphemool. On the
Italian market, for example, mmong the most analysed
substances used, sulfonamides are the first, followed by

tetracycling, streptomycin, tylosin and chloramphenicol
(Bagmo ot al. 2008). No market authorisation cm be
issued unless an MEL has been established previously.
But given the high cost of necessary scientific studies to
establish the MBL files, only the most important species
called “major” were studied. Thus, for bees, minor species
by excellence, no antibiotic could be subjected to an
authorisation. European Union rules on setting MELs for
pharmacologically adive substances have been updated by
Regulation (EC) Moo 47002009 (Eurmopean Commission
2009y, For the first time, the megulation introduced a
mechanism for the extrapolation of MRLs from one spe-
cies/food matrix to another.

In the Eumpean Union, no veterinary medicinal pro-
duct containmg anbibiotics = permitted in bethesping. In
fact, mo antihiotic ever has an MEL in honey. For now,
each member states adopts a different position on this
issue. In the European Union, a technical gide was pub-
lished by the Ewopean Union Reference Labomtories
(EURLs) (CRL Gudance Paper of Tth December 2007).
The purpose of this technical puide is to improve and
harmonise the performance of analytical methods for sub-
stances for which MRLs have not been sat. These

*Cormesponding author. Email: valeric gawdin@anses fr
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substances without MELs include those partially or totally
banned from use in food-producing animals. It should be
noted that this docunent should serve as a technical
puideline recommended levels) for methods of mesidoe
amalysis. The levels meommended in this document, how-
ever, have no real legal basis. The recommended concen-
tmtions (RCs) are 40 pg k.g_] for streptomycin, 20 pg k_g_]
for macrolides (tylosin and ervthmmyven), 50 pg kg_] for
sulphoramides, and 20 pp kg™ for tetracyclines,
Thersfore, a soeening method for mtbiotic residues in
boney should detect antbobe residues at least at these
levels and even lower. The evalustion and validation hers-
after will determine if the AM T kit can deteat the con-
cemed substances that are n the scope of the kot a or
levaver than the RCs.

There ars very few methods to detect antibiobc resi-
dues in honey. In peneral, there are specific tests of an
antihiotic or a family of mtbiotics (generic test). These
are ELIS A kits {tylosin, streptomycinDHS, sulfonamides)
or receptor tests (strips Tetmsensor™ or Sulfasensor™
(Unisensor, Liépge, Belgium)), The Cham I kit for
honey, a test based on micmobial receptor and mdiolabel-
ling developed by Charm Sciences Co. (Lawrence, MA,
USA), allows a relatively quick analysis of streptomyein
and dihydmstreptomycin (DHS) (Salter 2003). There are
also micmobiological tests (ampoule or microplate) based
o the whibition of bactenal growth of Bacillus stear-
othermophilus (ie. Premi™ Test (r-Biophamm, Dammstadt,
Germany), Eclipse® 50 (Zeu Imunotech, Zarapoza,
Spam)) tha have a wide spectrum as compared with
immunological methods. However, microbiological tests
penemlly have a pood sensitivity to beta-lactams, but
poorer smsitivity to tetmeyclines, macrolides, sulfona-
mides and especially poor detection of aminoglycosides
and quinolones. Therefore, there 15 a great need for broad
spectrum. analytical methods and good semsitivity dedi-
cated to the screening of antibiotic residues in honey
samples. A bisemsor method based on surfice plasmon
msonance (SPR) named “Biacor™" (GE Healthcare
Europe GmbH, Velizy-Villacoublay, France) was devel-
oped and vahdated for the detection of streptomycin and
DHS in homey (Ferpuson et al. 200Z). Simple dilution was
apphied to honey samples. The LOD in honey was esti-
muated at 15 pg kg_]. Similarly, a biosensor method was
developed and validated for the screening of tylosin in
boney (Caldow et al. 2008). The detection capability ws
estimated at 2.5 pg kyg™'. Moreover, HPLC methods have
been developed and validated for the screening of anti-
botes m honey (Kochansky 2006). Confirmatory MS-
based methods have also bem developed md validated
(Kaufrmann et al. 2003; Granja et al. 2009, even mulb-
restdue methods (Vidal et al. 2009,

A multiplex approach should be suitable to detect
simultansously  seveml fumilies of antbiotics. The
Evidence [nvestigntor™  Biochip Armay  Technology

(Randox, Crumhin, Co., Antrim, UK) is used to perform
simultaneouws quantitative detection of multiple analytes
from a single sample (Fitzgerald ot o 2005 Molloy
et al. 2005; McAleer et al. 2006). The core technology is
a biochip, a solid substrate containing an array of discrete
test regions of mmaobihised anttbodies specific to different
antimicrobials. A competiive chemiluminescent immu-
noassay is emploved The Evidence™ Investigator system
i5 & biochip, semi-automated, designed for research, clin-
ical, forensic and veterinary applications. Until now, to our
kmowledze, only one article has been published in the field
of antibiotic mesidues concerning the detection of four
mitrofuran metabolites in honey with an Evidence™ sys-
tem (O'Mahomy et al. 2001).

The MicroArmy [T (AM 1) kit can detect six fami lies
of antihiotics: tetmeyclines, guinolones, some macrolides,
some aminoglycosides, thiamphenicol and florfenicol, and
cefiofur and its metabolite,

The objective was to evaluate the performance of an
imovative system called Evidence™ hvestiptor for the
detection of antibiobc mesidues n honey, At fimst an eva-
luatiom of the performance of the mcroaray kit TT{AM [T)
in honey was realised to check the detection limits pro-
vided by the supplier. This kit was then validated accord-
ing to Eumpean Decision No. CE2002/657 (Eumpean
Commission 2002) and according to the European guide-
ling for the validation of screening methods for the resi-
dues of veterimary medicines (CRL 2010). This guideline
was written by the EURLs involved in the screening and
confirmation of veermary medicines 0 food of ammal
arigin md by DGSANCO (Ewropean Union Directorate
Creneral for Health and Consumers). The objectve was to
help national reference laboratores to perform the valida-
tiom of screeming methods for veterinary  medicines
according to Deasion No. EC2002/657, which was lack-
ing detsilal mfyrmation conceming the screening meth-
ods, It was published in January 2010 on the DGSANCO
wiehsite (hitp:/ /e eumopasw/food food chemicalsafety/
msidneslab malysis en.him).

Materials and methods

Chemicals and standard solutions

Chlortetracycline (CTC), oxytetracycline (OTC), tetmey-
clme (TTC), tylosin, tihmicosine, spimmyein, sulBdiarne,
sulfuhmethoxne, sulBmetharine, sulfamethole, sulfnilk-
mide, sulfathnzok, steptomycin, DHS, pmtumicing, par-
amomyan, spechnomyein, sarafloxacme, ciproffoxacine,
enrofloxacine, ooolinic acid, dmofloxacine, cefofur, cefe
lomium, cephapinn, ceficetnl, cefamoling flodanicol and
thiamphericol wers all from  Sigma-Aldrch  (Saint-
Cuentin-Fallavier, Frince). Marbofloxacne, doxvevchne,
erythromyein, cefquinome and baciracine weae from
Cluzau Info Labo (Samte-Foy la Gmnde, France)
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Morfloxaane wis supphed by D Ehrenstorfer { Augshung,
Crrmany). Meospiramyein was supplied by Wako (Neuss,
Germany). Gamycthromyein was  supplied by Merial
(Toulouse, France). Bpimers of CTC, TTC and OTC were
supplied by ACROS Omnmnics (Ged, Belgium)
Desimycosin was prepared according to a published proto-
col (Adams et al 2007). Tvlosin A in acidic solution is
hydrolysed ovemight at 50°C to produce desmycosin

Muatrices

Samples of honey were selected to obtain a represmtative
group of varying degress of colour and gensral physical
appeamnee (liguid, creamed and erystalling). Sixty differ-
ent honeypots wen: wsed which were fom 14 different
floral origins: msemary, heather, forest, acacia, chestot,
thododendron, rape, orange tree, sunflower, scrubland,
lime tres, garrigue, mountain and muoltifioral. These hon-
ey have different peographical ongins from France, Taly
and Sicily, and Spain.

Freparation of standurd solutions

Stock standand solutions of each antibiotic were prepansd
at a concentration of | mg ml™ in methanol. An inter
mediate standard solution containing 10 pg ml™" in water
was prepared fom the individual stock standards. This
intermediate standard solution was further diluted to pre-
pare working solubons of each compound. Spiked sam-
ples were prepared at different concentrations by fortifying
1.0 £ 0.1 g of blank honey with 100 pl of the working
s0lution.

Evidence Investigator™ system

Mudti-array biochip technology

The core technology of the Evidence™ Investigator sysiem
iz 1 hiochip, a solid substmte containing @ aray of discrete
test regions of immobilised antibodies specific to differant
antimicrobials. A competitve  chemilummeseent  mmu-
moassay s employed ereased levels of antimicrobial in
a sample will lead to decreased binding of antimicrobial
labelled with horsemdish peroxidase (HRPF) and thus a
decrease in the chemiluminsscence signal emitted  (in
RLU — relative light wnit). This term is used bemuse
lummometers tepically do not vield a meassurement divectly
in units of photons. This is becmse some [uminometers
measure the curment output by the photomultipher tabe,
which camnot be translated into photons. Additionally, a
calibmtion fctor is typically used to normalise the responss
of the instrument to a calibrabed light standand. The light
signal genemted from each of the test regions on the bis-
chip is detected wsing state-of-the-art digital imaging tech-
nology and compared with that from a stored calibmtion
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curve, The concentrabion of analvte present m the sample s
then calculated from the calibmtion curve.

Microdrray IT kit {AM )

The Esvidence Investigator™ Aot Microbial Army 1 is a
commercially available kit that will quantitatively test for
quinolones, ceftiofur, thismphenicol, streptomycin, tylosin
and tetmeychines, simultaneously. Each kat meludes six
camiers, ning points of calibration, buffes required to
reconstitute and other reagents (conjugnte, chemilumines-
cent solution). Each carner s composed of nine micro-
arrays (1 =1 cm). S0 with a kit, one calibmtion camrier and
five camriers of samples (45 samples) could be analysed. A
camier cm be divided o three * three biochips, so a
mumber of samples multiplied by three will be analysed.

Honev procedure for sample preparation

A total of 1 g of honey sample is weighted out. Then
19 ml of diluted wash buffer warmed to 37°C are added.
The tubes are placed on a mller for 10 min or wmtil
dissolved. The sample s now meady for application to
the biochip.

