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AVANT-PROPOS

Les laboratoires sont essentiels pour les programmes nationaux de surveillance des résidus de
médicaments vétérinaires. Cependant, I'un des principaux problémes auxquels ils sont
confrontés est de disposer de méthodes d’analyse pertinentes. Ainsi, outre la formation, la
fourniture de conseils techniques et le transfert de technologie, la Division mixte FAO/AIEA
des techniques nucléaires dans 1’alimentation et I’agriculture a décid¢ d’¢élaborer des manuels
clairs et pratiques pour appuyer les laboratoires des Etats Membres.

Le projet de recherche coordonnée (PRC) sur [’élaboration de méthodes d’analyse
radiométriques et connexes pour renforcer les programmes de surveillance des résidus de
médicaments vétérinaires antibiotiques et antihelminthiques a mis au point un certain nombre
de méthodes d’analyse qui sont devenues des procédures opérationnelles standard (POS) et
sont compilées ici. La présente publication contient des POS sur les techniques de
chromatographie et de spectrométrie, ainsi que sur celle de radio-immunodosage et les
méthodes d’études connexes, en vue de D’analyse de divers résidus de médicaments
vétérinaires antimicrobiens et anthelminthiques. Certains protocoles de validation des
méthodes analytiques sont également présentés.

La présente publication s’adresse principalement aux laboratoires de sécurité alimentaire et
environnementale chargés des essais relatifs aux résidus de médicaments vétérinaires, y
compris dans le cadre de programmes nationaux organisés de surveillance de ces résidus. Elle
devrait renforcer les capacités et les compétences des laboratoires grace a 1’utilisation d’outils
et de techniques radiométriques et complémentaires. La publication est également utile pour
la recherche appliquée sur les résidus de médicaments vétérinaires présents dans les
¢chantillons alimentaires et environnementaux.

Dix-sept organisations de recherche collaborative de quinze Etats Membres de I’ AIEA et de la
FAO qui ont participé au PRC ont contribué a la rédaction des POS présentées ici. Le
fonctionnaire de 1I’AIEA responsable de la publication était J. J. Sasanya de la Division mixte
FAO/AIEA des techniques nucléaires dans ’alimentation et 1’agriculture.



NOTE DE L’EDITEUR

La présente publication a été élaborée a partir de documents originaux soumis par les personnes ayant
relevent de la responsabilité de ces personnes et ne représentent pas nécessairement celles de I’AIEA ni de ses
Etats Membres.

Ni ’AIEA ni ses Etats Membres n’assument une quelconque responsabilité pour les conséquences éventuelles de
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1. INTRODUCTION
1.1. CONTEXTE

Le présent manuel est le résultat du projet mixte FAO/AIEA de recherche coordonnée (PRC)
intitulé « Elaboration de méthodes et de stratégies d’analyse radiométriques et connexes pour
renforcer les programmes de surveillance des résidus de médicaments vétérinaires
antibiotiques et antihelminthiques » mis en ceuvre entre 2009 et 2014 pour appuyer la
surveillance de certains médicaments antibiotiques et antihelminthiques dans des échantillons
alimentaires et environnementaux afin de protéger la sécurité¢ alimentaire des produits
consommes.

La plupart des méthodes ont été élaborées et validées sur plusieurs résidus au cours de travaux
de recherche puis appliquées dans des programmes nationaux d’étude des résidus dans
certains pays. Etant donné que seuls 15 pays ont participé a ces travaux, on a pensé que des
laboratoires d’autres Etats Membres pouvaient bénéficier des résultats du projet grice a la
diffusion de techniques transférables sous forme de procédures opérationnelles standard
(POS) compilées dans un manuel. Bien qu’un certain nombre de techniques d’étude et de
confirmation soient présentées dans la présente publication, celle-ci, compte tenu de 1’étendue
et de la diversité des besoins en matiére de méthodes d’analyse dans le monde, ne couvre
qu’un champ limité déterminé par les besoins recensés par les participants au PRC. Toutefois,
ces besoins sont communs & de nombreux Etats Membres et 1’on espére que ce manuel sera
utile a de nombreux laboratoires d’essai.

1.2. OBJECTIF

Le présent manuel a pour objectif d’aider les laboratoires d’essais alimentaires et
environnementaux principalement dans la surveillance et le contréle réguliers des résidus de
certains médicaments vétérinaires dans les produits d’origine animale, mais aussi dans
certains échantillons environnementaux. Il peut aussi appuyer des activités de recherche
pertinentes.

1.3. PORTEE

La présente publication contient des méthodes d’analyse, sous forme de POS, destinées a
détecter certains résidus de médicaments vétérinaires dans certains produits animaux et dans
des échantillons environnementaux. Elle couvre un certain nombre de techniques
chromatographiques et spectrométriques basées sur des anticorps, le radio-immunodosage, les
radio-isotopes et la technique de compteur a scintillateur liquide. Ces méthodes ont été
¢laborées sur la base de certains besoins et questions de recherche présentés par
17 établissements qui ont participé au PRC susmentionné et ne couvrent donc pas un éventail
trés large. Les renseignements contenus dans le manuel sont également présentés dans une
certaine mesure sous forme de guide informatif.

1.4. STRUCTURE

La partie préliminaire (et la plus longue) du manuel présente des POS de chromatographie et
de spectrométrie pour I’analyse de résidus antihelmintiques tels que les benzimidazoles et les
avermectines, de résidus antimicrobiens comme le chloramphénicol et le florfénicol, les
tétracyclines, les aminoglycosides, les sulfonamides ainsi que les quinolones. Une POS ayant
trait a une technique de radio-immunodosage pour les résidus de florfénicol et de ses amines



est également présentée dans la premicre partie. Le manuel se termine par deux protocoles de
validation.

2. DETERMINATION DES RESIDUS DE BENZIMIDAZOLE ET
D’AVERMECTINE DANS LE LAIT DE VACHE PAR CHROMATOGRAPHIE
LIQUIDE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE EN TANDEM

2.1. PRINCIPE

Cette technique est basée sur le principe QUEChERS (méthode rapide, facile, abordable,
efficace, robuste et stre) [1]. Elle comprend I’extraction d’une partie représentative de
I’échantillon avec de I’acétonitrile (MeCN), suivie d’un relargage et d’une extraction en phase
solide dispersive avec un mélange de sulfate de magnésium (MgSO4) et d’un composé
de C18. Apres ringage, une partie aliquote du surnageant est analysée par chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM).

2.2. PORTEE

Cette méthode d’analyse permet de déterminer la présence et la concentration des résidus de
sept benzimidazoles [albendazole (ABZ), thiabendazole (TBZ), albendazole-sulfoxyde
(ABZ-SO), albendazole-sulfone (ABZ-SO, triclabcendazole (TCB), triclabendazole-
sulfoxyde (TCB-SO) et triclabendazole-sulfone (TCB-SO;,)] ainsi que de trois avermectines
[abamectine (ABA), émamectine (EMA) et ivermectine (IVE)] dans le lait de vache a des
niveaux de concentration de 5 a 500 ng/g.

2.3. MATIERES
Les réactifs et les produits chimiques nécessaires sont les suivants :

MeCN ; méthanol (MeOH) de qualit¢ CLHP (chromatographie liquide haute performance) ;
sorbant d’octadécylsilane C18 ; chlorure de sodium (NaCl) de pureté analytique ; acétate
d’ammonium de pureté analytique ; acide formique de pureté analytique ; sorbant d’amine
secondaire primaire (PSA) ; sulfate de magnésium anhydre.

2.3.1.Solutions étalons et solutions meéres

Les solutions étalons nécessaires comprennent : ABZ 99,6 % et IVE 91,0 % de la société
Pharmacopeia des Etats-Unis (USP) ; TBZ 98,3 %, ABA 94,4 %, EMA 96,5 % ; cyprodinil
99,5 % tous de Chem Service; ABZ-SO; ABZ-SO,; TCB-SO et TCB-SO,, tous de
WITEGA; TCB 99,0 % (Dr. Ehrenstorfer) ; et phosphate de triphényle 99,9 %
(Supelco/Sigma Aldrich).

Les solutions et leur mode de préparation :
a)  Solutions étalons méres (2 000 pg/ml)

Mettre 20 mg de chaque solution étalon dans une fiole jaugée de 10 ml et porter au volume
avec du MeOH (pour ’EMA, I'IVE et ’ABA), du MeCN (pour le TCB, le TCB-SO et le
TCB-SO) ou du diméthylformamide (pour I’ABZ, I’ABZ-SO et ’ABZ-SO,). Conserver
toutes les solutions étalons meres a -18 °C.



b)  Solutions étalons intermédiaires (100 pg/ml)

Transférer 500 ul de chaque solution étalon meére (2 000 pg/ml) dans une fiole jaugé de 10 ml
et porter au volume avec du MeCN.

c)  Solutions étalons de travail (0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 2 ng/ml, 5 pg/ml et 10 pg/ml)

Transférer 10 pl, 100 pl, 200 pl, 500 pl et 1 000 pl du mélange de solution étalon (100 pg/ml)
dans cinq fioles jaugées de 10 ml et porter au volume avec du MeCN pour obtenir des
mélanges de solutions étalons de travail de 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml et 10 pg/ml,
respectivement.

d)  FEtalon interne (IS) : phosphate de triphényle (TPP) (0,1 pg/ml)

Utiliser le TPP comme IS pour le mode CL-SM/SM a ions positifs. Pour le préparer, mettre
10 mg de TPP dans une fiole jaugée de 10 ml et porter au volume avec du MeCN
(1 000 pg/ml). Transférer 10 pl de cette solution dans une fiole jaugée de 10 ml et porter au
volume avec du MeCN.

e) IS de cyprodinil (10 pg/ml)

Utiliser le cyprodinil comme étalon de contrdle de qualité (QC) pour surveiller la performance
du systéme de CL-SM/SM. Pour le préparer, mettre 10 mg de cypronidil dans une fiole jaugée
de 10 ml et porter au volume avec du MeCN (1 000 pg/ml). Transférer 100 pul de cette
solution dans une fiole jaugée de 10 ml et porter au volume avec du MeCN.

2.3.2.Matériel
Le matériel ci-dessous est indiqué :

Centrifugeuse réfrigérée (Sigma, modele 4K 15C) ; mélangeur vortex, Barnstead Thermolyne
(modele 37600) ; balance, sensibilit¢ de 0,1 mg ; multi-agitateur Reax (Heidolph) ; fioles
jaugées de classe A (10, 25ml en verre transparent); tubes de centrifugation en
polypropyléne (50 ml) ; systtme de CL-SM/SM (un Waters Alliance 2695 couplé a un
Quattro Premier XE de Waters Corporation, Etats-Unis).

2.4. PROCEDURE
2.4.1. Extraction des échantillons
Les étapes de I’extraction sont les suivantes :

a)  Mettre 10 g d’échantillon de lait homogénéisé dans des tubes de centrifugation en
éthylene propyléne fluoré ; utiliser 10 ml d’eau distillée (H,O) comme blanc de
réactifs.

b)  Peser 20 g d’échantillon témoin de lait comme étalons de méme matrice.

c) Peser 10 g pour les solutions dopées de CQ. Ajouter 100 ul de mélange de
solution étalon (10 pg/ml des sept benzimidazoles et des trois avermectines) pour
obtenir 100 ngg™' de CQ et laisser au repos pendant 15 minutes (min).



d) Ajouter 100 pl de solution d’IS de TPP (0,1 pg/ml) par 10 g (cela donne une
concentration équivalente de 1 ng/g) a tous les tubes contenant 1’échantillon, la
solution dopée de QC, la matrice témoin et le blanc de réactifs.

e) Ajouter 10 ml de MeCN a chaque tube.

f)  Ajouter 5 g de MgSO4:NaCl [4:1, poids par poids (p/p)], secouer immédiatement
les tubes pendant 1 min et centrifuger [pendant 5 min & 3 500 tours par minute
(tpm)].

g)  Mettre 2 ml du surnageant dans un tube de 5 ml contenant du MgSO, (300 mg) et
100 mg de C18. Mélanger au vortex pendant 1 min et centrifuger a 3 000 tr/min
pendant 2 min.

h) Mettre une partie aliquote du surnageant (1 ml) dans un flacon
d’autoéchantillonneur contenant 10 pl de solution de cyprodinil.

i) Injecter 10 pl de la solution finale dans le systéme de CL-SM/SM.

2.4.2.Calibration avec des étalons de méme matrice

Pour préparer une courbe de calibration avec des étalons de méme matrice, mettre 1 ml de
I’extrait d’échantillon dans chaque flacon d’autoéchantillonneur. Ajouter a chaque flacon
25 ul des solutions d’étalons de travail de 0,1 ug/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml et 10 pg/ml,
ce quicorrespond a des concentrations de 5 pg/kg, 50 pg/kg, 100 pg/kg, 250 pg/kg et
500 pg/kg, respectivement. Ajouter 10 pl de cypronidil (100 pg/kg) a chacun des cinq flacons.

2.4.3.Conditions de chromatographie
a)  Validité du systéme

Pour évaluer la validit¢é du systéme, injecter au moins cinq répétitions d’un étalon
intermédiaire utilis€ pour la courbe d’étalonnage. L’écart-type relatif (RSD) de la réponse
maximale et du temps de rétention ne devrait pas dépasser 5 %.

b)  Conditions déterminantes

Comme indiqué au tableau 1, effectuer la séparation en phase inverse des analytes a I’aide
d’une colonne XTerra MS C18 (150 mm x 2,1 mm ID, particules 5 um) maintenue a 20 °C.

Les conditions finales de la phase mobile sont : A) acide formique aqueux 0,1 % et B) MeCN
comme ¢luant par gradient (0,3 ml/min) utilisés avec un état initial de 98:2 [A:B volume par
volume (v/v)] et la concentration organique est augmentée a 100 % en 5 min ; maintenir
pendant 10,5 min avant de retourner a I’état initial.

Equilibrer le systéme de CL pendant au moins 30 min avec la phase mobile A : phase mobile
(2 % : 98 %, v/v) figurant au tableau 2 avant d’analyser les échantillons.

TABLEAU 1. RESUME DES CONDITIONS DE CHROMATOGRAPHIE

Colonne chromatographique Phase inverse, C18, 150 mm x 2,1 mm, 3,5 um
Phase mobile Phase mobile A : phase mobile B (2:98, v/v)
Condition de flux Gradient

Débit 0,2 ml/min

Volume d’injection 10 ul

Température 25°C




TABLE 2. GRADIENT DE LA PHASE MOBILE

Durée (min) A B Flux (ml/min) Courbe
0 2 98 0,30 1
5 100 0 0,30 6
10,00 0,0 100,0 0,30 1
15,00 98 2 0,30 1

2.4.4.Spectrométrie de masse (SM)

Ici, les analyses de SM sont effectuées par électronébulisation en mode d’ionisation ESI+ a la
pression atmosphérique a un débit de 0,3 ml/min. Utiliser de [’azote gazeux pour la
désolvatation a 350 °C et de I’argon pour la collision.

Régler la température de la source et la tension de pulvérisation ionique a 120 °C et 650 V,
respectivement. Utiliser un couplage de SM pour la surveillance de réactions multiples
(MRM) avec une durée de sé¢jour de 100 a 200 millisecondes (msec) pour détecter les
analytes. Régler les gaz du cone et de désolation a 50 et 800 1/h respectivement.

L’acquisition de SM se fait en deux périodes de temps (0 & 7,5 min et 6,5 & 14 min). Les
conditions de SM sont optimisées en ajustant les parameétres spécifiques de I’analyte, 1’énergie
de collision et le potentiel de sortie de la cellule de collision pour chaque analyte. Optimiser
en infusant 1 pg/ml de la solution étalon de chaque analyte et surveiller les deux
ions-fragments les plus abondants produits a partir de I’ion moléculaire (tableau 3).