Evaluation of the kit

The objectives of the evaluation are, firstly, to chedk the
detection limits ammounced by the manuficturer and, sec-
ondly, to select the tarpet concentrations that will be tested
later on during the validation to determine the detection
capabilites (CCR) of the antibiotics of mierest (see the
validation protocol). During our evaluation it was not
mequired to analvse a calibration curve for each test day.
A calibmtion curve was analysed at the begnning of the
validation. This calibration was used o analyse the guan-
titative results of the tested samples. In fact the data
amalvses wene focused on the signal m RLU not in the
calculated concentration in pph.

Different batches of blank honey without antibiotic
msiduss were analvsed. Most honey samples were pre-
viously analysed by immunoassay (ELISA test and recep-
tor test) and wers detected to be neative. However, when
the presence of mbbiotics was suspected following the
analyses with Evidence ™ gystem, a confirmatory analvsis
ws implemented by LC-MS/MS.

Becanse of the specificity of each spot for a family of
antibiotics (Multiplex system), it is possible to spike sam-
ples with antibiobie mixtures, providing a mix of up to six
antibiotics (six different families).

The evalwmtion of sensiivities was fooused on six
antibiotics that showed 100% cross-reaction with the anti-
body and n six antibiotics that showed a mnimum per-
centage of crmossreaction and six antibiotics with the
lowarest eross-reactions. The tesied antibiotics and their
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Tablke 1. Antibiotics and related concentrations i be ested at the evaluation step.

First series Morfloxacine Ceftiofur Florfenicol DHS Tylosin OTC
Claimed LOD {pg ke™) 5 3 | 4.5 2 I8
Concentration 1 {pg kg™ ) 5 k| 1 5 2 15
Concentration 2 {pg kg ) [i] ] 2 10 4 X
Seoond series Saraflocacine DD Thiam Strepto Tilmico Doy
Caimed LOD (pg kg™ 23 - 2 f 5.5 9
Concentration | {pg kg™ ) 10 100 2 1] 5 nad.
Concentration 2 {pg kg™') 150 1000 4 L 1]

Haote: DHE, dilydrograpiomyan; OTC, oxyetmcycine; DOCD, desfmoylefiofr cyseine disulfide; Thism, fuampheman]; Strepin, streplomycn;

Tilmica, tlmicosing Duxy, doxyoycline; LOD, hmil of detection.

melated concentrations are presented in Table 1. Idelly, the
chosen concentrations should be lower than the RC (CRL
Crudance Paper of 7th December 2007) when it exist. The
choice of concentrations was performed according to the
supplier data in the kit booklet (mnounced detection hm-
its) and according to the RCs when they exist.

Dauring 2 days, four blank samples (four batches of
honey), the same four samples spiked at concentmtion |
with the first series of antibiotics and the same four sam-
ples spiked at concentration 2 with the same antibiotics
wene amalyssd. The same protocol was then repeated with
the second series of antibiotics. In parallel, each antibiotic
was tested mdividually to assess whether or not there 15
interference between spots.

Remnding cephalosporing, the kit is deemed to detect
by cefofur, No tests have been done to date on the major
metabobite of interest: desfurov] ceftiofur, Desfurov] ceftofur
15 very unstable; it s impossible o obtain it By consegquence,
DCCD (desfuroyl ceftinfur cysteine disulfide), which is a
cysteine comugated metabolite of ceffiofur, will be tested
Two concentratioms will be tested mially and addibonal
teting may be required depending on the initial results.

The average value of the signal (in RLU) of the four
blank samples is then caleulated, as well as the SD of the
sigmal of the four blank samples. Similarly, the avempge
signal and 5D of the four spiked samples at concentrations
1 and 2 1= calculated for exch tested antibiotic. Fimally, the
positvity threshold T is calculated as follows from the
blank samples:

T = avemge RLU signal of blank — 1.64
+ SDRLU signal of blank

Muoreover, the cut-off value Fm 15 calculated as follows
from the spiked samples:

Fm = averape RLI sigrol of spiked 4 164
+ SDRLL signal spiked

At the end of the evaluation step, the trpet concentm-
tiom i selected for the determination of detection

capahilities (CCR) during the validation (see the validation
prowcol). The chosen coneentmtion (concentration | or 2)
is valid if and only if the cut-off value Fm is below the
positivity threshold T2 Chtherwise, it is necessary to increase
the concentmtion of mitbiotics in the validation step.

In addition, if blank honey is detected 1o be positive
during the two series, this sample will be confirmed by
LC-MS/MS.

Validation protocol

After the evahmtion step, one lat for each family was
selected and validated according to the European guide-
ling for the validation of screening methods for the resi-
dues of veterinary medicines (CRL 2010), which is based
on the criteria of Eumpean Decision No. 2002/657/EC
(European Commission 2002}, The pedformance chame-
teristics to be determined wers the same: practicability,
applicability (honeys from different sources), specificity,
detection capabilities (CCR), mppedness and stability. The
analyses were blindly performed by a technician (mndom
mumbers were given to the samples).

Practicahilite

The aim of the practicability study was to chede whether
ar not the methodology is appropriate for routing analysis,
It 15 not a separate study, which would need complemen-
tary analvsis. Dunng the evaluation and validation, prac-
ticability was considered by the analysts as the ease of use
of the method m mutine conditons. So newssary equip-
ment (specific or wsual equipments in oa  laboratory),
meagents (meady4o-use or not), instuments (specific or
wsual instruments na laboratory) and environmental con-
ditions large or namow temperature intervals to implement
the kit are noticed.

Specificity, falveparitive rate
Sixty different lots of blank honey (antibiotic free) from
organic apiculture (tmde) or contml plans should be
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analysed (different floral orgims, different colours, differ-
ent textures, differemt  leveds of crvstallisation) (cf.
Appheability). As in the evaluation step, if the presence
of antibiotic residues following the analyses with the
Evidence™ system was suspected, a confimatory analysis
by LC-MSMS was asked for.

Detection capability {CCHI

Detection capabilities were determined for six antibiotios
(the least sensitive antibiotics in each detected Bimily) (ef.
Tahle 3).

In the European guideline for the validation of screm-
ing method for the residues of vetennary medicines (CRL
2000, it is recommended that the number of samples
needed for each substnce for the validatiom (samples
spiked at a tarpet concentmtion or natrally incurred)
depends on the depree of statistical confidence reguired
in the result, and the relationship between target concen-
trution and detection limit prescribed. If the target concen-
tration 15 set at half the RC (% MRL), the occumrence of
one or no false-comphant result affer the analysis of 20
control samples 15 sufficient to demonstrate that the detec-
tiom capability is less or equal to the RC (MRL) and less
than or egqual to '3 MRL. If the target concentration is
between 50% and 90% of the prescribed Limit, at least 40
positive control samples (with two or less than two false-
complimnt results) will be sufficient to demonstrate that the
CCR is below the RC. If the screening test sensitivity is
such that the tarpet concentration is cose to the RC (105
below the RC), a higher number of samples have to be
anmalysed. A maximum of 60 repetiions (with thres or less
than thres false-compliant results) is megquired o demon-
strate that the detection capahility is less than or equal to
the MRL. These studies can be indertaken by sequential
steps, namely that the fimst 20 fortified samples ane tested,
and if more than one sample 15 declared negative, valida-
tiom may be ahandoned at this point or the target concen-
tmtion should be increased and the validation exemcise
repeated,

The targst concentmtion was determined dunng the
preliminary tests of evaluation. The sensitivities of each
antibiotic with different mnges of concentration were
assessed The chosen concentration for validation is then
the concentration that gave 951000 of positive results
during the evaluation step. In the @se of honey, there are
no MELs for antibiotic residues, but the recommendations
of th: EURL AFSSA-Fougaes LERMVD (CRL
Cudanee Paper of Tth December 2007). Thersfore, the
mumber of samples to be analysed will be determined
ascording to the recommended limits mstead of the
MEL. A maximum of &) samples (blank and spiked)
will be analysed to determine CCR and specificity.

A statistical approach that takes mto account the § emor
of 5% was then chosen as it is rscommended in European
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Dedsion No. EC2Z002657 (Europem Commission 2002).
The positivity threshold T and the cot-off value Fm owere
calculaied a5 meommended in the gudebne. Positivity
threshold T and cut-off fictor Fm are matrix-specific:

T =B _ 1.64 x SDy
Fm= M 4+ 1.64 x SD

where B 15 the mean and 5Dy is the standard deviation of
the signal (RLIT) of the blnk samples; and M is the mean
and 5D is the standard deviation of the signal (RLLU) of
the spiked samples.

The first basic principle is that the assay is considensd
valid only if 7> Fm. If Fm > T, it means that the spiked
concentmtion 15 too low because the lat was not able to
disciminate betwemn blank and spiked samples, regarding
the dispemion (5D of the msults of blank and spiked
samples. On the contrary, when T > Fm, the kit can
disciminate between blank and spiked samples.

As g second basic principle, Tor Fm will be chosen as
the cut-off level to conclude on unknown samples if the
result is negative or positive. When the response in RLTU
of an unknown sample is higher than the cut-of T level, the
sample is declarsd a negative sample. On the contrary,
when the response in BLU of m unknown sample is lower
than the cut-off level, the sample is declared a positive
sample. The number of spiked samples with a mean signal
(RLU) below the cut-off level will be identified (2 positive
result). If more than 5% of the spiked samples st the
scTeming target concentration gave a signal (RL1) higher
than the cut-off level (a false-nemtive result), this concen-
tration chosen for the spiking study should be too low for
validation (the true CCR is higher than this concentmtion).

The detection capability CCR of the method will be
equal to the spiling level (screening target concentration)
if fewer than 5% of flse-negtive results (Le. thres or
fewer falsenegative results out of 60 spiked samples) are
obtmned at this concentmtion after the analysis of 60
spiked samples. The CCR should be lower than or equal
to the regulatoryaction limit.

Applicability

Samples of honey wene selected to obtain a epresentative
group of varving degrees of colour and peneml physical
appearnce {liquid, creamed and crystalling). Sixty differ-
ent honeypots were used: msemary, heather, forest, acacia,
chestmt, rhododendron, forest, mpe, omnge tree, sun-
flower, scrubland, lime tree, gardges, momtain and multi-
floral. These honeys have differsnt geographical ongins
from Fmnce, Mtaly and Sicily, and Spain. The CCJ of 12
antibiotics were determined from at least 60 different
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Cross-reactions

Cross-reactivity (CR) for molecules of the same family are
determined from a reduced number of samples. Six mix-
tures of six antibiotics from the six detected families wers
prepared (of. Table 5). Exch mixture is prepared at three
concentrations and exch concentration 15 analvsed thres
times. Reganding cophalesporins, the kit is deemed to
detect only ceftiofur. During the evaluation phase, tests
aee performed on the conjugate metabolite DOCT.
Depending on the resulis, the CCR of ceftiofur or its
metabaolite is determined. That for which the OCR has
not bem determined is tested for cross-readions. Among
the antibiotics tested, some families such as sulfonamides
should not be detected by this kat, which will be checked.
Six sulfonamides were chosen o be tested at concentr-
tons of 100, 1000 and 10 000 pg k_g_'1: sulfimethmrine,
sulfudimathoxine, sulfdiazme, sulfithiarol, sulfam lamide

and sulfimethizole,

Stabilite
The stability of analytes in solution and in the matrix are
determined through a literature review.

Results and discussion

Evaluarion

The evaluation of sensitivities focused on six andhiotics
that are 100%: cross-reaction and six antibiotics that have a
minimum percentage of cmossreaction. Before several
antibiotics were individually tested, the same antbiotic
mixture was tested to ses ifthere was interference between
channels.

Marisbility of guantitative mesults was observed (in
terms of concentmbion)} in samples spikad with several
antibiotics (8D = 5-35%). The spiked samples with a
single antibiotic wene not repeated. When comparing the
quantitative results (concentration) of samples spiked with
1 single antibiotic (individual) and the results for the same
antibiotic mixed with other antbiotics (that are “knoswn™
detected 1 other spots than the spot of this antbishc),
there is no sigificative difference in the caleolated

Table 2. Concentrations chosen for the validation,

concentrations. So it seems that mixing seveml antibiotics
had no mmpact on the quantitative results, The molecule
for which the greatest varisbility was observed was nor-
floxacin {35%). This is the molecule for which the greatest
difference between the concentration of the mixtre and
the conceniration of the antibiobic done was observed.

Ag g conclusion from this evaluation thers was no
interference between the different anibiotics detected (dif-
ferent spots). Therefore, several antibiotics could be mixed
in the same sample to detemmine CCf and thus the number
of samples to be analysed and the number of kits is
reduced.

The chosen concentration is valid if and only if Fm <
T, Otherwise, it 18 necessary (o increase the concentration
of antibiotics mn the validation step. The choice of concen-
trattons for validation is presented n Table 2.

Oovtetracveline was detected at 10 {at this concentm-
tiom, Twas already higher than Fm, but quantitative values
were very close) and 15 ppkp™; DHS was not detected at
either 5 or 10 pg kg™ ceftiofur was not detected at either
Joré pe k._g_1; tvlosin was detected at 4 pg kg_1; farke-
nicol was not detected at either 1 or 2 pp kg™ and
norflocacin was detected at 10 pg k_g_]. Themrfore, the
chosen tarpet concentrabions for ceftofur, Aorfenicol and
dihydrostreptomycin were too low. The detection capabil-
ity CCf is higher than 6 pg ke™! for ceftiofur (the highest
tested concantratum for ceftiofur m the evalwbon part),
higher than 2 pg kg™' for florfenicol, md higher than
i pg k_g_] for dihydrostreptomycin because, at these
concentmbons, T < Fm. These three antbiobes wene not
icluded i the determinaton of detection cpabiliies,
Therefore it is only an estimation of the paformance of
the kit at this level of the evalution study. The concentr-
tions of sarafloxacin have to be increased compared with
the announced LOD (B3 pg kgf‘} because it was nol
detected at 100 pg kg™ On the contrary for DOCD,
concentmtions were decreased Sarafloxacin was daected
at 150 pg kj;q;D('CD was detected at 10 pg k_g_]; thiam-
phenicol was detected at 6 pg kp™'; streptomyein was
detected at 30 pg ke™' tlmicosin was detected  at
0 pp k_g_] (dose); erythromyein was not detected ai
2 pp ]-:g_1; and doxyeyelin was detected at 40 and
0 pg kg

Maorfloxacin Ceflinfur Florfenicol DHS Tylosin OTC
Claimed LOD {pph) 5 | 4.5 2 18
Concentration for validation {pph) 10 =>2 =10 4 15

Sarafloacin DCCD Thiam Strepito Tilmico Daoocy
Claimed LOD {pph) B3 2 R 55 39
Concentration for validation {ppb) 150 6 in 10 an

Notke: DHE, dihywdnstreptamycne; OTC, axytetacycline; Thiam, thiampheniool; Strepin, streplomycm; Tilmion, tilmicosing Doxy, doxycycline; LOD,

tmit of detection.
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During the evaluation step, one honey sample was
detected posibive for tylosin andlor streptomyen ({ for
streptomyein there were inconsistent results). &t was con-
firmed by implementing ELTSA for steptomycin mnd for
tvlosin. Tt was found negative by ELISA for streptomyein
= 20 pg kg™! equivalent streptomycin). However, it was
detected positive by ELISA for tylosin (e = 20 pg k.gf‘
equivalent tylosin. This sample could not be confirmed
by LC/MS-MS.

Validation part
FPracticahility
The amownt of reagents provided s comfortable. The
implementation is essy with a single dilution of the sample
of honey by 1/20th in a buffer. The software is simple in
its fundumality. The data fFom the disk provided in the
box have to be inserted and loaded when a new hatch
mumber i5 wsed,

During validation, it was decided always to work with
fresh conjugate, not with fmzen comugate because the
hackground noise was very high with fromen conjugzate.

Specificity and false-positive rate

The specificity of the ELIS A kit was determined after the
amalysis of 60 blank samples of honey from different
origing. Afler 3 days of validstion, day 3 was a problem
because a lot of background noise was observed with the
blank samples for the screening of streptomycin, Thres of
these samples were analvsed by ELISA for streptomyein
to detect any presence of streptomycin or DHS. The resalt
wis negative for streptomyanDHS, while the CCR of
streptomycin in ELISA is 20 pg kg_] (10 pg kg™ for
the DHS). In addition, the backprmound noise increased
sigmificantly for all antibiotics. Therefore the results were
not consistent, All the results were not valid when cumu-
lating the msults of the 3 days of validation (Fm = T It
wis suspected that the frozen conjugate could case this
problem. Themsfore, on day 4 fresh and frozen conjugates
wen: compared. After some further testing, the conclusion
wias that the roomstiuted frozen comugate was the cause
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of a lot of backgmound noise (although the prepamtion was
made only 11 days before amalysis) and not the freshly
meconstituted conjugate. So from day 4 a newly and fresh
meconstituted conjugate was always wsed A waming was
added to the practicability evahwtion. Following the ana-
Iysis of these 60 blank samples on six different days, the
value of T (positivity threshold) was determined for aach
fimily of antibiotics jof. Table 3).

Taking T as the cut-off value, the test will be more
sensitive (bemuse of fewer false-negative results), but the
increase of the false rate will lead to expensive comfirma-
tory analyses for which the final result would be 2 com-
pliant sample, The choice of Fm as the cut-off level 15 a
compromiss between detecton capabilibies, low enough to
meach the respective RC md a reasomable false-positive
rate. Therefore, Fm was chosen as the cut-off valus o
comclude on the positivity of a sample.

Four false-positive results were obtained for quinolones
(6.7%0), one flse-positive (1.7%) for tetmeycliness, ons
false-positive (1.7%) for aminoglycosides and no false-
negative positive for the three other famiies antibiotics.
Three of the four positive samplss for quinolones (bwo
chestnut honeys and one multifioral honey) (concentrations
were estimated by the Evidence™ system at about 30 py
kg']. while hackgronmd noise was about 1 pg k_g"]} wens
confirmed by a mulb-residue method (LC-MSMS) for
quinolonzs. The honeys were confirmed to be complimt
for quinolones, However, there is the presence of a pesk
(Tr = 4.20 min) on the mgor trmsition of flumegune and!
or oxolinic acid with a molar mass of the parent ion at
%32 g mal™ and a molar mass of son ion at 244 Hmul_].
The retntiom tmes of flumequmne and oxolinic acid ane
9.42 and 7.5% min respectively. It would be interesting to
ask for a nom-targeted analysis on the Orbirap to identify
the interfering molescule [t is suspectsd that some honeys
(chestrut and multfloral) contun a natuml substance that
interferes with the detection of quinokomes. This 15 prohably
a substmce that his a stucture close o quinolones. This
hypothesis should be confirmed in a subsequent project.

The presence of tetmeveline was suspected in one sam-
ple (multiffoml honey) (32 pg kg™' of equivalent tetracy-
cling). It was detected negative with the Tetrasensor™
(Unisersor) (Gandim, Rault et al. 2013). Then it was

Table 3. MNumber of false-positive and false-negative resulis depending on the choice of the threshold vahse Tor cuwi-off factor Fm as
cut=off level
Sama DCCD Thiam Streptomycin Tilmicosin Doy eycline
Tin=060 1210 3IR4 GIE3 5438 18 753 6E22
Cut-0ff =T {r= 60) 6 fake-positive | false-positive 3 false-positive 2 falsepostive 3 falsepositive 3 fake-positive
0 fake-negative 0 false-negative 0 false-negative 0 falsenegative 0 false-negative | fake-negative
Fm {n = 0} 1040 1817 4829 4445 11 315 5427
Cut-off = Fm {r = 60) 4 fake-positive 0 false-posiive 0 false-positive | falsepositive 0 falsepositive | fake-positive
0 fake-negative 2 false-megative | false-negative | falsemegative 3 falsenegative 2 fake-negative

Naode: Sara, sarsflooescine; DOCD, desfuroy leeftiofur cysteme disulfide; Thiam, thismphenical.
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comfimmed by LC-MSMS and the sample was found to be
comphiant for tetracyclines. The presence of tetmeyeline
wir also suspected in sample 1IFOO03024  (sunflower
honey) (= 70 pg kg_] of equivalent tetracyclme). It was
amalysed with Tetrasensor™ and was also fnnd to be posi-
tve with this meceptor test. |t was then confirmed by LC-
MSME and it was declared non-compliant for tetmeyclines
{quantification 488 pp kg_] tetracyching and 3904 pg kg!
epitetmeycline).

Detection capahilities {COCH)

Twelve antibiotics were evalmted (o series) (Table 2).
How ever, the detection capabiliies OCR were determined
for six antibiotics only — the least sensitive anttbiotics (but
still detected) m each famuly — with &0 different batches of
honey (cf Table 4). The distribution of the results in RLLT
for the 60 negative samples and the 60 samples spiked
with the six validated antibiotics are presented in Figure 1.