TABLEAU 3. IONS SURVEILLES ET PARAMETRES DE SM OPTIMISES POUR
CHAQUE ANALYTE

N°  Analyte Transition SM/SM Tension Energie de Temps de Fonction
Pointe de base (1) du cone collision (eV)  séjour (sec)
Deuxieme pointe (2) V)
1 TBZ 202,1>175,1 (1) 50 30 0,20 1
202,1>131,1 2) 50 28
2 ABZ 266,2>234.2 (1) 40 15 0,20 I
266,2>191,1 40 30
3 ABZ-S0O, 298,1>265,9 2) 40 28 0,20 I
298,1>159,1 40 15
4 ABZ-SO 282,1>239,9 0] 40 28 0,20 I
282,1>208 40 15
5 TCB 359>274,1 2) 50 25 0,20 II
359>344,1 50 28
6 TCB-S02 391>2423 €)) 50 40 0,10 I
7 TCB-SO0, 375>242,2 ) 30 45 0,10 I
8 EMA 886,5>158,1 e)) 50 30 0,10 I
886,5>126 50 15 0,10
9 ABA 891>305,1 2) 50 30 0,10 I
891>567,2 50 12 0,10
10 IVE 892,5>569,2 0] 50 30 0,10 I
892,5>307,1 50 12 0,10
11 Phosphate de triphényle 327>77 2) 25 20 0,20 1I
12 Cyprodinil 226>108 (1) 40 25 0,20 1l




3.  DETERMINATION DES RESIDUS DE BENZIMIDAZOLE ET
D’AVERMECTINE DANS LE LAIT DE VACHE PAR CHROMATOGRAPHIE
LIQUIDE AVEC DETECTEUR DE FLUORESCENCE

3.1. PRINCIPE

Cette méthode met en jeu I’extraction d’échantillons avec des solvants organiques, le ringage
par extraction en phase solide (SPE) et la dérivatisation avant analyse par CLHP.

3.2. PORTEE

Le procédé comprend la détermination des résidus de cinq avermectines [¢émamectine (EMA),
ivermectine (IVE), éprinomectine (EPRI), doramectine (DORA)] et abamectine (ABA) dans
le lait de vache a des niveaux de 0,5 a 100 ng/g.

3.3. MATIERES

Les réactifs et les produits chimiques suivants sont nécessaires : MeCN de qualit¢ CLHP,
MeOH et H,0 ; cartouches de C18 (Sep-Pak®Vac 6 cc, 500 mg) ; trié¢thylamine > 99 % ;
1-méthylimidazole > 99% ; anhydride trifluoroacétique - réactif plus >99 %. ABA 95 % et
EMA 96 % (Chem Service); IVE 91,0% et EPRI 91%, USP; DORA 96 %
(Dr. Ehrenstorfer).

3.3.1. Etalons et solutions
a)  Solutions étalons méres (2 000 pg/ml)

e Mettre 20 mg de chaque étalon d’analyse dans une fiole jaugée de 10 ml et remplir au
volume avec du MeOH (pour ’EMA, I'IVE, I’EPRI et la DORA) et du MeCN (pour
I’ABA).

e Conserver toutes les solutions étalons a -20 °C.

b)  Mc¢élange de solution étalon (50 pg/ml)

Mettre 250 pul de chaque solution étalon (2 000 pg/ml) dans une fiole jaugée de 10 ml et
remplir au volume avec du MeCN.

c¢)  Meélange de solution étalon (250 ng/ml)

Mettre 50 ul de mélange de solution étalon (50 pg/ml) dans une fiole jaugée de 10 ml et
remplir au volume avec du MeCN.

d)  Solution étalon de travail

e Mettre 5pul, 10 ul, 50 ul, 100 pl, 300 ul et 600 ul de mélange de solution étalon
(250 ng/ml) dans six fioles jaugées de 10 ml et remplir au volume avec du MeCN pour
obtenir des mélanges de solution étalon de travail de 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml,
10 ng/ml, 30 ng/ml et 60 ng/ml, respectivement.

e Le tableau 4 ci-dessous résume le processus de préparation des solutions étalons.



TABLEAU 4. PREPARATION DES SOLUTIONS ETALONS D’ANALYSE

Niveau Vol. (ul) du Volume Concentration Milieu de
mélange final de dilution
de solution étalon la solution
(250 ng/ml) étalon (ng/pl)

1 5 2,5 0,5 MeCN
2 10 2,5 1 MeCN
3 50 2,5 5 MeCN
4 100 2,5 10 MeCN
5 300 2,5 30 MeCN
6 600 2,5 60 MeCN

e)  Echantillons enrichis

Ajouter 10 pl, 20 pl et 500 pl de mélange de solution étalon a un échantillon de 2,5 g dans un
tube a essais, laisser reposer tout en poursuivant la procédure d’extraction de 1’échantillon.

3.3.2. Matériel

Le matériel suivant est requis pour le test: centrifugeuse réfrigérée (Sigma, modele
4K 15 C) ; mélangeur vortex, Barnstead Thermolyne (Mode¢le 37600) ; balance, sensibilité de
0,1 mg ; multi-agitateur Reax (Heidolph) ; fioles jaugées de classe A : 10, 25 ml en verre
clair ; tubes de centrifugation en polypropyléne (50 ml). Il faut également un systeme de
CL-DFL : Waters Alliance 2695 couplé¢ a un détecteur de fluorescence (DFL, Waters
Corporation, Etats-Unis).

3.4. PROCEDURE
3.4.1. Extraction de I’échantillon

a)  Mettre un échantillon de 2,5 g de lait dans un tube de centrifugation de 50 ml.

b)  Ajouter 10 ml de MeCN pour la premicre extraction, mélanger au vortex pendant
30 secondes et centrifuger a 2 500 tr/min pendant 3 min. Transférer le surnageant dans
un autre tube de centrifugation de 50 ml.

c)  Extraire a nouveau avec 5 ml de MeCN. Combiner 1’extrait et mélanger avec 20 ml de
H,O et 40 pl de triéthylamine.

d) Rincer I’extrait avec une cartouche SPE C18 conditionnée avec 5 ml de MeCN puis
5 ml de MeCN:H,O (40:60, v/v) contenant 0,1 % de triéthylamine ; passer sous vide
pendant 5 min.

e) Laver la cartouche avec 3 ml d’hexane et passer sous vide pendant 5 min. Eluer le
résidu avec 10 ml de MeCN dans un flacon de couleur ambrée de 12,5 ml. Evaporer
I’¢luat a sec sous azote a 600 °C.

3.4.2. Dérivatisation

a)  Dissoudre le résidu dans 1 ml de MeCN, le mettre dans un bain ultra-sonique pendant
20 min puis ajouter 100 pul de N-méthylimidazole et 100 pul d’anhydride
trifluoroacétique.



b)  Laisser reposer ’échantillon en le protégeant de la lumiére pendant 35 min avant de
transférer une partie aliquote dans un flacon d’autoéchantillonneur et d’injecter dans la
CLHP-DFL.

3.4.3. Conditions de chromatographie
a)  Validité du systéme et conditions déterminantes

Pour évaluer la validité du systéme, injecter au moins cinq répétitions d’un étalon
intermédiaire utilisé pour la courbe d’étalonnage. L’écart-type relatif (RSD) de la réponse
maximale et du temps de rétention (TR) ne doit pas dépasser 5 %. Exécuter la CLHP dans les
conditions résumées dans le tableau 5 ci-dessous.

TABLEAU 5. CONDITIONS DE CHROMATOGRAPHIE

Colonne de chromatographie : Phase inverse C18, 4,6 x 150 mm, 3,5 um
Phase mobile : MeOH:H,O0 (97:3, v/v),
Type de flux de la phase mobile : Isocratique

Debit : 1 ml/min

Volume d’injection : 50 pl

Température (échantillon) : 25°C

Température (colonne) : 30 °C

Temps de lecture : 9 min

Détecteur : DFL 2475

Longueur d’onde d’excitation : 365 nm

Longueur d’onde d’émission : 465 nm

4. DETERMINATION DU FLORFENICOL DANS LA CHAIR DE POISSON PAR
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE

4.1. PRINCIPE

Le florfénicol (FFC) est un antimicrobien a large spectre utilisé pour traiter les maladies
bactériennes chez le poisson et le seuil maximum de résidus recommandé¢ (MRL)
correspondant dans la chair de poisson est de 1000 pg/kg. [2] Les échantillons sont extraits
dans de I’acétate d’éthyle, rincés par SPE et analysés par CLHP avec un détecteur ultraviolet
(UV).

4.2. PORTEE

Cette méthode est appropriée pour I’analyse du FFC dans la chair de poisson au seuil de
quantification (LOQ) de 500 pg/kg.

4.3. MATIERES
Les consommables suivants sont requis :

Etalon d’analyse du FFC ; acétonitrile (MeCN) ) méthanol (MeOH) ), hexane ), eau
ultra-pure (H,O) ; acétate d’éthyle, tous de qualité de CLHP.

(*) Les solvants utilisés dans le processus de ringage devraient étre de qualité analytique ou
chromatographique (CLHP) avec un haut degré de pureté. Si un solvant ne répond pas a ces
spécifications, il doit étre filtré a 1’aide de filtres 8 membrane de 0,45 pm (au moins). Solution
¢talon primaire (SNI) — solution de FFC, 100.10° pg/l ; solution étalon secondaire (SNII) —
solution de FFC.



4.3.1.Etalons et solutions

a)  Solution étalon mere de FCF (SNI) de 100.10° pg/1

e Mettre trés exactement 10,0 mg (+ 0,1 mg) de FFC dans une fiole jaugée de 100 ml et
les dissoudre dans environ 80 ml de MeCN de qualité CLHP.

o Agiter et apres dissolution compléte, compléter jusqu’a 100 ml avec du MeCN.

o La stabilité de cette solution est de 3 mois au congélateur.

b)  Solution étalon de travail de 10.10 3pg/1

e Mettre, a I’aide d’une pipette, 5 ml de SNI de FFC dans un ballon de 50 ml, remplir
jusqu’a la marque avec du MeCN et mélanger soigneusement.

o La stabilité de cette solution est de sept jours au réfrigérateur.

e Conserver dans 1’obscurité.

¢)  MeOH:H;O (10:90, v/v)

Meélanger 9 ml de H,O et 1 ml de MeOH dans un tube de 10 ml.

4.3.2. Matériel

Le matériel requis se présente comme suit :

Mélangeur vortex ; pipette Pasteur ; systéme d’évaporation ; tubes coniques en plastique de
15 ml; ballon; bain-marie; cartouches SPE (C-18; liquide de rincage, 500 mg/3 ml) ;
distributeur a vide ; CLHP-UV ; micropipette ; distributeur ; seringues jetables de 3 ml ;
flacons avec tubes internes ; balance de précision (0,0001 g) ; béchers ; unité de filtrage de

0,45 pm.

4.4. PROCEDURE

a)
b)

¢)

d)
e)

Mettre 5,0 g (= 0,009) d’échantillon broyé dans des tubes coniques en plastique de

50 ml.

Mettre six portions de 5,0 g (£ 0,009) d’échantillon témoin de tissus broyé dans
des tubes en plastique coniques de 50 ml avant de transférer au laboratoire pour
analyse.

Préparer la courbe d’étalonnage de la matrice :

i)  Enrichir ces échantillons avec 10 pgm/l de SNII conformément aux
concentrations indiquées au tableau 6.

ii)  Utiliser les échantillons restants comme témoins. A I’aide d’un
distributeur, ajouter 10 ml d’acétate d’éthyle aux échantillons pesés mis
dans les tubes a essais.

M¢élanger au vortex pendant 1 min.

Centrifuger a 2 000 tr/min pendant 5 min.

Transférer le surnageant dans un autre tube en plastique de 15 ml.



g)
h)
i)
j)
k)

D

0)
p)

o))

Evaporer le surnageant a I’aide d’azote, dans un bain-marie & 50-55 °C jusqu’a ce
qu’il reste un résidu huileux.

Ajouter 2 ml d’hexane au tube contenant 1’extrait pour €liminer la graisse.
M¢élanger au vortex pendant 15 secondes.

Ajouter 5 ml d’eau au tube et secouer 30 secondes.

Centrifuger a 2 000 tr/min pendant 5 min ; enlever la couche supérieure (hexane)
et, si nécessaire, répéter cette étape pour ¢éliminer la graisse.

Evaporer tout hexane restant sous azote dans un bain-marie a 50-55 °C pendant
2 min.

Démarrer la SPE comme suit :

1) Préparer le distributeur a vide avec le nombre de cartouches de SPE (C18 ;
500 mg/3 ml) nécessaire.

i)  Conditionner les cartouches avec 5,0 ml d’acétate d’éthyle, 10 ml de
MeOH et 10 ml de HO.

ii1)  Charger les échantillons dans les cartouches d’extraction ; transférer les
échantillons contenus dans les tubes dans les cartouches, laver les tubes
avec 3 ml de H,O et les transférer dans le réservoir ; ¢luer 1’échantillon et
laisser les cartouches sécher.

iv)  Ringage de I’échantillon : ajouter 10 ml de MeOH:H,O (1:9, v/v), puis
ajouter 10 ml de H,O.

v)  Elution des échantillons : mettre les cartouches sur les tubes coniques en
plastique de 15ml pour recueillir I’échantillon ¢élué. Eluer les
échantillons ; ajouter 5,0 ml d’acétate d’éthyle aux cartouches et les
sécher.

Retirer les cartouches de C-18 et évaporer la solution dans le tube (étape m)
jusqu’a siccité sous azote dans un bain-marie a 50-55 °C.

Ajouter 1 ml de MeCN:H,0 (40:60, v/v) au résidu et bien mélanger.

Presser le contenu (étape o) a travers un filtre de 0,45 um dans un flacon de
CLHP.

Injecter I’échantillon dans la CLHP pour I’analyse dans les conditions de
chromatographie décrites au tableau 7.

TABLEAU 6. PROCEDURE D’ENRICHISSEMENT DE L’ECHANTILLON

10

Concentration de Vol. (ul) de concentration Masse (pLg) ajoutée a
I’étalon pg/kg de la SNII de 1000 pg/kg I’échantillon de 5,0 g
250 125 125.10°
500 250 250.10°
1000 500 500.10°
1500 750 750.10°
2 000 1 000 1 000.10°




TABLEAU 7. CONDITIONS DE CHROMATOGRAPHIE

Parametres de chromatographie

Détecteur : uv

Colonne : C-18 250 x 4,6 mm, 5 pm
Méthode : FFC-UV

Température de la colonne : 50°C

Longeur d’onde (A) : 230 nm

Phase mobile : H,0:MeCN (60:40, v/v)
Durée du processus : 6 min

Volume injecté : 20 ul

Débit : 1 ml/min

Temps de retention : FFC 4,5 min

4.5. CONTROLE ESSENTIEL
Il convient de noter ce qui suit :

a) La colonne analytique est conditionnée pour jusqu’a 1 h 30 min avant 1’injection
et I’analyse de 1’échantillon.

b)  Aprés chaque dosage, la colonne doit étre lavée avec du MeOH a faible débit
(environ 0,1-0,2 ml/min) pendant au moins 4 h.

4.6. CRITERES D’ACCEPTABILITE

Les écarts de valeurs du tableau 8 sont recommandés pour 1’acceptabilité de la méthode.

TABLEAU 8. NIVEAUX D’ENRICHISSEMENT ET INTERVALLES DE RECUPERATION
ACCEPTABLES

Concentration enrichie (ug/kg) Intervalle de récupération
Moins de 1 502120 %
1al0 702110 %
Plus de 10 802110 %

4.7. INCERTITUDE DE MESURE

L’incertitude ¢élargie estimée de mesure devrait étre de 5,4 %.

4.8. LOQ

La LOQ de la méthode pour le FFC en ce qui concerne le poisson est de 500 pg/kg.
4.9. CCALPHA ET CC BETA

. CCa pour le FFC en ce qui concerne le poisson est de 840 pg/kg.
. CCR est de 879 ng/kg.

11



4.10. RESUME DE LA PROCEDURE DE PREPARATION DE L’ECHANTILLON

12

a)
b)

9)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
j)
k)

D

Mettre 5,0 g d’échantillon dans un tube a essais de 50 ml.

Tracer une courbe ajustée a la matrice en utilisant des concentrations standard
de 250 pg/kg, 500 pg/kg, 1000 ug/kg, 1500 pg/kg, 2000 pg/ke.

Ajouter 10 ml d’acétate d’éthyle et mélanger au vortex pendant 1 min.

Centrifuger a 2 000 tr/min pendant 5 min.

Transférer le surnageant dans un tube a essais propre de 15 ml.

Evaporer le surnageant sous azote dans un bain-marie & 50-55 °C.