The detection capabilities CC were determined for
six antibiotics — the least semsitive antibiotics (but stll
detected) in esch family — with 60 different batches of
honey. This figure represents the distribution of the signal
in RLLU after the malyses of 60 blank samples of honey
from different orgins and the analyses of the same 60
samples fortified at different concentrations of antihiotics.
Figure la presents the results of samfloxacin  at
150 pg kg™"; Figure 1b DOCD at 10 pg kg™'; Figum Ic
thiamphenicol at 6 pg kg™ Figure 1d streptomycin at
M opg kg Figure le tilmioosin at 10 pg kg™': and
Figure 1f doxyeveline at X0 pg kg_].

The following Tahle 4 shows the detection capabil-
ities CCH for the six validated antibiotics. The letter C
means that the mesult s compliant, e Fm s much
lower than T and thus the valudated concentration is
equal to CCR. In fact, no more than 5% of Gilse-
negative results (three out of 60 spiked samples) were
obtained for the six tested antibiotics, which are amomg
the least detected antibiotics in each family.

Table 4. Summary of the results

Gilobally the detection capabilities were a little higher
than those announced by Randox, except for doxyeyeline.
For substances having a RC (streptommyein, tilmicosin and
doxyeyeling), the detection capabiliies wene lower than
the RC. The resulis were very sabisfictory because the
validated antibiotics were the least detected antibiotics in
the Gmily, It means that the other detected antbiotics in
the Bumily (dihydrostreptomyen, tylesim, tetracycline,
OTC, CTC and the three epimers) are much better
detected and by consequence lower than the RC.

Crogs-reactions

Cross reactions were analysed in terms of caleulated con-
centration and not in the RLU signal because we wanted
to determine the guantitative relationship between the
antibiotic at 100% of CR and the antibiotic that potentially
cross-reacts. The results of CRs in each family are sum-
mmuarised in Table 5.

The calculated cross-mactivites (CR%) were very
close to those reported by Randox. The following antibin-
tics wers not detected: cephapinn, cephalonium, florfeni-
col-amime, CAP, neomycm, badtmem, pammomyan,
spectinomycin, aythromycin, spiramycin, neospiramycin
and gamythmomyein, On the contrary, cefquinome (12%
CR), pentamicin (14.6% CR) and desmycosin (24 4% CR)
were detectsd. The determination of CR with this kit with
desmycosin was of great interest becanse it was demon-
strated that honey destined for human consumption should
be malysed for both tylosin A and desmycosin (tylosin B)
mther than the parent antibiotic alone (Thompson et al.
2007). None of the sulformmides was datected by the AM
I kit. There is no interference with the detection of six
ather families of antibiotics,

Anplicahility
An influence of honey ongins was hypothesised becanse
honey is a very complex matix and with antioxidant

Sara DoCD Thiam Strepto Tilmico Doy
Concentration (pg kg™ ) 150 (1] [ 0 ] 0
r 1210 3284 6283 5438 18 753 GE12
Fm 1 1817 4829 4445 11315 5427
Fm<T C C C C C C
When cut-0ff = Fm 0 fake-negative 2 false-negative 2 false-negative | false-negative 3 false-negative 2 fake-negative
Recommended - - - 40 i ] 20
comcentration {pph)
Claimed LOD {pg kg™) 83 - 2 ] 5.5 kL]
OCR fpe ke ) 150 10 6 30 ] El]

Mote: Sara, sarafloxacm; DOCD, defuoylosiiofir oysiine disulfile; Thiam, thsmphenical; Strepio, streplomycn; Tilmico, thmomin; Doxy, doxyoy

chne; LOD, bt of detedion; O, oonform.
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(1a) Distribution of the results in RLU for the | (1b) Distribution of the results in RLU for the

&0 negative samples and the 60 samples &0 negative samples and the 60 samples
a,pi!md with sarafloxacin at 150 |:|IJ-1:| spiked with DCCD at 10 pph.
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{1c) Distribution of the results in RLU for the | (1d) Distribution of the results in RLU for the

&0 negative samples and the 60 samples &0 negative samples and the 60 samples
spiked with thiamphenicol at & ppb. spiked with streptomycin at 30 ppb.
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(1e) Distribution of the results in RLU for the | (1f} Distribution of the resultsin RLU for the 80

&0 negative samples and the 60 samples negative samples and the 60 samples spiked
spiked with tilmicosin at 10 ppb. with doxycycline at 30 ppb.
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Figure 1. {colour onling) Distribution of the results in RLU for the 60 negative samples and the 60 spiked samples.

properties. The method has proved to be applicable to made for the detection of quinolones. In fact, four false-
different floral honeys with different geogmphical ongins, positive results were obtained for quinolones (6.7%). It is
Ome Bilsepositive (1.7%) was obtained for tetmeyelines, suspected that some honeys (chesmut and multifioral)

me Gilsepositive (1.7%) for aminoglycosides md no contain a matural substance that imterferes with the deec-
falsepositive for the three other families of antibiotics, tion of quinolones. This is probably a substance that has a
which is very satisfying. However, a restriction must be structure close to quinolones. This hypothesis should be
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Table 5. Resuls of cross-reactions in the six different mictures of six antibiotics each.

Miture | Worflooac ine Ceftiofur Florfenicol DHS Enythmomycin OTC
Mean caleulation CRY 1393 129 Q8.8 115.1 L] 73.5
Claimad CR (%) 10 10 1060 182 md 52
Miiere 2 Ciprofloxacine Cephapirine  Florfenicolamine — Neomycin Tylosin TTC
Mean caleulation CRY, 364 [N 0 56.3 o179
Claimed CR (%) 59 nd. n.d n.d. <] 100
Mixture 3 Danoflocacine Ciephalonium CAP (rentamycin Desmycosin CTC
Mean caleulation CRY, M6 03 14.6 4.4 59.3
Claimed CR {%4) 20 nd, nd nd, md. 5l
Mixture 4 Enrofloocac ine Cefguinome Spoctnomycin Spiramycin Epimer TTC
Mean caleulation CRY 676 12.0 0 [i] 1127
Claimed CR {%4) T6 nd, nd, md. B7
Mixture § Marboflocacine  Cefacetril Bacitracin W oospiranyc in Epimer OTC
Mean calculation CRY IT8R ol 0 [i] 69.6
Claimed CR {%4) 1] nd, n.d. md. 52
Micture & Orgolinic acid Cefazolin Praromomyein (Gamythromycin =~ Epimer CTC
Mean cakculation CR¥, or ol 0 0 ELIR
Claimed CR (%) 12 nd, nd. md. 20

Marie: Mean aloulation CR (%) = mean caloulsted cros-rection 4 ); amounced CR (%) = annoumnced cross-saction by the manufactrer of the kit; nd,

ot datecied.

confirmed n a subsequent prmject using non-tarpgeted
LC-MSMS methods. In addition, CCR was determined
from 60 different samples md so this value takes into
acoount the variability of honev.

Chuality controls in rowtine anafyses

During validation there was considemble vanability in the
signuls and background noise so there is a need to analyse
two to thres negative quality controls (C-) and two to
three positive quality controls (QC+) in parallel with
unknown samples to conclude on their compliance, or
not. The antibiotic concentratioms to produce OQC+ will
the detection capabilities of the six validated antibiotics
{the least sensitive in their family) The T value is deter
mined from the men signal m BLU and S of (C— and
Fm value from the mean signal in RLU and 5D of (C+.
{m each day of mutine analyses, the Fm value should be
lower than T to declare that the essay s wahd.
Furthemmore, every unlmown sample with a signal lower
than Fm will be declared as positive, and conversely.

Stahility af antihiotic residues

The stabihity data of tylosin, streptomyan and DHS in
solution and in hongy were already presented in a valida-
tiom study of two ELISA kits for the screening of tylosin,
streptomyein and DHS in honey (Gawdin, Hedou et al.
2013). Moreover, data about the stability of tetmeyclines
in solution and in honey wene collected during the valida-
tim study of a meceptor test for tetracyclines in honey
{Gaudin, Bault ot al. 2003).

The stability of frozen stock solubons of baa-lactams
and quinolones was studied with a diffusion test based on
Bacillus subsilis and data were presented in a validation
study of two microbiological tests in honey for the screen-
ing of antibiotic residues (Gaudin, De Courville et al.
2013). No data are available on the stallity of quinolones
and beta-lactams in honey. The stability of quinolones in
muscle was presented, even iF it cammot be extrapolated
completely with honey (Bailac et al. 2006). The gquino-
lnes (ciprofloxacine, enmfloacine, danofloxacine, sam-
floracine, diffoxacine, fumequine and acid oxolimc) are
stable for at least 3 months in chicken muscle at -20°C.

Mo data are available on the stability of thiamphenicol
(TAP) and florfenicol (FFC) m honey, The stubilities of
TAP and FFC in solution wers assessed after 1, 2, 4 and 8
weehs of storape in a freeser at —18°C (Evaggeloponlou &
Samamidou 2013), Spiked fish samples at 50 pg kg™ for
TAP and at 1000 pg k_l;_1 for FFC stored at —18°C in the
ahsence of light wen: analysed and stability was demon-
strated for 2 weeks for all analytes, The stability of the tao
amphemicols m fish samples was investigated after four
freeme—thaw cydes (-18°C to RT). Degradation was
decided using the —10% crterion. TAP and FFC were
stable for three cyces.

Discrssion

A meview was published recently on the prevalence of
anbbiotic msidues in honey  worldwide  (Australia,
Canada, China, the Euwropzan Umion, South Amenca,
India, New Zealand, South Asia and the United States)
from 2008 to 20013 (Venable et al. 2014). The most usual
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antibiotic families detected and guantified in honey all
over the word are in order of mmporntance: tetmeyclines
{mostly oxytetracyeline from 0.21 to 2504 pg k™' and
tetmeycline from 028 to 61 pg ke™"), sul foramides,
macrolides (tylosin, 124 positive samples from 034
1392 pp kg_]; erythromydn, ning positive samples from
29 to 2803 pg kg_]"}, qunolones  fom 05 to
1448 pg ]q;_] (enmfloxacing, cipmfloxacing, norfloxadn)
and aminoglycosides (streptomycin only from 23 to
127 pg kg_]}. Themfore, the scope of the AM T lat is
really  imteresting  because four of the five anbbiotic
famnilies of interest could be detected by this method.
Muoreover, regarding the gquantified concentrations, the
very low concentrations could not have been detected
when they were lower than the estimated detechon cap-
abilities of the AM IT kit (i.e. lower than 4 pg kg™ for
tylosin). Mamy of the samples wene lower than the respec-
tive RC of tetmeyclines, macmlides and aminoglycosides.
CGiving the estimated detection capabilities of the AM I,
most of the positive samples of interest should have besn
detected by this method. Finally, another kit from Randox
(Crumlin, Ca.), the MicroArmy T (AM I), for the screening
of 14 sulforamides and trimahoprim i honey could be
implemented in parallel with the AM IT kit to complete the
seope of antibiotics. In this way, the five main antibiotic
famnilies would be coverad.

Even if few methods exist for the screening of anti-
biotic mesidues in honey, different approaches have been
evaluated in our laboratory during the past few years. The
detection capabilities CCf of different commercial kits for
the sereening of tetmeyelines, some macrolides and some
ammoglycosides are summarised in Table 6. These results
wene eximeted from our in-howse validations of commer-
cial kits in honey and these data have been published
(Gandin, De Courville et al. 2013; Gawdin, Hedou =t al.
2012 Gandin, Rault et al. 2013).

The AM I kit is more performing than Tetrasensor™
because it is sensitive enough not mly for the four team-
cyelines but also for the three epimers. Conceming macro-
lides and aminoglycosides, both validated ELISA lats
have had detediom capabiliies lower than the RC for
tylosin A and for streptomycin (Gaudin, Hedou et al
2013). The pedformances of the AM 1T kit wers similar,
except that tlmicosin was also detected with the AM 1T
kit. Therefore, the AM II kit could be able to meplace
ELISA kits for the screening of macrolides and aminogl v
cosides in honey. An additional advantage of the AW IT kit
is that each spot is specific for a fimily of antibiotics so
six farmbies of anttbiobics are detected stmultanecusly (a
wider spectum of detection) and could be discriminated.
Micmohiologeal soreening tests based on the inhibition of
growth of Bacillus stearothermophifis have a wide spec-
tum of detection and could have been competitive with
multi-aray biosensors. However, the detection capabilibies
CCRp determined for 16 antibiotics of the following

families (tetracyclines, macmlides, sulphonamides, peni-
cilins and lincosamudes) for the F.d.i.‘FH:m 50 kit (Zeu
Inmunotech) were all higher than the RCs when they
exist, even though they had a low false-positive rate of
. On the contmary, the Premi®Test kit (r-Biopharm)
ave satis fictory sensitivity with respect to a great number
of antitnotics of interest (letracvelmes, sulfonarmdes and
macrolides), but the sstimated detection capabilities were
higher than the RC for streptomycin and dibydmstrepto-
myein. Moreover, a high false-positive rate (14%) led to a
great  mumber  of  physicochemical  confirmations.
Thersfore, this wide-spectrum approach was not kept as
an alternative to the classical tests (ELISA tests and recep-
tor tests).

Fimal by, the AM 1 kit seems to be a good compromise
between the sensitive appmach of specific methods like
ELISA or receptor tests and wide-spectrum methods like
microbiologmeal tests. In fact, low detection capabilities
wene meported for the AM I kit in honey and the mult-
amray system allowed the simulineous detection of six
families of antibiotics. Moreover, technially speaking,
implementing two ELTSA kits and one receptor test for
the screening of three famihies of anbbiobes 15 tme-con-
suming and costly in relation to the cumulative time for
amalyses. The extraction protocol 15 also much sasier than
those of ELISA kits. Finally, the AM W lat oould be
satisfactorily replacing the use of the three different kits
for sereening antibiotics in honey.

Con clusions

The Antimicrobial Array [T kit applied on the Evidence
Investigator™ system for the determination of six families
of antibiotics m honey was validated i terms of its detec-
tom capabi lity, specificity, cmss-reachons and apphcabil-
ity, acording to Commission Decision No. 2002/657/BC
(European Commission 2002), The method was found to
be rapid and able to screen six fimilies of antibiotics
simultaneously in different kinds of honey with a very
easy sample preparation procedure. The detedion capabl-
ites for taracvdines, some macrolides and some amine-
glycosides were lower than the rsspective RCs. The results
clearly prove that the proposed method is adequate for the
purpose of screening analyses of six fimilies of antibiotics
n haney.

To our knowledge, this study represents the fisst vali-
dation of the MicroArmay I kit in honey according to the
European puideling for the validation of screening meth-
ods for the residues of veterinary medicines (CRL 2000).
The AM I kit will continue to be evaluated in our lsbora-
tory. Indeed, the 200 samples of the Frendh honey contml
plan will be analysed with the Evidence Investipator™
systern in paralle with the official tests (ELIS A, receptor
tests and LC-MS/MS).
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les méthodes de dépistage biologiques ont connu une trés grande évolution ces 40 derniéres

années. Les principes et les performances de ces méthodes depuis les méthodes microbiologiques et
immunologiques conventionnelles jusqu’aux biocapteurs qui sont en constant développement, sont
trés différents. En outre, plusieurs approches sont proposées pour caractériser la performance des
méthodes et les valider. Enfin, beaucoup de travaux et de publications se sont intéressés aux
méthodes physico-chimiques de confirmation, qui elles-aussi ont connu une trés forte évolution dans
le méme temps. A ce jour, une étude comparative des différentes approches d’évaluation de la
performance ciblée sur les méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques n’avait pas été réalisée.
L'objectif de cette thése était donc de comparer les différentes approches d'évaluation de la
performance des méthodes de dépistage. Pour cela, nous avons pu comparer les résultats obtenus a

partir des méthodes de dépistage validées selon ces différentes approches.

|. PERSPECTIVES ET NOUVEAUX DEVELOPPEMENTS POUR LES METHODES

Dans un premier temps, nous avons réalisé une étude bibliographique sur les méthodes biologiques

de dépistage. Nous avons ainsi montré la diversité des méthodes utilisables en routine pour le
contrOle des résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires. L’évolution de la technologie dans
ce domaine a été démontrée, depuis les méthodes microbiologiques et immunologiques
conventionnelles apparues dans les années 1970 a 1980 et qui sont toujours utilisées en raison
principalement de leur intérét économique, jusqu’aux méthodes innovantes et plus instrumentales de
type biocapteur. Les avantages et les inconvénients de chacun des types de méthodes ont été
présentés.

En 1986, les perspectives concernant les méthodes de dépistage des résidus de médicaments
vétérinaires était I'ELISA rapide, sensible, spécifique et automatisable et la CL-SM/SM pour un
dépistage rapide et quantitatif [322]. De nombreuses avancées technologiques ont eu lieu depuis,
dans les domaines de la biologie, de la chimie, de la physique et de I'électronique principalement.
Toutefois, nous avons aussi pu conclure que la méthode « idéale » n'a pas encore été développée.
C’est pourquoi la recherche pour le développement de biocapteurs plus performants (sensibilité,
spécificité, rapidité, portabilité (miniaturisation)) et plus économiques doit continuer. De nouvelles
avancées dans la technologie liée aux biocapteurs devraient permetire de renforcer le réle des
biocapteurs dans la sécurité alimentaire, pour la détection de divers contaminants (eg. polluants
environnementaux, bactéries pathogénes) et plus particulierement pour le dépistage des résidus
d’antibiotiques dans les aliments.

Trois facteurs principaux ont été identifiés sur lesquels il faut travailler, pour développer des
biocapteurs plus performants: ['élément de bioreconnaissance, le transducteur et les
nanotechnologies. Les progrés faits pour chacun de ces facteurs indépendamment 'un de I'autre sont
primordiaux pour développer de nouveaux biocapteurs. En outre, c’est la combinaison des avancées
simultanées dans ces 3 domaines qui aboutira dans le futur au développement de biocapteurs moins

couteux et plus performants.
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Figure 52. L’évolution des technologies pour le développement de biocapteurs moins couteux
et plus performants.

Figure 53. Combinaison de 3 facteurs pour I’amélioration des performances des biocapteurs :
les tendances actuelles.
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Nombre de ces avancées ont démarré au début des années 2000 et sont en constante progression. |l
est notable dans la bibliographie que les travaux pour I'amélioration de ces 3 facteurs représentent
des volumes différents (Figure 52).

Le développement de nouveaux outils tels que les transducteurs et les biorécepteurs permet
d’améliorer la puissance du signal a détecter et/ou d’améliorer la détection du signal (Figure 53). Par
conséquent, les limites de détection des biocapteurs sont abaissées et peuvent mieux répondre aux
attentes des utilisateurs de ces méthodes. Des efforts doivent aussi étre portés vers le développement
de biocapteurs avec plus d'automatisation, ce qui pourrait réduire le temps d'analyse, améliorer le
débit d'échantillons, et diminuer le co(t par analyse.

Quelques travaux sont réalisés sur le développement de nouveaux transducteurs. Par exemple, les
progrés dans les biocapteurs a luminescence chimique consistent a augmenter la capacité a collecter
la lumiére, afin d’améliorer la sensibilité, en travaillant sur les systémes de détection de la lumiére (eg.
tubes photomultiplicateurs, caméras CCD) ou sur les marqueurs luminescents et I'amplification du
signal [323].

Toutefois, il semble que les modes de transduction déja existants ont déja fait le tour des
connaissances et des possibilités actuelles. De plus, les transducteurs actuels ont des potentiels déja
trés développés, mais qui peuvent étre améliorés grace a des outils paralléles, tels que les
biorécepteurs et les nanotechnologies. En ce qui concerne les biorécepteurs, I'amélioration porte sur
le développement de nouveaux types de biorécepteurs ou sur 'amélioration de biorécepteurs pour
lesquels la technologie existe déja. Le développement des biocapteurs enzymatiques
ampérométriques de 3° génération est aussi prometteur Le principe est le suivant: le transfert
électronique se fait directement entre I'enzyme et I'électrode. Contrairement aux générations
précédentes, il N’y a plus besoin d’un médiateur pour assurer le transfert [324]. Cette 3° génération de
biocapteurs permet de développer des méthodes plus sélectives et sensibles. Parmi les enzymes qui
peuvent étre utilisées dans ces biocapteurs de 3° génération se trouve la peroxydase de raifort
(Horseraddish Peroxidase HRP) utilisée le plus souvent dans les biocapteurs enzymatiques pour le
dépistage des résidus d’antibiotiques. Ce type de biocapteur peut donc potentiellement étre
développé pour les résidus d’antibiotiques. Cependant, pour le moment, ces biocapteurs présentent
un probléme de stabilité de 'enzyme, de reproductibilité et un cout élevé de fabrication.

Les progrés les plus importants en volume de publications, mais aussi en termes d’amélioration de la
performance sont les nanotechnologies. Les nanotechnologies permettent d’aller vers la
miniaturisation des systemes et donc vers la portabilité et la diminution des codts. Mais elles
permettent aussi, en diminuant les circuits microfluidiques par exemple, de diminuer la durée des
analyses. De plus, en augmentant les surfaces d’interaction, les nanomatériaux peuvent contribuer a
la diminution des limites de détection.