Ajouter 2 ml d’hexane au tube contenant I’extrait et secouer pendant 15 secondes.
Ajouter 5 ml de H,O désionisé et agiter pendant 30 secondes.

Centrifuger a 2 000 tr/min pendant 5 min.

Eliminer la couche supérieure (hexane).

Evaporer I’hexane résiduel grace a un courant d’azote & 1’aide d’un bain-marie
a 50-55 °C pendant 2 min.

Conditionner la colonne SPE avec 5 ml d’acétate d’éthyle, 10 ml de MeOH et
10 ml de H,O désionisé.

Transférer le contenu du tube de 15 ml (étape e) dans un réservoir dans la
chambre de purification SPE.

Rincer le tube d’échantillon avec 3 ml de H,O et transférer le contenu dans le
réservoir.

Eluer Iéchantillon a un débit de 2-3 gouttes par seconde.

Ajouter 10 ml de MeOH:H,O (1:9, v/v) au réservoir et ¢luer la colonne SPE.
Laver la colonne avec 10 ml de H,O.

Sécher la colonne pendant 1 min.

Utiliser des tubes de 15 ml propres pour recueillir I’échantillon élué.

Eluer I’échantillon avec 5 ml d’acétate d’éthyle au débit de 1 a 2 gouttes par
seconde.

Retirer la colonne SPE et sécher les échantillons sous azote dans un bain-marie
a 50-55 °C.

Reconstituer le résidu avec 1,0 ml de MeCN:H,O (40:60, v/v) et mélanger au
vortex pendant 1 min.

Filtrer le résidu reconstitué avec une membrane de 045um en
polytétrafluoroéthyléne (PTFE) dans un flacon avant d’injecter dans la
CLHP-UV.



5. DETERMINATION DU FLORFENICOL ET DU FLORFENICOL-AMINE
DANS LA CHAIR DE POISSON PAR RADIO-IMUNNODOSAGE ET
CONFIRMATION PAR CL-SM/SM

5.1. PRINCIPE

Le florfénicol (FFC) est couramment utilisé pour traiter les maladies bactériennes chez le
poisson mais ses résidus ne doivent pas dépasser le MRL de 1 000 pg/kg dans la chair de
poisson [2]. Les échantillons sont extraits dans de 1’acétate d’éthyle, rincés par SPE et
analysés par CLHP-UV pour établir une procédure de détermination par radio-immunodosage
(RIA) avec confirmation des résultats suspects par CL-SM/SM.

52 PORTEE

La méthode est appropriée pour détecter les résidus de FFC dans la chair de poisson afin de
respecter le MRL permis/acceptable de 1 000 pg/kg.

5.3. MATIERES
Les consommables suivants sont requis :
5.3.1.Etalons

Solution étalon primaire (SNI); FFC et florfénicol-amine (FFA), 100.10° pgl™; solution
étalon secondaire (SNII) - FEC et FFA, 2,103 pgl.

5.3.2.Réactifs

KH,PO4; Na,HPO4PO ; NaCl ; gélatine physiologique ; 2,5-diphényloxazole (PPO), 1,4-bis
(5-phényl-2-oxazolyl) benzéne (POPOP) ; charbon activé ; dextran (T-70) ; toluéne ; triton
X-100; azoture de sodium NaNj; tampon phosphate salin (PBS). Autres réactifs :

acétone (*1); dichlorométhane (*1); hexane 1); H,O désionisé ; MeOH (*1); toluéne ; triton

X-100.

o &V Les solvants utilisés pendant le processus de ringage devraient étre de qualité
analytique ou CLHP. Tous les solvants utilisés avec 1’équipement (CLHP), doivent
étre des solvants de chromatographie ou de meilleure qualité.

e Siun solvant ne répond pas aux spécifications, il devrait étre filtré avec une membrane
d’environ 0,45 pm.

5.3.3.Solutions étalons
a)  Solution étalon mére de FFC (SNI) de 100.10° pg/l

e Mettre trés exactement 10,0 mg (+ 0,1 mg) de FFC dans un ballon de 100 ml en
corrigeant la masse réelle en fonction de la pureté de la solution étalon.
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b)

c)

d)

e)

f)

Les dissoudre dans environ 80 ml de MeOH de qualit¢ CLHP, agiter et apres
dissolution compléte, porter la solution a la marque de 100 ml.
La période de péremption est d’un an si la solution est conservée au congélateur.

Solution étalon de travail 2.10° pg/l

Prélever 2 ml de solution de SNI a I’aide d’une pipette, les mettre dans une fiole
jaugée de 100 ml et porter a la marque avec du MeOH.

Bien mélanger.

La période de péremption de la solution est d’un an si elle est conservée au
congélateur.

Solution tampon PBS 0,1 mol/l ; pH=7,4

Peser 13,609 g de KH;POy4, 14,196 g de Na,HPOy4, 5,844 ¢ de NaCl et 6,501 g
d’azoture de sodium NaNj et dissoudre le tout dans 800 ml de H,O avant d’ajuster
le pH.

Transférer le mélange dans une fiole jaugée de 1 000 ml et remplir a la marque avec
du H,O désionisé.

La période de péremption de la solution est de 12 mois si elle est conservée au
réfrigérateur.

Solution tampon PBS + gélatine 0,01 mol/l, pH 7,4

Dissoudre 1,0 g de gélatine physiologique dans 800 ml de H,O.

Transférer dans une fiole jaugée de 1000 ml et ajouter environ 100 ml de PBS
0,1 mol/l ajusté a pH = 7,4.

Ajuster le volume avec de H,O désionisé.

La période de péremption de la solution est de 12 mois si elle est conservée au
réfrigérateur.

Me¢lange de scintillation

Peser 4,9 g de PPO et 0,1 g de POPOP.
Les dissoudre dans 666 ml de toluéne.
Apres dissolution complete, ajouter 333 ml de triton et mélanger.

Suspension de charbon
Dissoudre 0,5 g de charbon actif et 0,05 g de dextran T-70 dans 100 ml de tampon

PBS + gélatine 0,01 mol/l a pH = 7,4.
Préparer ce mélange chaque jour.

5.3.4. Matériel

Matériel requis : agitateur (vortex) ; micropipette ; pipette Pasteur ; distributeur ; systéme
d’évaporation ; seringues jetables de 3 ml; tubes coniques en plastique de 15 et 50 ml;
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flacons de scintillation avec tubes ; ballon ; balance de précision (précision de 0,0001 g),
bain-marie ; bouchons ; compteur de scintillation liquide ; tubes RIA ; tubes a essais.

5.4. PROCEDURE

a)
b)

d)

e)

g)

h)

i)
)

k)

Mettre 5,0 g (= 0,001 g) d’échantillon broyé dans des tubes coniques en plastique
de 50 ml.

Mettre six portions de 5,0 g (+ 0,001 g) d’échantillon témoin (échantillons sans
I’analyte en question) dans des tubes coniques en plastique de 50 ml. Enrichir les
¢chantillons comme indiqué au tableau 9, ce qui représente 2 x MRL, 1 x MRL et
0,5 x MRL en utilisant des solutions SNI.

Préparer la courbe d’étalonnage en utilisant les plages de concentration indiquées
au tableau 10.

Enrichir les échantillons avec des parties aliquotes de la solution étalon de travail
a ce stade ; ajouter 2 ml de H,O désionisé au tube.

Ajouter 8 ml d’acétone et homogénéiser le contenu.

Centrifuger a 1 500 tr/min pendant 10 min. Ajuster le volume final du surnageant
combing, ajouter 20 ml d’acétone et décanter le surnageant dans un tube.

Bien mélanger le surnageant, en transférer 8 ml dans un tube a vis et ajouter 6 ml
de dichlorométhane.

Fermer le tube et mélanger le contenu (5 secondes) a 1’aide d’un mélangeur
vortex.

Centrifuger pendant 5 min a 1 000 tr/min pour séparer les couches.

Aspirer et jeter la couche aqueuse supérieure et évaporer la couche inférieure de
dichlorométhane jusqu’a siccit¢é avec de 1’azote (température maximale
45 °C). Toute graisse présente devrait étre éliminée avec du dichlorométhane.
Dissoudre le résidu dans 1,0 ml d’une solution d’acide acétique a 0,001 % et
extraire avec 2 ml d’hexane.

Centrifuger a 1 000 tr/min pendant 5 min pour séparer les couches ; aspirer et jeter
la couche supérieure d’hexane.

Mesurer 250 pl de la solution et porter a 500 pl avec un tampon physiologique.
Effectuer un test de RIA.

Préparer les points d’étalonnage a une plage de concentration finale de 250 ug/kg
a2 000 pg/kg a I’aide d’un tampon physiologique (pH = 7,4).

Ajouter 5 000 a 8 000 coups par minute (cpm) de FFC marqué au tritium.

Ajouter 100 pl d’antisérum dilu¢ a 1:2500 a chaque tube.

Incuber pendant 15 min a 37 °C, puis toute la nuit a 4 °C.

Ajouter 1 ml de charbon actif (0,5 %) et de dextran (0,05 %)

Laisser reposer le mélange pendant 10 min a 4 °C.

Centrifuger a 10 000 tr/min.

Enlever la couche aqueuse.

Ajouter 5 ml de cocktail de scintillation liquide.

Lire les résultats pendant 4 min a I’aide d’un compteur a scintillateur liquide.
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TABLEAU 9. CONCENTRATION ENRICHIE ET VOLUME

Concentration finale (ug/kg) Vol (ul) de la SNI
500 25
1 000 50
2 000 100

TABLEAU 10. PREPARATION DE LA COURBE D’ETALONNAGE

Concentration de Vol. (ul) de la SNII Vol. du tampon
I’échantillon (pg/kg) phosphate salin
250 1 000 1 000
375 1 000 1 000
500 1 000 1000
750 1 000 1 000
1 000 1000 1 000
1 500 1500 500
2 000 2 000 -
5.5. CALCULS

Etant donné que le volume final de la procédure d’analyse est de 250 pl, représentant 1 g de
tissu, aucun autre calcul n’est nécessaire.

5.6. POINTS DE CONTROLE ESSENTIELS
Il est important de noter les points essentiels suivants :

e Latempérature d’évaporation devrait étre de 45 °C + 2 °C.

o Latempérature de pré-incubation de I’étape de RIA devrait étre de 37 °C + 3 °C.

e Le pH du tampon physiologique devrait étre de 7,4 £ 0,1.

o La température de conservation des étalons ainsi que des solutions devrait étre de 4 °C
a9 °C.

e L’extrait d’échantillon sera stable pendant environ deux jours au congélateur.

5.7. INCERTITUDE DES MESURES

Les niveaux d’incertitude élargis pour le FFC et le FFA sont respectivement de 5,9 %
et 10,2 %.

5.8. LOQ, CC ALPHA ET CC BETA

Le seuil de quantification pour le FFC et le FFA en ce qui concerne le poisson est de
250 pg/kg, tandis que les valeurs de CCa et de CCP pour les deux analytes sont
respectivement de 100 ug/kg et 250 pg/kg.

5.9. TEST DE CONFIRMATION

Les résultats du RIA qui semblent positifs peuvent étre confirmés a 1’aide de la technique de
CL-SM/SM apres ringage.
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Conditions de CL-SM/SM requises pour 1’analyse du FFA :

a. Composante de CL

« Hypersil ™ C18-BD, 5 um, 15 cm x 2,0 mm id, colonne en phase inverse.

o La phase mobile consistant en une solution de H,O désionisé plus une solution
d’acide acétique a 0,1 % (solvant A); du MeCN plus une solution d’acide
acétique a 0,1 % (solvant B).

 Equilibrer le systtme de CL pendant 30 minutes a une température de la
colonne/du four de 40 °C avec 100 % de solvant A au débit de 0,3 ml/min.

o Construire le gradient linéaire comme suit : 2 % de solvant B pendant 2 min ;
a40 % de solvant B en 11 min ; maintenir pendant 2 min ; a 100% de solvant B
en 2 min tout en augmentant le débit a 0,4 ml/min ; a 2 % de solvant B en 2 min
tout en réduisant le débit a 0,3 ml/min ; équilibrer pendant 11 min.

b. Parameétres de SM :

Source d’ions : ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI) en mode positif ; effet
couronne = 2 pA ; cone = 25 V ; extracteur = 5 V ; RF lentille = 0,2 V ; température de la
source = 130°C; sonde de température APCI = 500 °C; débit du gaz de désolvatation

300 1/h ; débit du gaz de cone = 100 I/h. Transitions (de la masse a la charge, m/z) pour le
FFA : m/z 248-230 ; m/z 248-197 ; m/z, 248-151 ; m/z, 248-130.

Retard intercanal, 0,3 s ; span (Dalton, Da), 0,1 ; mode ionique FFA ES+, masse de 248,2,
durée de séjour de 0,3 ; FFC masse ionique ES-masse 356,1 ; source ES+ 0,3 capillaire,
3,5kV ; cone, 25,0 V ; extracteur, 1,0 V ; RF lentille, 0,5 V ; température de source, 100 °C ;
source ES-: capillaire, 2,5kV ; cone, 20,0 V; extracteur, 5,0 V; Lentille RF, 0,5V
Température de la source, 100 °C. Autres conditions de la SM : température de désolvatation,
400 °C ; débit de gaz conique, 60 1/h ; débit de désolvation 400 I/h ; durée de centrifugation,
30 min.

Les conditions de CL-SM/SM pour le FFC ci-dessous sont identiques a celles indiquées par
ailleurs et notamment [3] :

a. CLHP : Zorbax 5 mm, C18 (150 x 2,1 mm); phase mobile (mode isocratique)
composée de MeCN:H,O:formiate d’ammonium a un débit de 0,2 ml/min de débit ;
température du four de 50 °C ; volume d’injection : 10 ml.

b. SM : ionisation - ESI + ; gaz de dessication - Ar (520 I/h, 250 °C) ; tension maximum
3000 V ; gaz de collision Ny, 25 I/h ; durée de séjour de 0,2 s ; tension du cone (V)
de 45 pour m/z 355> 336,0 (ion de qualification) et 355,8 > 185,0 ions de transition,
dont les énergies de collision sont respectivement de 39 et 50 V.

17



6. METHODE DE CONFIRMATION POUR LA DETECTION DES
AMINOGYLCOSIDES DANS LE MUSCLE, LE FOIE ET LES REINS PAR
CL-ESI-SM/SM

6.1. PRINCIPE

Les résidus des aminoglycosides (AG), souvent des antibiotiques a large spectre, sont extraits
des échantillons a I’aide d’une solution aqueuse d’acide trichloracétique (TCA). Les extraits
sont passés a travers des cartouches SPE par la balance-hydrophile-lipophile (HLB) et
analysées par CL-ESI-SM/SM.

6.2. PORTEE

Cette méthode est appropriée pour la confirmation et la quantification des analytes suivants
figurant dans le tableau 11.

TABLEAU 11. RESIDUS DE MEDICAMENTS DETECTABLES A L’AIDE DE CETTE METHODE

Meédicament Résidus marqueurs Matrice Espéce CCa (png/kg) CCPB (ug/kg) MRL/
Niveau
indicatif —
substances
sans MRL
(ng/kg)
Amino-glycosides ~ Apramycine Muscle Porc 63,2 65,8 60
Kanamycine 447 49,0 40
Gentamicine C1 54,0 59,2 50
Gentamicine C2 54,9 59,7 50
Gentamicine Cla 55,2 59,9 50
Amikacine 105,1 109,9 /100
Néomycine 555,0 6123 500
Spectinomycine 113,6 125,6 100
Streptomycine 561,7 626,0 500
Dihydrostreptomycine 564,7 627,7 500
Tobramycine 51,9 53,9 /50
Paromomycine 551,4 599,9 500
Netilmicine 56,4 62,6 /50
Sisomicine 54,8 60,0 /50
Micronomicin 55,2 60,3 /50
Hygromycine B 549,5 595,8 /500
Amino-glycosides ~ Apramycine Foie Porc 65,7 72,5 60
Kanamycine 459 50,9 40
Gentamicine C1 112,0 125 100
Gentamicine C2 109,0 121,0 100
Gentamicine Cla 112 125,0 100
Amikacine 108,0 117 /100
Néomycine 555 618,7 500
Spectinomycine 109,3 118 100
Streptomycine 550 609,0 500
Dihydrostreptomycine 553 611 500
Tobramycine 51,6 54,6 /50
Paromomycine 1631 1759 1500
Nétilmicine 57,7 66,2 /50
Sisomicine 54,8 59,6 /50
Micronomicine 57,8 66,5 /50
Hygromycine B 542 581,0 /500
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Amino-glycosides ~ Apramycine Rein Porc 111,0 124 100

Kanamycine 45,2 50,3 40
Gentamicine C1 226 253 200
Gentamicine C2 218 237 200
Gentamicine Cla 228 257 200
Amikacine 109 117 /100
Néomycine 5359 5797 5,000
Spectinomycine 570 631 500
Streptomycine 1104 1206 1,000
Dihydrostreptomycinee 1105 1222 1,000
Tobramycine 56,9 63,3 /50
Paromomycine 1641 1789 1500
Netilmicine 55,5 62,1 /50
Sisomicine 54,1 59.4 /50
Micronomicine 57,3 65,1 /50
Hygromycine B 560 610 /500

6.3. MATERIEL

Les réactifs/produits suivants sont requis : H,O ultra-pur (18,2 méga-ohms) ; acide acétique
de qualit¢ CLHP, MeOH, MeCN et n-hexane ; acide heptafluorobutyrique (HFBA) > 99,5% ;
TCA, A.R; NaOH ; HCI, A.R ; unité de filtrage jetable (0,45 pum) ; cartouches Oasis HLB
(3 cc/60 mg) ; trousse de test de pH (plage de pH 4 a environ 10).