Cela permettrait aussi une utilisation de ces méthodes en autocontrdle, type autocontréle laitier, pour
lequel le débit d’échantillons doit étre trés élevé (eg. plusieurs milliers d’échantillons par jour). Dans le
secteur de I'analyse biomédical, de nouveaux biocapteurs sont développés pour une application chez
le patient. Le test est simple a réaliser, la lecture et I'analyse des résultats se font sur le smartphone

du patient [325-328]. Ce type de test permet d’envisager une application a la détection des résidus
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d’antibiotiques sur le terrain, type au pied du camion dans le cadre de la collecte du lait, au niveau de
I'abattoir ou a la ferme. Les besoins identifiés sont les mémes : des méthodes peu couteuses, trés
rapides (quelques minutes, type bandelettes), préparation de I'échantillon nulle, manipulation la plus
simple possible (que ce soir pour un patient, un chauffeur de camion-citerne ou un éleveur) et avec le
moins d’étapes possible. Ce type de biocapteur permettrait d’améliorer essentiellement le spectre de
détection et les limites de détection des tests au camion ou a la ferme. Actuellement, les tests utilisés
au camion sont des bandelettes qui donnent un résultat en quelques minutes et sont spécifiques
d'une a deux familles d’antibiotiques uniquement (les béta-lactamines en général, voire les
tétracyclines en supplément). De plus, I'utilisation du smartphone, comme outil de lecture des tests,

évite le développement et la production d’un lecteur spécifique dédié.

NOS PERSPECTIVES

Au laboratoire, les perspectives de développement et/ou d’évaluation des méthodes de dépistage a
court, moyen et long terme sont les suivantes (Figure 54).

Dans l'avenir et a court terme, nous allons continuer a travailler au laboratoire sur des biocapteurs
optiques multiplexés tels que le systéeme Evidence Investigator® (Randox, Royaume-Uni), en
évaluant de nouveaux kits, par exemple le kit Infiniplex® pour la détection d’environ 60 antibiotiques
dans le lait de vache.

A moyen terme, nous allons évaluer des biocapteurs électrochimiques au laboratoire pour la premiere
fois. Le premier est un systéme commercial Vantix® (Vantix, Etats-Unis et Royaume Uni) sur lequel
nous pourrons réaliser nos propres développements de méthodes. Il sera appliqué dans un premier
temps au chloramphénicol comme modéele. De plus, nous allons établir une collaboration avec un
laboratoire universitaire espagnol qui a développé des biocapteurs électrochimiques pour la détection
de plusieurs familles d’antibiotiques dans le lait. Cette collaboration devrait permettre d’évaluer les
performances de ces systémes dans notre laboratoire.

De plus, nous devrons envisager d’évaluer des biocapteurs massiques (type QCM), soit en testant
des systémes commerciaux (eg. Q-Sense®, Biolin Scientific, Suéde), soit en établissant des
collaborations avec des laboratoires ayant développé ce type de méthodes. Le potentiel des
biocapteurs calorimétriques pourrait aussi étre évalué puisqu’il existe un biocapteur commercial
(Heatsens®, Nanoimmunotech, Espagne).

A plus long terme, nous pourrions ouvrir notre champ d’investigation vers la détection d’autres types
de résidus que les antibiotiques, les biocides. En effet, il existe trées peu de méthodes, méme
conventionnelles (test microbiologiques commerciaux, ELISA), disponibles dans ce domaine, et
encore moins des développements de biocapteurs. Les biocides utilisés pour le nettoyage et la
désinfection des surfaces en agro-alimentaire peuvent en effet persister dans les eaux de ringage, sur
les surfaces et/ou dans les matrices alimentaires (eg. lait) et doivent donc étre surveillés dans les

industries agro(-alimentaires.
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Figure 54. Perspectives de développement et d’évaluation de biocapteurs au laboratoire de

I’Anses Fougéres.
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[I. PERSPECTIVES ET NOUVEAUX DEVELOPPEMENTS POUR L’EVALUATION DES
PERFORMANCES

Ensuite, une étude bibliographique sur les différentes approches d’évaluation de la performance des
méthodes de dépistage a été réalisée. Trois approches différentes ont été présentées dans ce
manuscrit pour valider les méthodes de dépistage des résidus d’antibiotiques dans les denrées
alimentaires d'origine animale (criteres de performance, comparaison de méthodes, profil
d’exactitude). Ces approches ont été retenues pour leur application a plusieurs types de méthodes de
dépistage (conventionnelles et biocapteurs).

Pourquoi avait-on plusieurs approches d’évaluation de la performance coexistantes ?

Parce que des approches réglementaires cohabitent avec des approches normatives pour la
certification, ainsi qu'avec des approches plus récemment développées et qui en sont au début de

leur intégration dans des normes ou dans la réglementation.

Est-ce que la validation des méthodes de dépistage a évolué ces derniéres années?

Dans le domaine des résidus d’antibiotiques, I'approche critére par critere a évoluée de la décision
93/256/CE a la décision 20002/657/CE), mais les principes de base ont toujours été la détermination
de caractéristiques de performance et la validation de la méthode, en fonction de criteres de
performance attendus (réglementaires ou non). Nous avons appliqué I'approche critére par critére
décrite dans la décision 93/256/CE a une méthode de type biocapteur, basé sur la détection optique
SPR (Article 1). Cette application a montré que I'approche préconisée dans cette décision n’était pas
satisfaisante. La détermination de la LOD & partir des blancs n’était pas un bon estimateur de la
capacité d’'une méthode de dépistage a détecter ou non un antibiotique a une concentration cible. De
plus, aucun critere n’était fixé dans cette décision quant a un taux maximum de faux résultats-négatifs,
alors que c’est la que se situe le risque pour le consommateur.

L’approche de la certification AFNOR s’est inspirée de la validation des méthodes microbiologiques
pour la détection des bactéries (microbiologie alimentaire). Lors de la rédaction du premier référentiel
AFNOR pour les méthodes dédiées a la détection des résidus d’'antibiotiques, en 2005, nous avions
proposée au groupe de travail chargé de la rédaction de mettre en place sur une approche criteres.
En effet, en tant que laboratoire expert pour IAFNOR, nous avions participé a la rédaction de ce
premier référentiel et j'avais participé a ce groupe de travail. Toutefois, le principe constitutif de
'AFNOR pour une certification était la comparaison de méthodes. En effet, dans le domaine de la
microbiologie alimentaire, les méthodes de référence sont des méthodes normalisées, ce qui n’est pas
le cas dans le domaine du dépistage des résidus d’antibiotiques dans les aliments.

Grace a la mise en application de ce référentiel sur une méthode microbiologique de dépistage
(Article 2), nous avons vu que I'approche par comparaison de méthodes est difficile a mettre en place
dans le domaine des résidus. Le principal probléme réside dans le fait que des méthodes de
référence normatives n’existent dans notre domaine. Ceci s’explique du fait que notre approche de
validation des méthodes a toujours été I'approche critéres. Le choix d'une méthode assimilée a une

méthode de référence est complexe car parfois ces méthodes ont des principes différents de la
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méthode alternative et sont basés sur une préparation de matrices différente, ce qui complique I'étude
d’évaluation. De plus, il n’est pas envisageable de comparer un kit produit par un fabricant avec un
autre kit commercial. Enfin, certaines des méthodes employées comme MR sont devenues obsolétes
et totalement inutilisées, y compris au laboratoire expert.

Du fait de la coexistence de différentes approches d’évaluation et du fait que I'approche par
comparaison n’est pas celle retenue par la réglementation européenne, le nombre de méthodes
évalués et validées suivant le principe de comparaison est resté tres faible. Pour preuve, en
Décembre 2015, 121 kits ont obtenus la marque NF Validation dans le domaine de la microbiologie
alimentaire et trois kits seulement dans le domaine du dépistage des résidus d’antibiotiques (deux
pour le lait un pour le muscle).

Quant a l'approche globale, elle a d’abord été développée pour les méthodes quantitatives (profil
d’exactitude), puis aux méthodes qualitatives (POD). L'utilisation de cette approche a une méthode
ELISA conventionnelle pour la détection de la nicarbazine dans les ceufs a permis de conclure que le
profil d’exactitude est tout a fait applicable aux méthodes de dépistage quantitatives, type
immunologique, pour les résidus d’antibiotiques (Article 3). Nous avons abouti & deux conclusions :
soit la méthode doit étre utilisée comme une méthode qualitative, soit elle peut étre utilisée comme
une méthode quantitative, amis sur un intervalle de dosage réduit. De plus, cette approche a aussi été
appliquée avec succes pour valider une méthode de type biocapteur optique sur le systéme Biacore X
pour le dépistage de la sufaméthazine dans le lait [278]. L'approche globale est a présent
recommandée dans le domaine de la microbiologie alimentaire, dans la nouvelle norme NF EN FDIS
16140-2 [266], mais aussi dans le nouveau protocole AOAC [279], sous la forme de la POD pour les
méthodes qualitatives pour les deux référentiels, et du profil d’exactitude pour les méthodes
quantitatives dans la norme uniquement.

L’abrogation de la décision 93/256/CE [290] par la décision 2002/657/CE [13] a été une grande
avancée pour la validation des méthodes pour les résidus d’antibiotiques. La capacité de détection ou
CCB était la caractéristique innovante de cette décision pour les méthodes de dépistage. Toutefois, la
mise en application de cette décision a été complexe et tardive puisqu’elle comportait trés peu
d’'informations pratiques pour déterminer les caractéristiques de performance des méthodes de
dépistage. Nous avons appliqué les exigences de la décision 2002/657/CE [13] a une méthode
microbiologique conventionnelle basée sur 5 boites (Article 4). Nous avons pu ainsi poser les bases
d'un protocole de validation, suivant le guide européen de 2010 [256], pour une matrice solide, le
muscle. Ce type de validation est trés lourd et complexe a organiser et mettre en place, du fait du
grand nombre d’analytes détectés et de la matrice. Les recommandations du guide concernant la
détermination des CCB pour des antibiotiques représentatifs et I'utilisation de tissus simulés pour
caractériser une méthode microbiologique ont montré leur intérét dans cette étude.

Enfin, nous avons expérimenté I'approche critére par critere du guide européen [256] a une méthode
de type biocapteur appelé Evidence Investigator® pour la détection de 6 familles d’antibiotiques dans
le miel (Article 5). La mise en pratique des valeurs seuils T et Fm pour la caractérisation des

performances de cette méthode a montré I'applicabilité de cette approche, mais aussi I'intérét de la
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détermination de ces seuils pour statuer sur la validité de la méthode, pour suivre les performances de

la méthode en routine, avec les contréles qualité.