6.3.1.Echantillon de contrdle négatif

Un échantillon de contrdle négatif est un échantillon témoin dont 1’analyse n’a pas permis de
détecter des AG. Il devrait provenir d’animaux dont les antécédents médicaux/de traitement
sont connus (s’il y en a) ou tiré de plusieurs échantillons témoins de la méme matrice et de la
méme espece que 1’échantillon a étudier.

6.3.2.Etalons de la matrice dopés avant extraction (PrEMS)

Dans cette procédure, les échantillons de controle négatif sont dopés avec les analytes a
déterminer au début de la procédure d’analyse. Ils sont utiles pour I’étalonnage et
la quantification des analytes cibles présents dans les échantillons.

6.3.3.Etalons de la matrice dopés aprés extraction (PoEMS)

Ce sont des échantillons de contrdle négatif soumis a I’ensemble de la procédure d’extraction
puis dopés avec les analytes d’intérét avant la détection (étalons ajustés a la matrice). Ils
peuvent étre utilisés pour déterminer la récupération des analytes.

6.3.4.Blanc de réactifs (ou « blanc de procédure »)

Dans ce cas, I’ensemble du protocole d’analyse est suivi, mais sans aucun échantillon ni
aucun analyte. Le blanc est utilisé pour vérifier la possible contamination par les réactifs, le
matériel ou I’environnement de laboratoire.

6.3.5.Matiéres de référence

Aucune matiere de référence certifiée n’est nécessaire pour cette procédure, mais les controles
négatifs, les PrEM et les POEMS sont indispensables pour assurer sa validité.

19



6.3.6.Solvants
a)  Solution aqueuse de TCA a5 % (p/v)

e Mettre 50,0 g de TCA dans un bécher et les dissoudre dans environ 900 ml de H,O
ultra-pur.

e Transférer le tout dans une fiole jaugée de 11 et remplir a la marque avec du H,O
ultra-pur.

e Préparer une nouvelle solution pour chaque essai.

b) HFBA 0,2 mol/l

e Diluer 13 ml de HFBA dans du H,O ultra-pur pour obtenir un volume final de 500 ml.
o Cette solution reste stable jusqu’a six mois a 4 °C.

c¢) HFBA 0,02 mol/l

e Diluer 1,3 ml de HFBA dans de I’eau ultra-pure pour obtenir un volume final de
500 ml.
o Cette solution reste stable jusqu’a six mois a 4 °C.

d) MeCN:HFBA 0,15 M (4:1, v/v)

e Ajouter 400 ml de MeCN et 75 ml de HFBA 0,2 mol/l a 25 ml de H,O ultra-pur et
bien mélanger.
e Préparer une nouvelle solution pour chaque essai.

e)  Solution aqueuse de NaOH de 100 g/l

e Dissoudre 100 g de NaOH dans du H,O ultra-pur et porter a un volume final de
1 000 ml.
e Préparer une nouvelle solution pour chaque essai.

f)  Solution de HCI 0,2 mol/l

e Diluer 5 ml de HCI dans du H,O ultra-pur et porter a un volume final de 300 ml.
e Préparer une nouvelle solution pour chaque essai.

g)  Solution de NaOH (pH 8,5)

e Diluer 100g/l de NaOH a 10g/1 puis ajuster le pH a 8,5 par addition de HC1 0,2 mol/l.
e Préparer une nouvelle solution pour chaque essai.

h)  Phases mobiles

e MeCN contenant du HFBA 20mM : pour préparer, ajouter 1,3 ml de HFBA a 500 ml
de MeCN et mélanger soigneusement.

e MeCN:H,O (5:95, v/v) contenant du HFBA 20 mM : pour préparer, ajouter 2,6 ml de
HFBA a 50 ml de MeCN et 950 ml de H,O et mélanger soigneusement.
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e MeCN:H,0 (50:50, v/v) contenant du HFBA 20 mM ; pour préparer, ajouter 2,6 ml de
HFBA a 500 ml de MeCN et 500 ml d’eau et mélanger soigneusement.
o Préparer fraichement toutes les solutions ci-dessus pour chaque dosage.

6.3.7. Etalon et solutions standard

I1 faut des solutions standard de qualité analytique de haute pureté (tableau 12).

TABLEAU 12. LISTE, PURETE ET SOURCE POSSIBLE DES MEDICAMENTS ETUDIES

Composé Pureté Fabricant/source
Apramycine sulphate 98,5 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Kanamycine sulphate 94,5 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Gentamicine-2,5-sulfate hydrate (mélange de 96,5 % Dr,Ehrenstorfer GmbH, Allemagne

gentamicine C1, C2 et Cla, dans les proportions
de 29,1 %, 21,3 % et 49,6 %)

Amikacine hydrate 99,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Néomycine sulphate 90,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Spectinéomycine sulphate hydrate 96,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Streptomycine sulphate 98,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Dihydrostreptomycine sesquisulfate hydrate 99,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Tobramycine 93,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Paromomycine sulphate 90,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Allemagne
Netilmicine sulphate 93,0 % European pharmacopoeia, France
Sisomicine 98,0 % Toronto Research Chemicals Inc,, Canada
Micronomicine sulphate 60,7 % Ineternational laboratory, Etats-Unis
Hygromycine B 60,0 % Sigma-Aldrich, Etats-Unis

a)  Solution mere
Il convient de noter les points suivants :

e Pour les étalons fournis sous forme de sels et d’hydrates, ajuster la masse pesée de
sorte que seule la masse de la base libre soit considérée.

e Pour préparer la solution de dilution, faire un mélange MeCN:H,O:acide acétique
(20:78:2, v/v/v). Préparer une solution mere pour chacun des 16 AG (100 pg/ml sauf
pour la gentamicine : 80 pg/ml) dans une solution de dilution de MeCN:H,O:acide
acétique (20:78:2, v/v/v).

o Transférer les solutions étalons meres dans des tubes en plastique et conserver a 2 °C a
environ 4 °C pendant jusqu’a six mois.

e Préparer une solution d’ajustement de chaque analyte (10 pg/ml) en diluant chaque
solution mere dans un mélange MeCN:H,O:acide acétique (20:78:2, v/v/v).

b)  Solution standard de dopage

e Préparer un mélange standard de dopage (pour doper trois matrices/échantillons) en
diluant chaque solution mére des 16 AG dans un mélange de MeCN:H,0O:acide
acétique (20:78:2, v/v/v) de concentrations appropriées pour obtenir un volume final
de 50 ml.

e Lorsqu’on a besoin d’un mélange d’enrichissement plus faible, préparer une dilution
supplémentaire des AG.

e Conserver les solutions dans des tubes en plastique a 2 a environ 4 °C ; elles sont
stables pendant 1 mois.
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¢)  Solution standard de dopage des AG cibles pour le muscle porcin

La préparation de la solution étalon de dopage des AG pour le muscle porcin est présentée au
tableau 13.

TABLEAU 13. PREPARATION DE LA SOLUTION D’ENRICHISSEMENT POUR LE MUSCLE PORCIN

Composé MRL/Niveau indicatif Concentration de Partie Concentration de
— substances sans chaque solution aliquote chaque composé dans
MRL (pg/kg) (mg/1) prélevée le mélange obtenu
(ml) (mg/1)
Streptomycine 500 100 6,25 12,5
Dihydrostreptomycine 500 100 6,25 12,5
Néomycine 500 100 6,25 12,5
Paromomycine 500 100 6,25 12,5
Kanamycine 40 100 0,50 1,0
Amikacine /(100) 100 1,25 2,5
Tobramycine /(50) 100 0,625 1,25
Spectinéomycine 100 100 1,25 2,5
Apramycine 60 100 0,75 1,5
Gentamicine C1 50 80 (total GENT) 2,50 1,16
Gentamicine C2 50 1,98
Gentamicine Cla 50 0,85
Hygromycine B /(500) 100 6,25 12,5
Nétilmicine /(50) 100 0,625 1,25
Sisomicine /(50) 100 0,625 1,25
Micronomicine /(50) 100 0,625 1,25

d)  Solution standard de dopage des AG cibles pour le foie de porc

Préparer la solution étalon de dopage des AG pour le foie de porc comme indiqué au
tableau 14.
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TABLEAU 14. PREPARATION DE LA SOLUTION D’ENRICHISSEMENT DES AG POUR LE FOIE DE
PORC

Composé MRL/Niveau Concentration de Partie aliquote Concentration de
indicatif — chaque solution prélevée (ml) chaque composé dans
substances sans (mg/1) le mélange obtenu
MRL (mg/1) (mg/1)
Streptomycine 500 100 5 10
Dihydrostrepto-mycine 500 100 5 10
Neomycine 500 100 5 10
Paromomycine 1500 100 15 30
Kanamycine 40 100 0,4 0,8
Amikacine /(100) 100 2
Tobramycine /(50) 100 0,5 1
Spectinéomycine 100 100 1 2
Apramycine 100 100 0,6 1,2
Gentamicine C1 100 80 (total GENT) 4 1,86
Gentamicine C2 100 3,17
Gentamicine Cla 100 1,36
Hygromycine B /(500) 100 5 10
Netilmicine /(50) 100 0,5 1
Sisomicine /(50) 100 0,5 1
Micronomicine /(50) 100 0,5 1

e)  Solution standard de dopage des AG cibles pour le rein de porc

Préparer la solution étalon d’enrichissement des AG pour le rein de porc comme indiqué au
tableau 15.

TABLEAU 15. PREPARATION DE LA SOLUTION D’ENRICHISSEMENT DES AG POUR LE REIN DE
PORC

Composé MRL/Niveau Concentration Partie aliquote Concentration de chaque
indicatif — de chaque prélevée composé dans le mélange
substances sans solution (mg/1) obtenu (mg/1)
MRL (mg/1)
Streptomycine 1 000 100 2,5 5
Dihydrostreptomycine 1 000 100 2,5 5
Néomycine 5000 100 12,5 25
Paromomycine 1500 100 3,75 7,5
Kanamycine 40 100 0,1 0,2
Amikacine /(100) 100 0,25 0,5
Tobramycine /(50) 100 0,125 0,25
Spectinomycine 500 100 1,25 2,5
Apramycine 100 100 0,25 0,5
Gentamicine C1 200 80 (total GENT) 2 0,93
Gentamicine C2 200 1,59
Gentamicine Cla 200 0,68
Hygromycine B /(500) 100 1,25 2,5
Netilmicine /(50) 100 0,125 0,25
Sisomicine /(50) 100 0,125 0,25
Micronomicine / (50) 100 0,125 0,25
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6.3.8. Matériel

Tubes en polypropyléne a bouchon vissé (15 ml et 50 ml) ; balance de précision (0,1 mg et
0,01 g); mélangeur haute vitesse (IKA® T25 ultra-Turrax® numérique); élément de
dispersion (IKA® Works S25N-25F); pipettes microlitres étalonnées (10 ul-1 000 pl) ;
mélangeur vortex ; agitateur aplat (IKA-KS260); générateur d’ultrasons; pH-métre
(sensION + DOO6) ; centrifugeuse réfrigérée haute vitesse (Beckman Coulter AllegraTM
X-22R) ; évaporateur d’azote (N-EVAPTM 112) ; distributeur a vide de SPE avec contrdle du
débit de PTFE; pompe a vide (GM-0,33A); systéeme de production de H,O ultra-pur
(systeme Milli-Q Plus) ; fioles jaugées (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml et 1 000 ml) ; feuille
d’ aluminium ; flacons d’auto-échantillonneur de couleur ambrée et couvercles enduits de
PTFE ; systéme de CL-ESI-SM/SM.

Les conditions optimales de CL et de SM de la méthode ainsi que les caractéristiques
physico-chimiques pour les analytes sont résumées dans les tableaux 16 et 17.

TABLEAU 16. CONDITIONS OPTIMALES DE CL ET DE SM UTILISEES

Systéme Systéme Agilent série 1100 series équipé d’un dégazeur automatique, d’une pompe quaternaire et
d’un auto-échantillonneur ; CL-SM/SM API 3000

Colonne Waters Atlantis® dC18 (2,1x150 mm, 5 pm)

Volume d’injection 30 pl

Température de la 30°C

colonne

Débit 0,4 ml/min

Mode de SM ESI”

Phase mobile A : MeCN contenant du HFBA 20mM

C : MeCN:H,O0 (5:95, v/v) contenant du HFBA 20mM
D : MeCN:H,O0 (50:50, v/v) contenant du HFBA 20mM

Durée (min) C (%) D (%) A (%)
0,00 90 10 0

1,00 90 10 0
5,00 50 50 0
8,00 50 50 0
11,00 35 65 0
11,10 0 5 95
13,90 0 5 95
14,00 90 10 0
18,00 90 10 0
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TABLEAU 17. MASSES MOLECULAIRES (MM), TRANSITIONS D’IONS ET TENSIONS CONNEXES
DE SM DES AG

Composé MM Ion Ion DP EP CXP CE
précurseur produit V) V) V) V)
(m/z) (m/z)
Apramycine 539,6 540,4 *378,3 105 4,2 23 25
2172 13 40
Amikacine 585,6 586,3 *425,2 90 4,2 27 29
264,1 17 38
Spectinomycine 332,3 351,3 *333,2 60 10,0 23 26
98,2 6 44
Néomycine 614,6 6154 *161,2 155 4,3 10 44
293,0 17 36
Tobramycine 467,5 468,3 *163,2 65 10,0 10 36
3241 19 23
Gentamicine Cla 449,5 450,3 *160,1 85 5,0 9 34
322,1 20 20
Gentamicine C2 463,6 464,3 *322,1 85 5,0 20 20
160,1 9 34
Gentamicine C1 477,6 478,3 *157,2 100 4,5 10 30
3222 20 21
Kanamycine 484,5 4853 *163,2 80 43 9 39
324,1 19 25
Hygromycine B 527,5 5282 *177,2 95 10,0 10 44
352,2 20 35
Dihydrostreptomycine 583,6 584,2 *263,1 145 9,5 14 46
246,2 14 56
Paromomycine 615,6 616,3 *163,2 135 9,0 11 52
293,0 17 35
Streptomycine 581,6 600,3 *582,2 125 4.5 34 26
263,1 16 52
Netilmicine 475,6 476,4 *299,5 65 7,2 21 31
1914 11 36
Sisomicine 447,5 448,5 *322.4 50 7,0 20 20
271,5 19 27
Micronomicine 463,6 464,6 *322.4 90 7,6 22 21
160,3 15 33

*Choisi comme ion quantitatif
Traitement des données Analyste 1.4.1 ou au-dessus

D’autres conditions doivent étre remplies comme suit : durée de séjour de 40 msec ; potentiel
de focalisation de 350 V ; gaz de nébuliseur 12 psi ; rideau de gaz = 8 psi ; gaz de collision =
6 1/min ; tension de pulvérisation ionique = 3 500 V ; température de la source d’ions =
500 °C.

6.4. CONTROLE DE L’ENVIRONNEMENT

o L’extraction et le rincage devraient étre effectués sous éclairage non-UV (lumiere
jaune).

e Lorsqu’ils sont sortis de la zone de lumiére jaune, les extraits devraient étre protégés
de la lumiere UV (par exemple en utilisant du verre de couleur ambrée ou des feuilles
d’emballage).

6.5. PREPARATION ET ANALYSE DES ECHANTILLONS

Utiliser la procédure de préparation et d’analyse des échantillons décrite ci-dessous et les
concentrations indiquées au tableau 18.
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b)

d)

2)

h)

3

k)

D

Homogénéiser les échantillons de tissu porcin (muscle, foie et reins) en pate a
I’aide d’un mélangeur haute vitesse. Conserver les échantillons a -20 °C + 5 °C
dans des récipients en plastique et analyser dans les trois mois. L.’échantillon
devrait étre retourné a la conservation a froid immédiatement aprés le sous-
¢chantillonnage. Faire les analyses le plus rapidement possible ou conserver a
nouveau les échantillons a -20 °C + 5 °C.

Peser deux fois 5 g = 0,1 g de I’échantillon préparé et les transférer dans un tube
en polypropyléne de 50 ml.

Pour les contrdles négatifs et les PrEMS, peser comme indiqué a 1’étape b) et
doper avec des volumes appropriés de solution standard de dopage. Utiliser un
minimum de quatre niveaux d’étalonnage (plus le blanc), avec deux PrEMS pour
chaque niveau. Les niveaux de concentration devraient étre espacés de manicre
¢quidistante et choisis de telle sorte que la concentration prévue de 1’échantillon
se situe au milieu de la courbe d’étalonnage.

Pour chaque extrait de PrEMS, préparer et étiqueter un échantillon de controle
négatif supplémentaire prélevé par la procédure d’extraction (POEMS) comme
PoEMS.

Ajouter 10 ml de TCA a 5% (p/v) a I’échantillon et bien homogénéiser a
10 000 tpm pendant 1 min, puis centrifuger a 8 000 tpm pendant 5 min. Transférer
I’extrait dans un autre tube de 50 ml en polypropylene.

Répéter la procédure d’extraction en utilisant 10 ml de TCA a 5 % et combiner les
surnageants de TCA dans le tube de 50 ml en polypropylene.

Ajouter 5 ml chacun de HFBA 0,2 M et de n-hexane aux surnageants de TCA ;
couvrir les tubes avec du papier aluminium, les placer sur un agitateur a plat et
mélanger pendant 30 min a > 360 tpm.

Centrifuger les tubes a 8 000 tpm pendant 5 min a température ambiante, ¢liminer
la couche supérieure de n-hexane et 1’utiliser pour le ringage.

Mettre une cartouche SPE HLB sur le distributeur a vide, la conditionner avec
3 ml de MeOH, 3 ml de H,O et 3 ml de HFBA 0,2 M et laisser les solvants
s’écouler par gravité. Jeter 1’¢luat.

Charger 5 ml de DI’extrait de la couche supérieure (étape h) sur la cartouche
conditionnée et laisser pénétrer a 1 ml/min. Recueillir I’extrait dans un tube de
15 ml en polypropyléne et ajuster le pH a 8,5 + 0,2 avec du NaOH a 100g/1
(environ 9 gouttes) et du HCI1 0,2 mol/I.

Mettre une autre cartouche SPE HLB sur le distributeur a vide, la conditionner
avec 3 ml de MeOH, 3 ml de H,O, 3 ml de HFBA 0,2 M et 3 ml de solution de
NaOH de pH 8,5 et laisser couler I’¢lution par gravité. Jeter 1’¢luat.

Mettre I’extrait a pH 8,5 = 0,2 de 1’étape k) sur la cartouche conditionnée et le
laisser s’écouler a la vitesse de 1 ml/min. Jeter I’¢luat.

Relier les deux cartouches HLB avec des joints a vide et rincer avec 5 ml de H,O
ultra-pur. Sécher les deux cartouches a moins de 15 mm Hg pendant 10 min.

Eluer les résidus d’AG des deux cartouches avec 6 ml de MeCN:HFBA 0,15 M
(8:2, v/v) a 1 ml/min, et recueillir I’éluat dans un nouveau tube en polypropyléne
de 15 ml.

Réduire 1’¢luat recueilli a environ 0,3 ml avec un évaporateur d’azote a une
température réglée de 40 °C.

Pour préparer les POEMS, prendre 1’échantillon résiduel de 0,3 ml de 1’étape d)
marqué PoEMS et y ajouter la solution standard de dopage pour faire
correspondre les PrEMS préparés a 1’étape ¢) comme indiqué au tableau 18.



o))

r)
i)
i)
iii)
v)

v)

Vi)
vii)

viii)

Reconstituer le résidu (étape o) a 1 ml par addition de HFBA 20 mM et mélanger
au vortex pendant 30 secondes. Transférer 1’échantillon dans un flacon
d’autoéchantillonneur a bouchon vissé de 2 ml.
Soumettre les échantillons et les controles a la CL-ESI-SM/SM comme suit :
Injecter les POEMS par ordre croissant de concentration.
Injecter également les PrEMS par ordre croissant de concentration.
Rincer la colonne en y injectant un blanc.
Injecter les échantillons.
Aprés le 10° échantillon, injecter un PrEMS suivi d’un autre ringage
(injection de blanc).
Injecter une autre série de POEMS (par ordre croissant de concentration).
Injecter une autre sériec de PrEMS également par ordre croissant de
concentration.
Faire un ringage final.

TABLEAU 18. PREPARATION DES ETALONS DE CONTROLE ET NIVEAUX DE REFERENCE

Identification du controle Niveau d’enrichissement des PrEMS
(ng/kg)

Blanc de réactifs 0
PrEMS 0 0
PrEMS 1 0,5 MRL/Niveau indicatif
PrEMS 2 1,0 MRL/Niveau indicatif
PrEMS 3 1,5 MRL/Niveau indicatif
PrEMS 4 2,0 MRL/Niveau indicatif

6.6. QUALIFICATION DE LA PERFORMANCE

Avant de commencer la séquence de CL-ESI-SM/SM, vérifier que les conditions suivantes
sont remplies :

a) Largeur de référence approximative du PrEMS 1 pour chaque analyte : <1

b) Rapport approximatif signal-bruit du PrEMS 1 pour chaque analyte > 5:1

c¢) Résolution de la gentamicine C2/micronomicine : > 50 %

d) Dérive des temps de rétention (PrEMS 1 du début a la fin de la procédure) <5 %
e) Dérive de la surface du pic (PrEMS 1 du début a la fin de la procédure) : <30 %
f) Coefficient de régression des PrEMS (r*) pour chaque analyse > 0,97

6.7. CALCUL DES RESULTATS

Il convient de noter ce qui suit :

a)  Préparer les courbes d’étalonnage des PrEMS de I’aire du pic par rapport a
la concentration pour chaque analyte/transition et calculer la valeur de r’.

b)  Préparer les courbes de réponse des POEMS de ’aire du pic par rapport a la
concentration pour chaque analyte/transition.

c)  Calculer les recouvrements en comparant les pentes des courbes de PrEMS et de
PoEMS.
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d)

Effectuer les vérifications de la validité du systéme en utilisant la streptomycine
comme marqueur.

e) Si D’échantillon a un pic au temps de rétention (TR) typique pour I'un des
analytes, calculer la concentration des analytes a partir des courbes d’étalonnage
du PrEMS par la formule :

Ou
Y est I’aire du pic ; m la pente et x la concentration ; ¢ I’ordonnée

Utiliser la formule : concentration (ug/kg — 1) = aire dupicde ;’leChan“”on_C ...... (2)

f)  Comparer la différence entre les résultats relatifs aux échantillons doubles et la
répétabilité indiquée dans le document de validation

g)  Comparer le rapport des concentrations calculées de chaque diagramme et les

tolérances indiquées dans la décision 2002/657/CE [4] de la Commission. Si les
rapports se situent dans les tolérances spécifiées pour le nombre requis de points
d’identification, I’identité de I’analyte est confirmée.

Des informations détaillées sont présentée au tableau 19 sur la validation de la méthode.
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7. METHODE DE DETERMINATION PAR CL-SM/SM DES RESIDUS DE
BENZIMIDAZOLE DANS LES PRODUITS ANIMAUX

7.1. PRINCIPE

Les échantillons sont extraits avec du carbonate de potassium et de 1’acétate d’éthyle et
dégraissés avec de I’hexane. Les mesures qualitatives et quantitatives des résidus sont faites
par CL-ESI-SM/SM avec ou sans IS (*Cg-thiabendazole).

7.2. PORTEE

Cette méthode de CL-ESI-SM/SM est adaptée a la détermination des benzimidazoles (BZ),
des pro-benzimidazoles et de leurs métabolites dans les produits animaux, y compris la
viande de porc, de mouton, le foie, lelait et le poisson. Les BZ cibles, les pro-
benzimidazoles et leurs métabolites comprennent le S5—hydroxy—thiabendazole
(TBZ-5—0H), le thiabendazole (TBZ), 1’albendazole—2—aminosulfone (ABZ—NH,—S0,),
I’albendazole sulfoxide (ABZ-SO), [I’oxibendazole (OXI), I’oxfendazole (OXF),
I’albendazole sulfone (ABZ—S0,), I’albendazole (ABZ), le fébantel, le thiophénate-éthyl, le
fenbendazole sulfone (FBZ—SO;) et le fenbendazole (FBZ).La LOD et le LOQ sont
respectivement de 0,75 pg/kg et 2,5 pg/kg.

7.3. MATERIEL

Les produits suivants sont requis : H,O de qualité analytique ; MeCN, n-hexane, acétate
d’éthyle, MeOH et acétone de qualité CLHP ; acide formique, acide acétique, GR ; MgSO4
anhydre, acétate de sodium anhydre, AR ; adsorbant SPE (PSA) ; des étalons d’analyse, y
compris ABZ 99,0 %, ABZ-SO 98,5 %, ABZ-SO; 99,0 %, ABZ-NH, -SO , ,> 99 %, TBZ
98,5 %, TBZ-5-OH 99,5%, OXI 98,5%, OXF 99,0 %, FBZ 99,0 %, FBZ-SO,> 99 %,
fébantel 99,0 % et thiophénate-éthyle 99,0 %. Autres équipements nécessaires: membrane
filtrante 0,22 um ; systétme de CLHP-ESI-SM/SM ; homogénéiseur ; mélangeur vortex ;
super-centrifugeuse ; ultra-sonicateur ; évaporateur rotatif/azote ; et balance de précision.

7.3.1.Solutions étalons

e Préparer 100 mg/l de mélange de solution mére dans du MeOH et diluer a des
solutions étalons de travail (environ 10 mg/l) immédiatement avant utilisation.

o Conserver la solution mere au réfrigérateur a 4 °C.

e Préparer également des étalons de travail de méme matrice avec un échantillon
témoin du foie.

7.4 PROCEDURE
7.4.1.Extraction et rin¢cage des tissus musculaires et hépatiques

a)  Ajouter 50 pg/l d’IS, 3 g de sulfate de sodium, 3 ml de carbonate de potassium
2M et 15ml d’acétate d’éthyle a 5 g de tissus musculaires ou hépatiques
homogénéisés, dans un tube de centrifugeuse de 50 ml.

b)  Agiter sur un mélangeur vortex pendant 2 min et centrifuger pendant 5 min a
5000 tpm.

c)  Décanter le surnageant dans un ballon de distillation de 100 ml.

d)  Répéter la procédure d’extraction une fois avec 15 ml d’acétate d’éthyle.
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2
h)
i)
j)
k)

Evaporer les phases organiques collectées jusqu’a siccité sous azote (45 °C).
Ajouter 3 ml de MeCN et 5 ml de n-hexane au résidu séché et agiter pendant
2 min a I’aide d’un ultra-sonicateur avant de transférer le contenu dans un tube
de centrifugeuse de 10 ml.

Centrifuger pendant 5 min a 5 000 tpm et jeter la couche supérieure.

Ajouter 5 ml de n-hexane a la couche restante pour dégraisser I’extrait.

Evaporer la couche de MeCN jusqu’a siccité sous azote (45 °C) et dissoudre &
nouveau le résidu dans 1 ml de MeCN.

A T’aide d’une pipette, mettre 100 pl de la solution (étapei) dans 900 ul
de MeCN:H,O (30:70, v/v) et presser la matiére a travers un filtre de 0,22 pm.
Injecter dans un systéme de CL-SM/SM pour analyse.

7.4.2. Extraction et rincage des échantillons de lait

a)

b)
©)

d)

Mettre 5 ml d’échantillon de lait dans des tubes de centrifugeuse en
polypropyléne de 50 ml.

Ajouter 50 g/1 d’IS, 20 ml de MeCN contenant de 1’acétique-acide a 0,5 %.
Agiter sur un mélangeur vortex pendant 2 min.

Ajouter de 1’acétate de sodium anhydre (1,5 g) et du sulfate de sodium anhydre
(6,0 g) a chaque tube et agiter vigoureusement pendant 2 min.

Centrifuger a 5 000 tpm pendant 5 min.

Aspirer 4 ml du surnageant et évaporer jusqu’a siccité sous azote (45 °C).
Dissoudre le résidu dans 2 ml de MeOH et ajouter 50 mg de PSA.

Mélanger au vortex pendant 2 min.

Centrifuger a nouveau a 5 000 tpm pendant 5 min.

Evaporer une partie aliquote de 1 ml de surnageant jusqu’a siccité sous azote
(45 °C) et reconstituer les résidus dans 1 ml de MeCN:H,O (30:70, v/v).

Presser la maticre a travers un filtre de 0,22 pum.

Injecter le contenu dans un systéme de CL-SM/SM pour 1’analyse.

7.4.3.Conditions de CLHP

Les conditions de CLHP sont notamment les suivantes : colonne chromatographique —
colonne analytique Eclipse x DB-C18 (50 mm x 4,6 mm 1,8 um); débit de 0,3 ml/min
de flux ; volume d’injection de 10 pl; température de la colonne : 26 °C ; phase mobile :
MeCN et solution d’acide formique 0,005 M en mode gradient (tableau 20).

TABLEAU 20. FLUX DU GRADIENT DE LA PHASE MOBILE DE LA CLHP

Temps (min) A : MeCN (%) B : acide formique 0,005 M (%)
0 85 15
5 20 80
8,5 20 80
8,6 85 15
14 85 15
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7.4.4.Paramétres de SM

o Utiliser le mode d’ionisation ESI avec scanner MRM et de 1’azote comme gaz
nébuliseur, de collision, rideau de gaz et gaz de chauffage.

e Les conditions optimisées d’ESI+ - les conditions de SM/SM comprennent :
potentiel de focalisation : 400 V ; potentiel de sortie : 10 V ; potentiel de sortie de la
cellule de collision : 4 V ; température : 450 °C ; tension de pulvérisation ionique :
4500V ; gaz 1:50 psi; gaz 2: 60 psi; rideau de gaz: 30 psi; gaz de collision :
10 psi ; durée de séjour : 50 ms.

e Les paramétres de tolérance et de SM/SM pour les benzimidazoles sont présentés
dans les tableaux 21 et 22 respectivement.

7.4.5. Evaluation des résultats

a) Détermination qualitative

e Pour chaque composé, sélectionner un ion parent et deux ions fils.

e Maintenir le temps de rétention (TR) a £ 2,5 % des ions standards respectifs et les
erreurs maximales tolérées des abondances relatives des ions, comme indiqué au
tableau 21

TABLEAU 21. ABONDANCE RELATIVE DES IONS (%) ET ERREURS MAXIMALES
TOLEREES

Abondances relatives des ions % >50 20-50 1020 <10
Erreurs maximales tolérées % +20 +25 +30 +50

b) Détermination quantitative

e Préparer des courbes d’étalonnage pour chaque analyte en analysant les échantillons
négatifs dopés en double avec des solutions étalons de chacun des 12 analytes
a 7 niveaux de concentrations différents.

e Quantifier chaque composé en faisant référence a la réponse de 1’aire du pic de I’IS.