Nous pouvons conclure que quelle que soit I'approche de validation choisie (critére par critére ou

globale suivant la POD), la charge des expérimentations nécessaires pour valider une méthode

microbiologique a large spectre (intra-laboratoire ou kit commercial) est trés lourde. Aucune des
approches de validation testées dans cette thése n’apporte de réelle solution pour réduire cette

charge de travail, par rapport a 'approche du guide de validation Européen (2010).

En fonction du type de méthodes, la charge de travail représentée par I'étude d’évaluation est

complétement différente pour plusieurs raisons :

- En fonction de la matrice : la préparation d’échantillons de lait supplémentés est beaucoup plus
simple et rapide que la préparation de muscles supplémentés, surtout quand la méthode (eg.
méthode STAR) est basée sur I'analyse de morceaux de muscle intacts et non d’extraits de
muscle. C’est dans cette perspective que le guide Européen préconise ['utilisation de tissus
simulés pour ce type de méthode microbiologique.

- En fonction de la méthode : si la méthode est incapable de discriminer les résidus d’antibiotiques
détectés, sans parler de les identifier, il est impossible de mélanger plusieurs antibiotiques dans un
méme échantillon pour I'évaluation. Par contre, si la méthode est multiplex (eg. Evidence
Investigator®, Randox), il est possible de mélanger plusieurs antibiotiques dans un méme
échantillon. Une seule analyse donnera le résultat de [I'évaluation pour plusieurs familles
simultanément. De plus, si la méthode nécessite une étape d’extraction de la matrice (eg. muscle),
la préparation d’échantillons supplémentés est simplifiée, par rapport a I'analyse de la matrice

brute.

Nous pouvons conclure que la décision 2002/657/CE [13] grace au CCp principalement a permis de
grandement améliorer I'évaluation des performances des méthodes de dépistage. En outre, c’est
surtout le guide de validation Européen [256] qui a constitué un net progrés en proposant des lignes
directrices et des protocoles pour les méthodes de dépistage, pour appliquer cette décision aux
méthodes de dépistage qualitatives et quantitatives. Nous avons appliqué les exigences de cette
décision basée sur l'approche critére par critere a deux types de méthodes trés différentes (une
méthode conventionnelle microbiologique et une méthode innovante de type biocapteur basé sur la
chimiluminescence). Nous pouvons ainsi conclure que cette approche est applicable, quel que soit le
type de méthodes de dépistage. Nous avons méme dans la littérature des exemples d’application de
cette approche recommandée dans le guide de validation (2010), a des méthodes de dépistage
physico-chimiques, de type CL-SM/SM [40, 329]. Dans ces publications, la méthode CL-SM/SM,
méme si elle peut donner des résultats quantitatifs est traitée comme une méthode qualitative,
puisqu’'a I'étape du dépistage, il n'est pas nécessaire de quantifier les résidus. Le CCB est donc
déterminé comme pour les méthodes biologiques de dépistage. Il doit bien étre inférieur & la LMR, par
exemple, alors que pour une méthode de confirmation, le CCf est forcément supérieur a la LMR. Un
autre guide européen propose des lignes directrices équivalentes a celle du guide européen pour la

validation des méthodes de dépistage, concernant les méthodes de dépistage qualitatives. Il s’agit du
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guide SANCO 12495/2011 [330] qui concerne la validation des méthodes pour les pesticides dans les
denrées alimentaires et les aliments pour animaux. Le protocole recommande d’analyser au moins 20
échantillons supplémentés. Une limite de détection du dépistage (Screening detection limit SDL) est
ensuite déterminée comme la plus petite concentration pour laquelle moins de 5% des échantillons
donnent un résultat négatif. La définition est identique a celle du CCB. Ce guide concerne
essentiellement les méthodes de dépistage CL-SM/SM multi-résidus, les plus utilisées dans le
domaine des pesticides. D’une part, cela confirme I'applicabilité de I'approche qualitative du CCB aux
méthodes de dépistage CL-SM/SM multi-résidus, amis aussi cela permet de faire un rapprochement
entre deux secteurs d’analyse, qui pour le moment ont des régles différentes, celui des résidus de
médicaments vétérinaires et celui des pesticides, dans les denrées alimentaires et les aliments pour
animaux. Pourquoi ne pas harmoniser les approches et avoir un méme référentiel pour ces deux types

de résidus, pourquoi iles objectifs sont identiques et le type de méthodes utilisées aussi.

Comme cela a été réalisé dans le cadre de ce travail de thése, une comparaison de différentes
approches de validation a été réalisée dans le domaine pharmaceutique par Bouabidi et al. [331]. Les
auteurs ont proposé une revue de trois différentes approches (descriptive, par différence et par
équivalence). L’approche descriptive consiste a estimer des paramétres statistiques de performance.
L’approche par différence utilise des tests statistiques bilatéraux a hypothése. Les deux premiéres
approches sont des approches classiques. L’approche par équivalence consiste a comparer des
intervalles de confiance sur des paramétres par rapport a des limites d’acceptation (profil d’exactitude,
POD). Bouabidi et al. ont appliqué ces trois approches a la validation de deux méthodes physico-
chimiques, basées sur la CLHP. Leur conclusion est que les approches classiques peuvent donner
des résultats contradictoires, qui ne permettent pas de conclure sur la validité de la méthode pour
atteindre les objectifs attendus. Selon leurs expériences, seule l'approche basée sur le profil
d’exactitude permet de garantir la validité de la méthode, particulierement concernant la justesse de la
méthode. Les conclusions sont identiques a celles de Feinberg et al. [271]. Cet article concerne
uniguement les méthodes quantitatives d’analyse dans lindustrie pharmaceutique. De ce fait,

'approche de la Décision européenne 2002/657/CE n’est pas du tout abordée dans cet article.

Perspectives

Suite a ces travaux de thése, nous nous sommes posé une question : peut-on et doit-on encore
améliorer la validation des méthodes de dépistage ? Définitivement oui.

Plusieurs perspectives d’évolution de la validation des méthodes de dépistage des résidus
d’antibiotiques dans les denrées alimentaires sont envisagées, voire démarrées (Figure 55).

- Au niveau national et international, deux nouveaux référentiels sont en cours de rédaction

dans des groupes de travail.
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e un nouveau référentiel de validation AFNOR, que j'anime, est basé sur I'approche critére par
critere, telle que recommandée dans le guide de validation des méthodes de dépistage
(2010). Ce référentiel sera applicable a toutes les denrées alimentaires d’origine animale.

e Au niveau international, la rédaction d’'une norme ISO/FIL pour la validation des méthodes de
dépistage biologiques et qualitatives pour les résidus de médicaments vétérinaires dans le
lait. La Fédération Internationale du Lait (FIL) s’intéresse uniquement a la matrice lait et a ses
produits dérivés (eg. fromage, creme). Dans ce cadre, je suis co-chef de projet pour rédiger le
projet de norme et animer le groupe de travail qui se réunit annuellement a la semaine
analytique de la FIL. Ce projet de norme s'’inspire fortement aussi du guide de validation
européen (2010) et reprend donc 'approche critere par critére.

Ces deux projets vont répondre a une demande forte des fabricants de kits qui jusqu’ici :

- d’une part, les fabricants devaient le plus souvent réaliser ou faire réaliser deux validations en
parallele, voire trois pour un méme kit. En effet, certains clients francais ou étrangers demandaient au
fabricant de présenter un certificat AFNOR pour leur kit, quand les clients outre-Atlantique
demandaient plutét une certification AOAC. De plus, les clients réglementaires, responsables du
contréle officiel dans leur pays, clients européens ou dont les pays échangent avec la communauté
européenne demandaient une validation selon la réglementation européenne, c.-a-d. la décision
européenne 2002/657/CE [13] et le guide de validation européen (2010) [256]. Dés la mise en
application du nouveau référentiel AFNOR, il ne sera plus nécessaire de réaliser deux études de
validation en paralléle pour un méme kit, puisque le référentiel AFNOR permettra de répondre aux
exigences réglementaires de la décision 2002/657/CE [13]. Il en sera de méme pour les kits de
dépistage dans le lait, quand la future norme ISO/FIL sera utilisée pour réaliser des validations de Kkits.
- d’autre part, les fabricants réclamaient une sorte de « tampon » ou certificat qui atteste de la
performance de leur kit, grace a une validation réalisée par un laboratoire extérieur et reconnue dans
toutes les parties du monde. De ce point de vue, la certification selon la marque NF Validation devrait
répondre a cette demande. En effet, du fait du changement d’approche (comparaison => critére par
critere), la certification selon la marque NF Validation va acquérir une meilleure reconnaissance au
niveau européen et international. De plus, elle posséde I'avantage de conserver I'étape de I'étude
collaborative, qui renseigne sur la fidélité de la méthode. Un autre plus de la certification AFNOR est
gu’en plus de I'évaluation technique, les sites de production des kits sont audités périodiquement. De
méme, une validation réalisée selon la future norme ISO/FIL devrait aussi répondre a cette demande
de reconnaissance, puisqu’il s’agira d’'une norme internationale. Cette norme spécifique du lait et des
produits laitiers ne posséde pas de volet étude collaborative, ni d’audit de la production. Toutefois,
une évaluation complémentaire est demandée par rapport a la certification AFNOR qui implique
'analyse d’'un grand nombre d’échantillons terrain.

L’harmonisation des protocoles et le choix d’'une seule approche d’évaluation de la performance
permettra la comparabilité des résultats des évaluations et apportera des bases fiables pour le choix
d’un kit en fonction de ses performances annoncées. La présentation des résultats de validation dans
les notices des kits pourra aussi étre harmonisée. Tout cela facilitera la comparaison entre kits et le

choix d’un kit par un client.
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Figure 55. Perspectives d’évolution de la validation des méthodes de dépistage pour les

résidus d’antibiotiques.
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Quand la future norme ISO/FIL entrera en vigueur, il est probable aussi que le référentiel AFNOR, au
moins pour la partie matrice lait, puisse étre revu pour répondre a toutes les exigences de la norme et

ainsi pourvoir accorder la marque NF Validation selon cette norme ISO/FIL.

- Au niveau européen, la décision européenne 2002/657/CE [13] va faire I'objet d’une révision.