¢) Calcul

Exprimer les concentrations en analyte X (mg/kg), calculées par la formule :

ml X 1000

X = [ X e (4)

m x 1000
Ou

ml est le poids de 1’analyte dans la courbe d’étalonnage (ug) ; m le poids de 1’échantillon
(g) ; et n le facteur de dilution.
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7.4.6.Critéres d’acceptabilité

e Il est recommand¢ d’utiliser des échantillons témoins et de référence dans les
analyses courantes.

o Seuls les résultats avec des taux de récupération de 70 % a 110 % sont acceptés ; en
dehors de cette fourchette, il faudrait arréter 1’analyse et déterminer la source des
problémes identifiés.

TABLEAU 22. DETERMINATION QUALITATIVE ET QUANTITIVE DES IONS* ET PARAMETRES
D’ANALYSE PERTINENTS

Composé Transition Potentiel de Energie de TR
(m/z) désolvatation/v collision /v /min

ABZ 226/234,1* 45 31 8,24
222/191,1 48

ABZ-SO 282,3/208,1* 33 37 6,26
282,3/191,1 45

ABZ-S0O, 298,3/159,1* 44 53 7,19
298,3/224,1 40

TBZ 202,2/175,1%* 50 37 3,61
202,2/131,2 48

TBZ-5-OH 218,1/191,1%* 48 37 1,93
218,1/147,2 50

OXI 250,2/218,0* 41 30 7,07
250,2/176,2 43

OXF 316,3/159,1* 48 51 7,07
316,3/191,2 32

FBZ 300,3/268,1* 44 35 8,89
300,3/159,1 52

FBZ-S0O, 332,2/159,1* 50 58 7,82
332,2/300,2 36

ABZ-NH,—-SO0, 240,1/133,2* 45 44 2,72
240,1/198,2 30

Febantel 447,2/280,1* 37 48 10,2
447,2/227,1 48

Thiophenate—ethyl 371,3/151,0* 34 34 9,11
371,3/104,0 48
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8. DETECTION DES RESIDUS D’ALBENDAZOLE DANS LA VIANDE
8.1. PRINCIPE

L’albendazole (ABZ) extraite d’échantillons de viande et purifi¢ entre en concurrence avec
I’ABZ conjuguée a du raifort (HRP) sur une plaque de dosage immuno-enzymatique
(ELISA). Apres ringage, les résidus de HRP catalysent le substrat, ce qui entraine un
changement de couleur. L’intensit¢ de celle-ci est inversement proportionnelle a la
concentration d’ABZ dans les échantillons.

8.2. PORTEE

Cette méthode est adaptée a la détermination de I’ABZ et de ses métabolites dans
les produits animaux,y compris la viande de porc, de mouton, le foie, lelait et le
poisson. Les résidus cibles sont le sulfoxyde d’albendazole (ABZ-SO), le sulfone
albendazole (ABZ-SO,) et ’ABZ.

8.3. MATERIEL ET EQUIPEMENTS

La trousse d’analyse contient notamment :

Microplaque a 96 puits enduite d’immunoglobuline g (IgG) de lapin contre I’ABZ ;
solutions étalons ABZ ; peroxydase conjuguée ; tampon de ringage concentré 10 x ; tampon
de citrate ; substrat ; solution de diluant 20 x concentrée ; solution d’obturation ; enveloppe
en plastique ; kit d’instructions. Autres réactifs nécessaires a I’immunodosage : HCI
0,0l M; NaOH 5M; HCI 5M; H,O distillé; diméthylsulfoxyde (DMSO); tampon
phosphate salin (PBS).

8.3.1. Matériel

Le matériel suivant est requis : homogénéiseur ; super-centrifugeuse ; micropipettes de
précision de 50 ul, 100 pl et 200 pul ; micropipette multi-canaux de 50 pl a 200 ul ; lecteur
de plaque microtitre avec filtre de 450 nm.

8.4. PROCEDURE
8.4.1 . Préparation/extraction et analyse des échantillons
84.1.1. Foie

a)  Mettre 1 g de foie dans un tube de centrifugation de 50 ml.

b)  Ajouter 10 ml de PBS contenant 10 % de DMSO.

¢)  Homogénéiser pendant 30 min avec un Ultra-Turrax ou un équipement similaire.
d)  Centrifuger ’homogénat a 4 500 tpm pendant 5 min.

e) Transférer le surnageant dans un nouveau tube a essais.

f)  Répéter les étapes b) a e).

g)  Combiner les surnageants et bien mélanger.

h)  Centrifuger 1 ml de surnageant a 10 000 tpm pendant 5 min.

1)  Le surnageant propre est prét pour la détection.
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8.4.1.3.

a)
b)
c)
d)
e)
f)
2

Viande et poisson

Mettre un échantillon de viande de 2 g dans un tube de centrifugation de 50 ml.
Ajouter 10 ml de PBS contenant 10 % de DMSO.

Homogénéiser pendant 30 min avec un Ultra-Turrax ou un équipement similaire.
Centrifuger I’homogénat a 4 500 tpm pendant 5 min.

Transférer le surnageant dans un autre tube a essais.

Répéter les étapes a) a e).

Combiner les surnageants et centrifuger (1 ml) a 10 000 tpm pendant 5 min.

Le surnageant propre est prét pour la détection.

Lait

Mettre un échantillon de lait de 1 ml dans un tube de 50 ml.

Ajouter 10 ml de PBS contenant 10 % de DMSO.

Homogénéiser pendant 30 min avec un Ultra-Turrax ou un équipement similaire.
Centrifuger I’homogénat a 4 500 tpm pendant 5 min.

Transférer le surnageant dans un autre tube a essais.

Centrifuger 1 ml de surnageant a 10 000 tpm pendant 5 min.

Le surnageant propre est prét pour 1’analyse/détection.

Pour I’analyse

h)

b)
©)

8.4.1.5.
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Laisser tous les réactifs atteindre la température ambiante. Une fois qu’on
commence, il faut terminer toutes les étapes sans interruption.

Ajouter 200 pl de H,O distillé dans les puits des échantillons témoins.

Ajouter 50 ul de H,O distillé dans les puits de liaison maximale.

Ajouter 50 ul de chaque étalon dans les puits des étalons.

Ajouter 50 ul de chaque échantillon dans les puits des échantillons.

Ajouter 50 pl d’enzyme conjuguée a chaque puits, sauf aux puits des
¢échantillons témoins.

Agiter doucement la plaque.

Laisser incuber la plaque pendant 30 min a température ambiante (20 a 25°C).
Vider tous les puits apres incubation.

Séquence de ringage

Remplir complétement tous les puits avec la solution de ringage ; les vider en
retournant la plaque et en serrant la cadre central en matiére plastique pour éviter
que les bandes ne tombent du cadre.

Répéter quatre fois la procédure de ringage.

Enlever les gouttelettes résiduelles en tapant vigoureusement contre une serviette
en papier.

Développement

Préparer la solution de développement en diluant une partie de chromogéne dans
neuf parties de tampon citrate.

A TP’aide d’une micropipette multicanaux, ajouter 200 pl de solution de
développement a chaque puits, y compris ceux des échantillons témoins.

Laisser incuber pendant 30 min a température ambiante dans 1’obscurité.



d)

8.4.1.6.

Ajouter 50 ul de solution d’obturation a chaque puits. La couleur devrait virer du
bleu au jaune. Bien mélanger.

Lecture

e Apres avoir bien mélangé, mesurer 1’absorbance avec un lecteur de microplaques a
450 nm.
o Prendre la mesure immédiatement apres 1’arrét du processus de développement.

8.4.2. Evaluation des résultats

Se servir d’une courbe d’étalonnage pour déterminer les concentrations inconnues de

benzimidazole.

a) Calculer la valeur d’absorbance moyenne pour 1’échantillon témoin et la
soustraire de la valeur d’absorbance de chaque puits.

b) Calculer la valeur d’absorbance moyenne pour la liaison maximale (B,), les
étalons et les échantillons.

c) Diviser la valeur d’absorbance moyenne des étalons et des échantillons (B) par
celle de la liaison maximale (B,) et multiplier par 100.

d)  La liaison maximale est donc égale a 100 % ; donner les valeurs d’absorbance en
pourcentage.

e)  Entrer les rapports B/Bo (%) calculés pour chaque étalon dans un systeme semi-
logarithmique de coordonnées par la concentration en benzimidazole de
I’étalon ; tracer la courbe d’étalonnage.

f)  Prendre le rapport B/Bo (%) pour chaque échantillon et interpoler la

concentration correspondante a partir de la courbe d’étalonnage.

37



9. METHODE D’ANALYSE DES SULFAMIDES ET DES TETRACYCLINES
DANS LES ECHANTILLONS ENVIRONNEMENTAUX SOLIDES/SEMI-SOLIDES
ET AQUEUX PAR CL-SM/SM

9.1. PRINCIPE

Les échantillons sont préparés par extraction solide-liquide, y compris le ringage par SPE a
I’aide de la cartouche HLB puis concentrés sous un courant d’azote avant I’analyse par
CL-SM/SM mettant en jeu | MRM ou le suivi de réactions sélectionnées (SRM), le balayage
des ions produits, le balayage des ions précurseurs, et les balayages d’une perte de neutre.

9.2. PORTEE

Cette POS sert a la détermination des résidus de sulfamides et de tétracyclines des
médicaments dans plusieurs échantillons environnementaux par CL-SM/SM.

Les matrices d’essai sont divisées en matrices solides/semi-solides et aqueuses. Les matrices
solides/semi-solides sont principalement le sol, le fumier animal et le compost de fumier
ainsi que les sédiments, alors que les matrices aqueuses sont 1’eau douce souterraine et de
source, ainsi que 1’eau de mer.

Les analytes cibles sont des antimicrobiens (tels que les tétracyclines et les sulfamides)
utilisés en ¢élevage et en aquaculture. La concentration cible est aussi faible que
raisonnablement possible.

9.3 PRODUITS
Les produits chimiques, les réactifs et les consommables suivants sont requis :

¢chantillons aqueux/(semi-)solides — bouteille d’échantillon, PTFE ou équivalent en
plastique résistant aux solvants organiques avec bouchon a vis; bouchons de bouteilles
(enduits de fluoropolymere) ; réactifs de qualité analytique.

9.3.1. Etalons/solutions étalons
a)  Solutions étalons

o Utiliser des maticres de pureté et de composition connues, ou les acheter
sous forme de solutions/mélanges avec certification de leur pureté, de
leur concentration et de leur authenticité.

o Pour les étalons de pureté > 98 %, il n’est pas nécessaire de corriger le
poids lors du calcul de la concentration.

b)  Solution meére

o Dissoudre une quantité appropriée de matiere de référence testée/d’étalon
pur dans un solvant approprié¢ (10 mg dans une fiole jaugée de 10 ml
avec bouchon émeri et remplir a la marque avec du MeOH).

o Conserver les solutions étalons dans 1’obscurité a -10 °C dans des flacons
a bouchons a vis enduits de fluoropolymere ou sous un gaz non réactif
(comme I’azote).
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c)

e Mettre une marque sur le ballon au niveau de la solution pour permettre
de détecter les pertes de solvant par évaporation.
o Compléter la solution si du solvant s’évapore.

Solution de dopage
e Préparer a une limite de quantification ou un seuil de déclaration

pratique.
e Dans ce protocole, cela est déterminé par la formule.

quantité (ng) x vol.dilution (ml)

+ vol.injection (ul)x

échantillon

d)  Solutions étalons marquées avec des isotopes
e Préparer les étalons internes correspondants de la méme maniére que
1’étalon analytique a I’étude.
9.3.2. Matériel

Le matériel suivant est requis : homogénéiseur de tissus, mélangeur vortex ; mélangeur
ultra-sonique ; four ; dessiccateur ; balance de précision (capable de peser 0,1 mg a 10 mg) ;
pH-métre ; papier pH (large gamme) ; ultra-sonicateur ; cartouche SPE de HLB/mode
mixte ; mode mixte d’échange de cations (MCX) 60 mg, Waters Oasis, 20 cc/1 g LP, 60 pum,
ou équivalent ; appareil de filtration de solvants ; appareil de filtration sous vide avec
distributeur a vide ; filtre en microfibre de verre Whatmann de qualit¢ C (GF/C) de pores
0,45 um ; centrifugeuse ; pipettes/micropipettes ; évaporateur rotatif ; évaporateur d’azote.

9.4. PROCEDURE

9.4.1. Préparation des échantillons

a)

b)

c)

d)

Les échantillons, en particulier de sol avec des particules de tailles inférieures a
2 mm, sont utilisés pour I’analyse (si nécessaire les homogénéiser/mélanger pour
réduire la taille).

Pour le fumier/compost de fumier solide, obtenir du fumier solide et du compost
de fumier sans antimicrobien aupres de fermes d’élevage biologiques.

Le lisier peut étre préparé a partir de fumier solide avec de H,O distillé.
Me¢langer le fumier solide et le H,O distillé a 1:1 (p/p) et agiter pendant 5 h ;
recueillir le filtrat.

Les échantillons de sol doivent étre libres d’antimicrobiens (c’est-a-dire provenir
d’endroits ou des médicaments vétérinaires et du fumier n’ont pas été
appliqués).

Les échantillons de sol, de sédiments et de fumier/compost de fumier utilisés
pour I’analyse ne doivent pas contenir de débris. IIs doivent étre déshydratés
autant que possible par centrifugation ou filtration sous vide et séchés pendant
au moins 12 h a 110°C.

Filtrer les échantillons aqueux pour I’analyse avec un GF/C de pores 0,45 pm
sous vide.
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9.4.2. Extraction et concentration

a)
b)

c)

d)

2

Extraire les analytes cibles par SPE a partir d’échantillons aqueux.

Utiliser I’extraction a ultrasons avec du MeOH:EDTA-tampon Mcilvaine pH = 6
(90:10, v/v) pour extraire les échantillons solides.

Pour éliminer les extraits indésirables/interférences des extraits solides, utiliser
la méme procédure SPE que pour les échantillons aqueux.

Utiliser de ’EDTA-tampon Mcilvaine (pH 6) comme solvant d’extraction pour
¢éviter la chélation, notamment des tétracyclines.

Filtrer les échantillons de sol avec de la célite 545 (moins de 1 g).

Utiliser des articles en plastique lors de la préparation et de la manipulation des
¢chantillons pour éviter 1’adsorption qui pourrait réduire les taux de
récupération.

Utiliser un composé¢ au C18 pour le ringage des échantillons.

9.4.3 . Résumé de la préparation des échantillons
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a)
b)

c)
d)

e)
f)

2
h)

)
k)

D

Peser 3 a 5 mg d’échantillon solide (fumier solide).

Ajouter du MeOH:EDTA-tampon Mcilvaine (90:10, v/v) (pH=6) ; 3 x 30 ml, et
passer a |’ultra-sonicateur pendant 20 min.

Filtrer avec GF/C et un composé de célite 545.

Charger 1 g de C18 de SPE sur une rampe (activer et prétraiter avec 5 ml de
MeOH, 5 ml de tampon d’EDTA de Mcilvaine (pH = 4).

Filtrer I’échantillon.

Eluer I’échantillon avec 10 ml de H,O ; jeter et ajouter 20 ml d’acide oxalique
0,01 M dans du MeOH.

Sécher I’échantillon sous N et ajouter du MeCN:H,O (10:90, v/v).
Injecter I’échantillon solide dans le systeme de CL-SM/SM.
Mesurer < 100 ml d’échantillon aqueux (H,O/lisier).

Filtrer sous vide avec un GF/C et un composé¢ de célite 545.

Charger 1 g de C18 de SPE sur une rampe (activer et prétraiter avec 5 ml de
MeOH, 5 ml d’EDTA-Mcilvaine tampon pH = 4.

Filtrer I’échantillon.



m)  Eluer I’échantillon avec 10 ml de H,O ; jeter et ajouter 20 ml d’acide oxalique
0,01 M dans du MeOH.

n)  Sécher I’échantillon sous N, et ajouter MeCN:H,O (10:90, v/v).

o) Injecter échantillon aqueux dans le systeme de CL-SM/SM.

9.4.4. Mesure

e Systéme Acquity de chromatographie liquide ultra performance (UPLC), CI18,
colonne hybride pontée a éthyléne (100 mm x 2,1 mm, diametre des particules
1,7 um) ; phase mobile programmable, NH 4HCO, 20mM, 20 % de MeOH et
NH 4 HCO, 20mM, 95 % de MeOH.

e Transitions MRM (m/z): chlorotétracycline (CTC) 479>444, 479>462,
oxytétracycline (OTC) 461>426, 461>443, sulfaméthazine (SMT) 279>124,
279>186, sulfaméthoxazole (SMTZ) 254>108, 254>156 (99), sulfathiazole (STZ)
256>108 255>156 (92), et comme IS, SMTZ-"C¢ 260>162 et SMT -">Cg 285>124
(tableau 23).

e Préparer des courbes d’étalonnage en utilisant des étalons dans le solvant/tampon,
I’extrait de contrdle de la matrice et la matrice traitée par la procédure d’extraction.

TABLEAU 23. PARAMETRES DE SM/SM POUR LES ANALYTES ET LES ETALONS INTERNES

Nom générique Classe Transition MRM (m/z) Tension du CE (eV)
Ion précurseur — cone (V)
lon produit

CTC Tétracyclines 479>444, 479>462 36 18, 18
4-¢épichlorteétracyclline (ECTC) Tétracyclines 479>444, 479>462 36 18, 18
4-¢épi-anydrochlotétracycline (EACTC) Tétracyclines 461>154, 461>444 36 18, 18
OTC Tétracyclines 461>426, 461>443 34 18, 14
4-¢épioxyéetracycline (EOTC) Tétracyclines 461>426, 461>444 34 18, 14
SMT Sulfamides 279>124,279>186 40 26, 16
SMT-"C; Sulfamides 285>124 36 26
SMTZ Sulfamides 254>108, 254>156 (99) 36 24,16
SMTZ-"C, Sulfamides 260>162 30 16
STZ Sulfamides 256>108, 255>156 (92) 34 20, 14

9.4.5.Evaluation des résultats

o Le taux de récupération (%) des tétracyclines et des sulfamides dans les échantillons
aqueux (eau et lisier) devrait €tre supérieur a 70 % (79,4 a 116 et 76,46 a 110 pour
les échantillons solides/semi-solides) comme indiqué dans le tableau 24.

o Les seuils de déclaration des tétracyclines et des sulfamides devraient étre inférieurs
40,05 ngg' dans le sol, a 0,1 ngg” dans le compost solide (sauf le SMTZ) et a
0,0025 ngg™' dans le lisier/I’eau (tableau 25).
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TABLEAU 24. TAUX MOYEN DE RECUPERATION DES RESIDUS DE MEDICAMENTS
VETERINAIRES DANS LES ECHANTILLONS ENVIRONNEMENTAUX SOLIDES/SEMI-SOLIDES ET
AQUEUX

Nom générique Sol/compost Eau/échantillons liquids
Moyenne (%) Coefficient de Moyenne (%) CV (%)
variation
(CV %)
CTC 110,0 7,5 108,0 43
ECTC 71,3 8,2 78,2 5,4
EACTC 72,3 9,3 76,6 5,7
OTC 92,5 7,3 79.4 7,2
EOTC 80,3 6,4 82,4 6,7
SMT 101,0 8,4 101,0 7,3
SMTZ 88,7 8,2 89,5 6,3
STZ 77,5 9,4 81,2 7.8

TABLEAU 25. VALEURS DE CC ALPHA ET DE CC BETA ET SEUILS DE DECLARATION POUR LES
RESIDUS DE TETRACYCLINES ET DE SULFAMIDES

Nom générique CC, (ug/kg) CCg (ug/kg)  Seuil de déclaration Observation
(ng/kg) (m/z)

CTC 14,9 25,3 <0,05 (sol) 479>444
<0,1 (compost solide)

OTC 19,2 32,7 <0,05 (sol) 461>426
<0,1 (compost solide)

SMT 0,4 0,7 <0,05 (sol) 279>124
<0,1 (compost solide)

SMTC 0,5 0,9 <0,05 (sol) 254>108
N/A (compost solide)

STZ 0,5 0,9 <0,05 (sol) 256>108

<0,1 (compost solide)

e Donner les résultats en ng/l pour les échantillons aqueux et en pg/kg pour les solides
(échantillons aqueux contenant des particules visibles, solides, sols, sédiments,
tourteaux de filtrage, compost) sur la base du poids sec de 1’échantillon.

9.4.6.Critéres d’acceptabilité
Les criteres d’acceptabilité devraient étre fondés sur une décision de la Commission

européenne [4] concernant les performances des méthodes d’analyse et 1’interprétation des
résultats.
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10. DETERMINATION DES RESIDUS DE CHLORAMPHENICOL DANS LA
VIANDE, LES BOYAUX ET LES HERBES PAR LA METHODE ELISA

10.1. PRINCIPE

Cette technique est une version modifiée d’une méthode standard [5] dans laquelle les
résidus sont extraits de la viande, des boyaux et des herbes avec du H,O. Apres
centrifugation, une partie aliquote du surnageant est rincée par des colonnes Extrelut® NT3.
Aprées incubation, le chloramphénicol (CAP) est extrait avec du dichlorométhane et 1’¢luat
final est dilu¢ dans du PBST.

Le principe de détection est le dosage immuno-enzymatique basé sur une réaction antigéne-
anticorps. Les anticorps polyclonaux (PCA) du lapin sont préparés contre le CAP couplé a
I’albumine bovine (BSA). Les puits de la microplaque sont enduits d’anticorps du lapin
contre les caprins.

10.2. PORTEE

Cette méthode peut permettre de détecter le PAC dans la viande et les boyaux (a 0,3 pg/kg)
ainsi que dans les herbes a 0,5 pg/kg. Le procédé est également indiqué pour la détection des
glucuronides du CAP.

10.3. MATERIEL ET EQUIPEMENTS

10.3.1. Produits chimiques/réactifs

Les produits chimiques requis comprennent: [’acétate d’éthyle; 1’iso-octane; le
trichlorométhane ; le n-hexane ; le H,O désionisé.

10.3.2. Matériel

Le matériel suivant est également requis : bouteilles et couvercles en plastique polyvalents
(25 ml et 50 ml) ; produis d’isolation des réactifs (50 ml) ; tubes en verre (12 ml) ; bécher en
verre ; embouts de pipettes (10 a 200 ul ; 100 a 1 000 pl et 500 a 5 000 ul ) ; balance de
précision ; vortex a vitesse variable; centrifugeuse réfrigérée; homogénéiseur ;
concentrateur d’échantillons ; bain-marie ; lecteur ELISA ; agitateur de microplaque ;
pipette a simple canal (10 a 100 pul ; 100 a 1 000 pul et 500 a 5 000 pl) ; pipette multicanaux
(25 ula 300 pl).

10.4. PROCEDURE
10.4.1. Spécificité et sensibilité
o Cette technique ELISA utilise un anticorps spécifique cultivé chez le lapin contre la
protéine du CAP conjugué et il est important de noter la réactivité croisée.
e Préparer une courbe d’étalonnage linéaire dans la plage 0,025 ng/ml a 2 ng/ml.

e Il n’est pas nécessaire d’hydrolyser 1’échantillon en raison de la réactivité croisée
entre le CAP et son glucuronide.
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10.4.2.

Traitement de I’échantillon

a)  Echantillons de tissus (viande/boyaux)

Homogénéiser environ 10 g de tissus.

Mettre 3 g d’échantillon homogénéisé dans un tube en verre.

Ajouter 6 ml d’acétate d’éthyle et mélanger pendant 10 min.

Apres centrifugation (10 min, 2 000 g), mettre 4 ml d’acétate d’éthyle au moyen
d’une pipette dans un tube en verre et évaporer I’acétate d’éthyle a 50 °C sous un
courant d’azote doux.

Dissoudre le résidu gras dans 1 ml d’iso-octane/trichlorométhane (2:3, v/v) et ajouter
1,0 ml de tampon de dilution de I’échantillon. Agiter le mélange pendant 1 min et
centrifuger (10 min, 2 000 g).

S’il y a une émulsion dans la couche supérieure, mettre le tube a essais dans un
bain-marie (80 °C) pendant 5 min et centrifuger a nouveau. Mettre au moyen d’une
pipette 50 pl du liquide de la couche supérieure dans un tube a essais.

On peut utiliser du mélange iso-octane/trichlorométhane ou du n-hexane dans la
préparation des échantillons. Prélever 50 ul de la couche supérieure lorsqu’on utilise
le mélange iso-octane/trichlorométhane ou 50 pl de la couche inférieure lorsqu’on
utilise du n-hexane. La récupération peut étre meilleure avec le mélange
1so-octane/trichlorométhane qu’avec le n-hexane.

b)  Echantillon d’herbes

10.4.3.

Broyer 10 a 100 g d’herbes.

Homogénéiser 5 g du broyat dans 20 ml de H,O distillé.

Mettre avec une pipette 5 ml de ce mélange dans un tube en verre.

Ajouter 10 ml d’acétate d’éthyle et mélanger pendant 30 min.

Centrifuger a 2 000 g pendant 10 min.

Mettre avec une pipette 5 ml d’acétate d’éthyle (couche supérieure) dans un tube en
verre et évaporer a 50 °C sous un courant d’azote doux.

Dissoudre le résidu gras dans 0,5 ml d’iso-octane/trichlorométhane (2:3, v/v) et
ajouter 0,5 ml de tampon de dilution de 1’échantillon.

M¢élanger au vortex pendant 1 min et centrifuger (10 min, 2 000 g).

Prélever une partie aliquote de 50 pl de la couche supérieure pour le test ELISA.

Préparation des réactifs de la trousse ELISA

Il convient de noter les points suivants :

a) Les réactifs inclus dans la trousse de test sont suffisants pour au moins

96 analyses (y compris les analyses d’étalons). L’étalon et 1’échantillon doivent
étre analysés en double.

b) Des étalons préts a I’emploi sont préparés dans un tampon de

dilution. Lorsqu’on utilise une matrice d’échantillon de substitution, les étalons
ou les solutions de dopage devraient E&tre préparés dans la matrice de
I’échantillon en utilisant la solution étalon de 100 ng/ml fournie.

c) Avant de commencer [’analyse, amener tous les réactifs a la température
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d)

g)

h)

3

10.4.4.

Tout réactif non utilisé devrait étre immédiatement conservé a une température
de +2 a +8 °C. Garder les solutions étalons dans 1’obscurité et les conserver a
une température de +2 a +8 °C.

Tampon de ringcage : le tampon de ringage est livré a 20 fois la concentration
appropriée. Par conséquent, en préparer des solutions diluées peu avant
utilisation. Préparer 40 ml de tampon de ringage dilu¢ (2 ml de tampon
de ringage concentré + 38 ml de H,O distillé).

Solution de substrat : la solution de substrat préte a utiliser précipite a 40 °C.
S’assurer que le flacon contenant cette solution est a la température ambiante
(dans I’obscurité) ; mélanger le contenu avant de le mettre dans les puits a [’aide
d’une pipette.

Solution conjuguée : reconstituer la solution conjuguée lyophilisée de CAP avec
4 ml de tampon de reconstitution/d’étalon zéro ; bien mélanger et garder dans
I’obscurité jusqu’a utilisation.

Solution d’anticorps : reconstituer les anticorps lyophilisés fournis dans un
flacon avec 4 ml de tampon de reconstitution/d’étalon zéro; mélanger
soigneusement et garder dans 1’obscurité jusqu’a utilisation.

Tampon de dilution de 1’échantillon (4 x la concentration appropriée) : avant
dilution (20 ml de solution tampon + 60 ml de H,O distill¢), amener le tampon
concentré a la température ambiante et bien mélanger. Bien mélanger avant
dilution avec du H,O distillé. Le tampon dilué peut étre conservé au réfrigérateur
(+2 a +8 °C) jusqu’a péremption.

Solution étalon (100 ngml™): pour préparer des étalons dans la matrice
appropriée ou pour préparer les solutions de dopage, utiliser la solution étalon
contenant 100 ng de CAP par ml. La diluer dans la matrice appropriée pour
constituer une gamme de dilutions de 2 ng/ml, 0,5 ng/ml, 0,2 ng/ml, 0,1 ng/ml,
0,05 ng/ml et 0,025 ng/ml. La concentration de 0,0125 ng/ml peut étre incluse en
option. L’étalon de référence devrait étre préparé a partir de la matrice a I’étude.

Protocole d’essai

Préparer 1’échantillon et s’assurer que la microplaque (tableau 26) est préte a
I’emploi.

Prélever a la pipette 100 ul de tampon reconstitué/d’étalon zéro en double (puits
Al, A2).Prélever a la pipette 50 pl de tampon reconstitué/d’étalon zéro en
double (puits B1, B2).

Prélever a la pipette 50 ul de chaque solution diluée en double (puits C1, 2 a H1,
2 soit 0,025 ng/ml, 0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,2 ng/ml, 0,5 ng/ml et 2 ng/ml).
Mettre 50 pl de chaque solution de 1’échantillon en double dans les puits restants
de la microplaque.

Ajouter 25 ul de CAP conjugué dans tous les puits, excepté les puits Al et A2.
Ajouter 25 pul de solution d’anticorps dans tous les puits, excepté les puits Al et
A2.

Sceller la microplaque et I’agiter pendant 1 min.

Incuber la plaque pendant 1 h dans I’obscurité a 40 °C (plage acceptable : 20 a
80 °C).

Jeter la solution de la microplaque et laver 3 fois avec un tampon de ringage.
Vider chaque puits en faisant tourner la plaque a I’envers et en lui imprimant un
mouvement vertical bref et sec.

Remplir tous les puits jusqu’au rebord avec la solution de ringage (300 pl).
Répéter le ringage 3 fois.
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)

s)
t)

Retourner la plaque et vider les puits par un mouvement vertical bref et vif.
Placer la plaque retournée sur des serviettes en papier absorbant, puis taper
séchement contre la plaque pour éliminer la solution de lavage résiduelle des
puits.

Veiller a ce qu’aucun des puits ne séche avant la distribution du réactif suivant.
Jeter la solution de la microplaque et laver 3 fois avec le tampon de ringage.
Lorsqu’on utilise un dispositif automatique de ringage des plaques, vérifier que
le contenu de tous les puits peut étre complétement aspiré et que la solution de
ringage est correctement dispensée jusqu’au rebord de chaque puits pendant
chaque cycle de ringage. Le dispositif doit étre programmé pour effectuer trois
cycles de ringage.

Introduire a la pipette 100 pnl de solution de substrat dans chaque puits. Incuber
la plaque pendant 30 min a température ambiante (+20 a +25 °C).

Ajouter 100 pl de solution d’obturation dans chaque puits.

Lire immédiatement les valeurs d’absorbance a 450 nm.

I1 convient de noter les points ci-dessous lors de I’interprétation des résultats :

a)

b)
c)

d)

Il faut analyser ensemble tous les échantillons de contrdle, les échantillons
témoins et les échantillons dopés.

Le témoin ne devrait entrainer aucune réponse en ce qui concerne le CAP.

Pour un échantillon susceptible d’étre contaminé (échantillon contenant du
CAP), la confirmation par CL-SM/SM est nécessaire.

Pour les échantillons de viande et de plantes : lorsqu’on extrait dans 1’acétate
d’éthyle et qu’on rince, il faut diviser par deux les équivalents CAP calculés a
partir de la courbe d’étalonnage pour obtenir la concentration (ng/g) dans les
tissus.

En ce qui concerne les échantillons d’herbes, les équivalents CAP devraient étre
lus directement a partir de la courbe d’étalonnage. Répartir les échantillons sur
I’ELISA comme indiqué dans le tableau 26.

TABLEAU 26. SCHEMA DE DISTRIBUTION DES 96 PUITS SUR LA PLAQUE DE

MICOTITRAGE ELISA
1 2 3 4 10 11 12

A Témoin Témoin Echantillon 1 Echantillon 1

B Etalon 1 Etalons 1 Echantillons 2 Echantillons 2

C Etalon 2 Etalon 2 Echantillon 3 Echantillon 3
D Etalon 3 Etalon 3 Echantillon 4 Echantillon 4

1E Etalon 4 Etalon 4 Echantillon 5 Echantillon 5
F Etalon 5 Etalon 5 Echantillon 6 Echantillon 6
G Etalon 6 Etalon 6 Echantillons 7 Echantillon 7
H Etalon 7 Etalon 7 Echantillon 8 Echantillon 8
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11. DETERMINATION DES SULFAMIDES DANS LE MUSCLE DE POULET
PAR LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

11.1. PRINCIPE

Les tissus du muscle de volaille homogénéisés sont extraits avec de I’acétate d’éthyle.
L’extrait est évaporé jusqu’a siccité et le résidu est dissout dans du MeOH:H,O. Les
¢chantillons sont dégraissés avec de 1’essence de pétrole et 25 ul d’extrait de chaque
échantillon pulvérisé sur une plaque de chromatographie sur couche mince (CCM) Whatman
AL SIL G et développés avec un mélange chloroforme : n-butanol (9:1, v/v). La plaque est
séchée et observée a 366 nm apres traitement a la fluorescamine a 1’aide d’un appareil
CAMAG, suivi du balayage des taches d’analytes au moyen d’un scanner CMAC (le cas
échéant).