En effet, les principaux facteurs qui justifient sa révision sont :

¢ Le manque de données sur les méthodes de dépistage,

e L’évolution importante des techniques analytiques pour les méthodes physico-chimiques de
confirmation en particulier, depuis sa parution et la nécessité de prendre en compte ces
évolutions technologiques dans les approches de validation (eg. développement croissant de
méthodes multi-résidus, méthodes non ciblées),

e L’évolution de la réglementation sur le contréle des résidus (substances anabolisantes et
interdites, médicaments vétérinaires et contaminants) a travers la révision de la directive
96/23/CE [2] et du reglement 882/2004/CE [332].

Etant donné le peu d’informations concernant les méthodes de dépistage dans cette décision [13], il
est primordial que cette révision inclue, soit les lignes directrices du guide de validation européen des
méthodes de dépistage de 2010 [256], soir la référence a ce guide, afin d’aider de nouveaux
laboratoires pour la mise en place de la décision. L’intégration compléte du guide de validation dans la
décision alourdirait considérablement la nouvelle décision, qui devra déja intégrer les nouvelles
technologies de spectrométrie de masse multi-résidus par exemple. De plus, la révision de ce type de
décisions est beaucoup plus complexe et longue que la révision d’'un guide.

De 2002 a 2010, nous avons acquis une grande expérience de la validation de méthodes biologiques
de dépistage. De plus, la mise en pratique des lignes directrices contenues dans ce guide européen
par les LNR et d’autres laboratoires européens ou non, a montré différents inconvénients ou que
certaines approches ne sont jamais utilisées.

La capacité de détection est la caractéristique majeure pour la validation d’une méthode de
dépistage, avec la spécificité. Le CCB a lui seul permet de conclure a la validité de la méthode,
en fonction du rapport entre le CCp et la limite réglementaire correspondante, puisqu’il n’existe

pas de critére fixe sur le taux de faux-positifs (spécificité).

Les points suivants pourraient étre modifiés dans une nouvelle version du guide de validation des
méthodes de dépistage :

e Pourrait-on envisager de fixer I’erreur B a une autre valeur que 5% ? L’erreur beta a été

fixée a 5 % dans la décision 2002/657/CE [13] aussi bien pour les substances interdites que

pour les substances autorisées. Au contraire, le CCa de la méthode de confirmation est fixé a

1 % pour les substances interdites et 5% pour les substances autorisées. En effet, la

réglementation a établi que le risque a prendre pour identifier une substance interdite devait

étre plus petit que celui pris pour identifier une substance autorisée. Dans cette optique,

pourquoi ne pas décider de déterminer un CC[3 avec un risque B de 1 % pour les méthodes

de dépistage, afin de diminuer le risque d’obtenir des résultats faux-négatifs. Toutefois, pour

mettre en évidence un risque de 1%, soit 1 résultat faux négatif sur 100 échantillons, la
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charge de travail serait beaucoup plus importante puisque cette détermination nécessiterait un
minimum de 100 échantillons supplémentés a la CCD. Les méthodes de dépistage
biologiques, pour les substances interdites, étant dans la majorité des cas ciblées sur un seul
analyte, cette détermination ne concernerait que cet analyte et non plusieurs comme les
méthodes pour les substances a LMR. A linverse, il pourrait étre considéré que, dans certains
cas, le risque B de 5% est trop exigeant et envisager de recommander pour des cas
particuliers de fixer le risque B a 10% par exemple. En effet, quand la CCD est trés inférieure
a la LMR pour une substance autorisée, méme si le risque est fixé a 10% a la CCD (i.e.
concentration qui sera égale au CCPB si le taux de faux négatifs est inférieur a B a cette
concentration), le risque d’observer plus de 5% de résultats faux-négatifs au niveau de la
LMR, sera trés faible.

Pour les substances autorisées qui n‘ont pas de LMR dans certaines combinaisons
matrice/espéce (eg. espéces mineures), il faudrait indiquer dans le futur guide a quel niveau la
méthode de dépistage doit étre validée.

Il faudrait préciser pour les kits commerciaux, d'utiliser plusieurs lots de production pour la
détermination du CCp et de la spécificité. De méme, pour des méthodes développées intra-
laboratoire, il sera recommandé, par exemple, d'utiliser plusieurs productions de souches
bactériennes ou de milieux de culture, pour une méthode microbiologique. Dans le guide
actuel, seule une approche alternative proposée par le LRUE de Berlin prend en compte
linfluence des lots de kits sur les caractéristiques de performance de la méthode. Cette
approche alternative est basée sur l'utilisation d’'un plan d’expériences qui permet de faire
varier plusieurs facteurs simultanément [333]. Nous n’avons trouvé aucune publication
présentant I'utilisation de cette approche pour valider une méthode de dépistage des résidus
d’antibiotiques ou autres médicaments vétérinaires dans les denrées alimentaires.

Il faudrait ajouter que, pour une extension d’analyte, seul le CCB de cet analyte doit étre
déterminé, sauf si la méthode a été modifiée pour intégrer cet analyte dans la méthode.
Pourquoi ne pas envisage de fixer un critere maximum pour le taux de faux-positifs
pour les méthodes de dépistage? Un taux de faux positifs élevé n’a pas d'impact sur la
sécurité des aliments, puisque tous les échantillons positifs sont confirmés par une méthode
physico-chimique. Toutefois, 'impact sur le cout des analyses et le cout du contréle, officiel ou
non, est trés impacté par un taux de faux-positifs élevé.

Pourrait-on envisager d’intégrer I'approche globale de la POD pour les méthodes
qualitatives ou celle du profil d’exactitude pour les méthodes quantitatives au nouveau
guide ou a la décision 2002/657/CE pour la détermination des CCB. Waldron et al., lors
d’'une validation AOAC, ont utilisé la courbe dose-réponse pour estimer la capacité de
détection CCB [296]. Puis ils ont vérifi¢ ce CCB estimé, au moyen de 60 échantillons
supplémentés a cette concentration. Le profil d’exactitude a fait ses preuves pour évaluer les
performances quantitatives de méthodes de dépistage immunologique (eg. ELISA, biocapteur

optique). La question qui se pose est : Sera-t-il possible de dériver le CCB de la POD et/ou du
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profil d’exactitude ? Ce sont des pistes que nous allons continuer a suivre afin d’améliorer les

protocoles de validation des méthodes de dépistage et la caractérisation de ces méthodes.

Pour les immunologiques, de type biocapteur, comme le systéme Evidence Investigator®, |'approche
de validation critére par critére est tout a fait adaptée. Le choix a été fait de valider ce type de
méthodes uniquement en qualitatif. Pourtant, le systéme Evidence Investigator® par exemple, offre la
possibilité de réaliser des analyses quantitatives. Une gamme d’étalonnage en tampon comprenant 9
points est fournie avec le kit. Le fabricant recommande d’analyser une gamme a chaque jour d’essai
pour garantir les performances quantitatives de la méthode. Le choix de valider ce type de méthode
comme une méthode qualitative permet de réduire le colt de la validation (la fidélité serait a
déterminer en plus) et le cout des analyses en routine (4 Contréles Qualité (2 QC positifs et 2 QC
négatifs) pour chaque série d’échantillons, au lieu de 9 puces pour une gamme d’étalonnage). Etant
donné que I'utilisation des QC, le calcul du Fm et du T permettent de conclure sur la positivité des
échantillons positifs par rapport au seuil du CCg.

L’approche par comparaison de méthodes n’est pas du tout adaptée a ce type de méthodes. En effet,
aucune méthode de référence ne pourrait convenir pour lui étre comparée et la charge de travail serait
augmentée. Quant a I'approche globale selon la POD et/ou le profil d’exactitude, elle pourrait étre
appliquée a ce type de méthodes. L’approche du profil d’exactitude qui est une approche quantitative
demanderait I'analyse de 60 échantillons en tout pendant la validation pour déterminer le profil
d’exactitude (30 essais pour le plan d’étalonnage et 30 essais pour le plan de validation (5 niveaux de
concentration, 3 jours, 2 répétitions)). Toutefois, il resterait a déterminer le CC par I'analyse de 20 a
60 échantillons supplémentés a la concentration cible et la spécificité par I'analyse de 20 a 60
échantillons blancs.

L’approche POD nécessite I'analyse de trois niveaux de concentration au minimum, avec un nombre
de répétitions, qui peut étre différent en fonction de la concentration. Le protocole de validation
pourrait consister a analyser 20 répétitions pour le niveau zéro (blanc), 20 répétitions pour la
concentration cible, qui correspond a la limite de détection attendue et 5 répétions pour une
concentration plus élevée. Le poids serait mis sur la LOD attendue puisque c’est le parameétre qui
nous intéresse. Donc, avec 45 essais, la limite de détection a 50 % et & surtout la LOD 95 % pourrait
étre calculée. Cela répondrait aux exigences du guide de validation concernant la spécificité avec
I'analyse des 20 blancs. La LOD 95 %, qui est définie comme le niveau de contamination donnant une

probabilité de 95 % d’obtenir un résultat d’analyse positif, ce qui correspond au CCg.

Conclusion générale

En conclusion, la validation des méthodes est un outil pour garantir un contréle harmonisé et efficace,
pour garantir la santé des consommateurs.
A ce jour, I'évolution des approches de validation des méthodes de dépistage biologiques n’est pas en

lien avec les innovations technologiques en termes de biocapteurs. En effet, nous avons montré que
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le guide de validation européen s’applique trés bien aux systémes biocapteurs immunologiques, ainsi
que l'approche globale. Ce n’est donc pas ce facteur qui pousse vers la révision des référentiels
actuels pour le dépistage. Toutefois, étant donné les avancées technologiques en terme de méthodes
physico-chimiques multi-résidus, potentiellement applicables au dépistage des résidus d’antibiotiques,
peut-étre faudra-t-il tenir compte a l'avenir de ces nouvelles technologies pour réviser le guide
européen ? Les méthodes CL-SM/SM classiques pouvant étre validées suivant le guide européen.
L'utilisation de nouvelles approches dans d’autres domaines, comme I'approche globale pourraient
faire évoluer l'approche classiquement utilisée pour les méthodes de dépistage des résidus
d’'antibiotiques.

Le contr6le réglementaire actuel est basé sur les limites réglementaires. Les méthodes de dépistage
doivent pourvoir détecter la présence d’un antibiotique sous la LMR ou la LPMR, mais sans forcément
descendre trés bas. La tendance actuelle est d’orienter le contréle vers une estimation du risque. Pour
cela, les méthodes devraient pourvoir détecter les antibiotiques le plus bas possible afin de contréler
I'exposition du consommateur a ce risque. Cette évolution du contréle pourra amener a développer de
nouvelles méthodes de dépistage, avec des seuils de détection plus bas et de valider ces nouvelles
méthodes ou de revalider & des seuils inférieurs des méthodes déja existantes.
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