11.2. PORTEE

Cette méthode est appropriée pour 1’analyse des sulfamides dans le muscle de poulet au
MLR de 100 pg/kg pour les résidus combinés de toutes les substances du groupe. La POS
peut étre utilisée pour filtrer les résidus de sulfadiazine (SDZ), de sulfathiazole (STZ), de
sulfadoxine (SD), de sulfaméthazine (SMZ) et de sulfaquinoxaline (SQ) dans la viande de
volaille a leur MRL.

11.3. MATERIEL
11.3.1. Produits chimiques/réactifs

Acide acétique glacial, acétate d’éthyle, essence de pétrole, HCl 0,1 M, MeOH de qualité
CLHP (Sigma, qualit¢ CLHP), chloroforme et n-butanol, acétone, fluorescamine, NaOH.

Autres produits requis : azote gazeux, H,O Milli-Q ; plaques de chromatographie sur couche
mince (CCM) (Whatman AL SIL G/UV); étalons de sulfamide : SDZ (Sigma), STZ
(Sigma), SMZ (Sigma), SD (Sigma), SQ (Sigma).

11.3.2. Matériel/articles en verre

Le matériel suivant est requis : Ultra-Turrax ; centrifugeuse ; balance de précision (0,01 g) ;
densitometre CAMAG de CCM a balayage avec systéme d’analyse de données et
imprimante ; chambre d’observation de CCM ; articles en verre courants de laboratoire ;
tubes de centrifugeuse (15 ml) ; bouteilles en verre de couleur ambrée (100 ml) ; pipettes
Pasteur ; réservoir de chromatographie de TCL ; tubes capillaires (25 pl).

11.3.3. Solutions

a)  Solution fluorescente (0,1 M). Dissoudre 10 mg dans 100 ml d’acétone. Préparer
fraichement les solutions.

b)  Systeme de solvant pour CCM : chloroforme/n-butanol (90:10, v/v). Mettre 9 ml
de chloroforme, 1 ml de n-butanol et 10 ml de H,O désionisé dans une ampoule
a décanter. Harmoniser en agitant pendant 30 secondes et laisser les phases se
séparer. Recueillir le mélange de solvant du fond. Préparer fraichement les
solvants.
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d)

Etalons méres (1 mg/ml). Dissoudre 10 + 0,1 mg d’étalon de sulfamide excepté
le SDZ et le SQ dans du MeOH et compléter a la marque de 10 ml dans une fiole
jaugée de 10 ml. Dissoudre le SDZ et le SQ dans du NaOH 0,1 M. Conserver
a -20 °C dans des flacons de couleur ambrée. Préparer tous les 12 mois.

Me¢élange d’étalon intermédiaire (100 pg/ml) : mettre des parties aliquotes (1 ml)
de la solution mere de sulfamide dans une fiole jaugée de 10 ml et remplir
jusqu’a la marque avec du MeOH. Conserver a 4 °C dans un flacon de couleur
ambrée. Préparer tous les trois mois.

Etalons de travail (500 ng/ml, 1 000 ng/ml, 2 000 ng/ml, 3 000 ng/ml). Mettre
100 pg/ml du mélange d’étalon (tableau 27) dans une fiole jaugée de 5 ml et
remplir & la marque avec du MeOH. Préparer chaque semaine. Conserver dans
des flacons de couleur ambrée a 4 °C au réfrigérateur.

TABLEAU 27. PREPARATION DES SOLUTIONS POUR LA COURBE D’ETALLONAGE

Concentration de  Volume de I’étalon de Concentration de Equivalent étalon
I’étalon (ng/ml) 100 pg/ml I’étalon (ng/kg)
(2 5 ml de volume final) (ng/tache)
0 0 0 0
500 25 ul 12,5 25
1000 50 pl 25 50
2000 100 ul 50 100
3 000 150 pl 75 150

11.4. PROCEDURE

Conserver les échantillons d’étude a -20 °C jusqu’au dosage. Les laisser reposer jusqu’a la
température ambiante, et en mettre (environ 5g de tissus) dans des flacons

d’homogénéisation.
11.4.1. Préparation de I’échantillon de controle
a)  Mettre deux portions (3,00 + 0,01 g) de tissus témoins émincés (sans sulfamides)
dans des tubes de centrifugeuse de 15 ml.
b)  Ajouter 30 pl de mélange d’étalon intermédiaire (10 png/ml) a I’échantillon. Cela
équivaut a 100 pg/kg de tissus.
c)  Effectuer la procédure de préparation sur I’échantillon non dopé comme blanc de
réactifs.
d)  Laisser les échantillons de tissus dopés au repos 15 min avant extraction.
11.4.2. Extraction
a)  Ajouter 0,5 ml de HCI (0,1 M) a I’échantillon et mélanger au vortex pendant
environ 20 secondes.
b)  Ajouter 3 ml de H,O Milli-Q et mélanger au vortex a faible vitesse pendant
10 secondes.
c) Homogénéiser les échantillons a 1’Ultra-Turrax pendant 2 min.
d) Ajouter 4,5 ml d’acétate d’éthyle et mélanger pendant 10 min a I’aide d’un
agitateur rotateur.
e) Centrifuger pendant 10 min a 3 000 tpm.
f)  Transférer le surnageant a 1’aide d’une pipette Pasteur dans un tube a essais.
g)  Répéter les étapes d, e et f.
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h)

Evaporer le surnageant jusqu’a siccité sous un courant d’azote a 55 °C.

1) Dissoudre le résidu sec dans 1 ml de MeOH:H,O (72:25, v/v) et mélanger au
vortex vigoureusement.
j)  Ajouter 1 ml d’essence de pétrole et mélanger doucement.
k)  Jeter la couche de pétrole.
1)  Répéter les étapes j et k.
m) Transférer la phase aqueuse restante dans des microtubes.
11.5. MESURE
11.5.1. Application des échantillons
a)  Couper la plaque de CCM en fonction des besoins (10 cm % 10 cm).
b)  Appliquer 25 pl d’étalon et d’échantillon ou d’échantillon de contréle sur la
plaque de CCM dans un courant de N».
¢)  Sécher la plaque a I’aide d’un dessicateur.
11.5.2 Développement
a)  Mettre le systéme de solvant dans la chambre de CCM.
b)  Garder la chambre de CCM a la température ambiante pendant 30 min.
c)  Développer la plaque de CCM en mode unidimensionnel linéaire ascendant.
d)  Garder la plaque jusqu’a ce que le front de solvant atteigne sa marge de 9 cm.
e) Retirer la plaque et la sécher a I’aide d’un dessicateur.
11.5.3. Dérivatisation
a)  Vaporiser une solution de fluorescamine a 0,1 mg/ml sur la plaque de CCM.
b)  Sécher la plaque a I’aide d’un dessicateur.
11.5.4. Détection
a)  Observer les plaques développées sous la chambre d’observation.
b)  Balayer les plaques a 1’aide d’un scanner CCM.
c)  Observer/balayer les plaques a 366 nm.
11.5.5. Calculs/évaluation
a)  Identifier chaque sulfonamide avec la valeur du facteur de rétention (FR) en
comparant la position des différents étalons de sulfonamide respectifs sur la
plaque.
b) Balayer les taches et comparer 1’aire du pic de sulfamide concerné a celle de
I’étalon de contrdle réglé au seuil maximal de résidus (MRL).
11.5.6. Critéres d’acceptation

Les résultats doivent remplir les conditions suivantes :

a)

Les taches des étalons (équivalant au niveau du MRL) doivent étre clairement
visibles. La valeur de balayage doit étre comprise entre la moyenne et + 2 X
I’écart-type (SD) des valeurs de référence.

49



b) Il ne doit pas y avoir de réponse dans les échantillons témoins négatifs excédant
10% de la réponse équivalente de MRL.

c) La réponse de I’échantillon de contréle positif (équivalant MRL) devrait
dépasser 50 % de la réponse de 1’étalon correspondant (équivalent MRL).

d) Les valeurs ayant trait au contrdle positif doivent étre enregistrées sur le
diagramme de la carte de la qualité.

Les échantillons dont la réponse est supérieure au MRL plus 2 x 1’écart type relatif (de la
répétabilité de I’expérience de validation) sont considérés comme positifs.

12. VALIDATION DES IMMUNODOSAGES
Résumé

Des orientations pratiques sont fournies pour estimer les caractéristiques de performance de
la méthode, y compris la spécificité, la réactivité croisée dans la matrice, le seuil de
détection (LOD), la capacité de détection (CCP), la répétabilité, 1’exactitude et la
récupération, la stabilit¢ de 1’analyte, la robustesse et les critéres d’acceptabilité des
techniques d’immunodosage pour les résidus de médicaments vétérinaires. Le protocole peut
étre adapté a des conditions de laboratoire particuliéres et utilisé comme procédure
opérationnelle standard (POS).

12.1. INTRODUCTION

La validation est le moyen permettant de faire la preuve qu’une méthode d’analyse est
appropriée a I’objectif pour lequel elle doit étre utilisée. La procédure de validation utilisée
pour un immunodosage montrera que celui-ci est un test de détection et si oui ou non ce test
est utilisé¢ pour obtenir des résultats quantitatifs. Les tests de détection sont congus pour
donner une faible incidence de faux résultats conformes (faux négatifs) a la concentration
suscitant 1’intérét. En revanche, une proportion de faux résultats non conformes (faux
positifs) peut étre tolérée. La procédure de validation adoptée pour un immunodosage
devrait refléter cette distinction importante dans les critéres de performance. Un certain
nombre d’autorités différentes ont ¢laboré des lignes directrices pour la validation des tests
utilisés dans 1’analyse des résidus, telles que la décision 2002/657/CE de la Commission
européenne [4].

12.1.1. Spécificité de la méthode

La spécificité s’entend ici de la capacité de la méthode de faire la distinction entre 1’analyte
mesuré et d’autres substances interférentes potentielles. En immunodosage, la spécificité de
la procédure est une caractéristique de 1’anticorps utilisé. Des composés de structure
chimique similaire a celle de 1’analyte ou des analytes étudié(s) doivent étre testés pour
déterminer leur réactivité croisée (CR) par rapport a I’anticorps.

12.1.1.1.  Evaluation de la réactivité croisée dans la matrice
La présence de matrice dans un essai influe énormément sur I’interaction qui se produit

entre un anticorps et un analyte et peut avoir des effets marqués sur la réactivité croisée de
I’anticorps.
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I1 faut évaluer chaque réactivité croisée pour chaque matrice a laquelle le test sera appliqué.

12.1.2. Seuils de détection des tests
e Le seuil de détection de cette méthode est une valeur a laquelle ou au-dessus de
laquelle on peut conclure que 1’analyte est présent dans un échantillon. Il peut étre
déterminé par I’analyse d’au moins 20 échantillons témoins selon la procédure en
cours de validation. La concentration moyenne apparente de ces échantillons plus
3 fois le SD de la moyenne est considérée comme le LOD. Cela peut étre utilisé pour

des tests qualitatifs ou quantitatifs.

e Pour illustrer cela, 20 échantillons de viande de volaille sont analysés pour
déterminer la présence de CAP par une méthode ELISA et la concentration moyenne
détectée est de 0,05 avec un écart-type de 0,04 pg/kg. Le LOD serait alors de
0,17 png/kg.

12.1.2.1. CCB

e CCP est la plus petite teneur d’une substance qui peut étre détectée dans un
¢chantillon avec une probabilité d’erreur de . Un taux de faux résultats conformes
(probabilité d’erreur) de 5 % ou moins est toléré dans les tests de détection, selon les
directives de I’Union européenne [4].

o A titre d’illustration, enrichir 20 échantillons témoins a des concentrations différentes
de CAP (0,15 pg/kg, 0,20 ng/kg et 0,25 pg/kg). Si le LOD est de 0,17 pg/kg et que
I’analyse de 19 des 20 échantillons (95 %) donne des résultats non conformes, alors
on peut attribuer la valeur approximative de 0,20 ug/kg a la CCp.

e La valeur de la CCP doit étre déterminée individuellement pour chaque matrice et
pour les grandes différences.
12.1.2.2.  CCpP, MRL et seuils minimums de performance requis (MRLP)

o Avant d’essayer de valider la méthode, déterminer quelle devrait étre la CCP pour les
substances avec MRL et MRPL.

e Pour les composés avec MRL, la CCP devrait étre d’environ 50 % du MRL.

e Pour les substances avec MRPL, la CCP devrait étre aussi faible que possible et
certainement inférieure au MRPL.

12.1.3. Répétabilité

Les données de répétabilité ne sont nécessaires que pour les tests quantitatifs et semi-
quantitatifs.
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o En régle générale, la mesurer en dopant un certain nombre (> 10) d’échantillons
ayant la méme concentration de 1’analyte.

o Exécuter la procédure d’extraction des échantillons et mesurer la concentration du
médicament détecté dans une procédure d’immunodosage unique (détermination de
la variation intra-essai).

o Répéter cela sur au moins deux autres jours pour calculer la variation entre essais.

o Exprimer les résultats en % des coefficients de variation (CV), le rapport en pour
cent de la moyenne par rapport au SD.

e Pour les substances avec MRL, doper chaque combinaison de type/matrice a 0,5, 1,0
et 1,5 fois le MRL (n > 5).

o Enregistrer les résultats aprés 1’analyse comme moyenne et CV pour chaque
combinaison de type/matrice.

e Pour les substances avec MRPL, doper chaque combinaison de type/combinaison a
1,0, 1,5 et 2 fois la CCP (n > 5).

o Enregistrer les résultats aprés analyse comme moyenne et CV pour chaque
combinaison de type/matrice.

12.14. Exactitude et récupération

On peut préparer une courbe d’étalonnage en dopant les échantillons témoins avec les
calibrants et en effectuant I’extraction de ces échantillons par la méme procédure que pour
des échantillons inconnus.

e Pour une vraie récupération, préparer deux courbes d’étalonnage. Dans une série,
ajouter les calibrants avant ’extraction, et dans la seconde ajouter les calibrants apres
I’extraction (c’est-a-dire que la valeur est de 100 %).

o La récupération peut étre calculée pour le premier lot de calibrants par rapport a une
courbe d’étalonnage construite a partir du deuxiéme lot.

12.1.5. Stabilité de I’analyte

Concevoir un protocole pour déterminer la stabilité des étalons préparés dans les conditions
a la fois de lumiére et d’obscurité et a une plage de températures aussi large que possible
(comme -17 4 23 °C et +4 2 +8 °C).

Au cours des expériences :

o Lorsque cela est possible, utiliser la CL-SM/SM comme méthode de référence.

e Lorsqu’on essaie d’utiliser un immunodosage pour déterminer la stabilité d’un
analyte, une série de courbes d’étalonnage peut étre utilisée pour comparer les
résultats, par exemple avec la méme série d’étalons et des réactifs conservés dans
I’obscurité pendant une, deux, et quatre semaines a +4 °C.

o Effectuer un test de stabilit¢ de ’analyte dans la matrice en utilisant de préférence
une matiere connue comme étant contaminée.
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e En I’absence d’une telle maticre, les mesures peuvent éEtre faites avec des
échantillons dopés.

e Doper les échantillons a une concentration « importante » (par exemple au MRL ou
au MRPL).

o Conserver les échantillons dopés au congélateur et effectuer les essais a intervalles
réguliers sur une certaine période de temps.

e S’il s’écoule beaucoup de temps entre la préparation et 1’analyse des extraits
d’échantillons, des données devraient étre produites pour montrer qu’il n’y a pas de
perte notable d’analyte au cours de cette période.

e Doper et extraire une gamme d’échantillons avec 1’analyte (pour déterminer la
perte). Il faudrait tester la moitié des extraits immédiatement et conserver 1’autre
moitié a +4 °C et la tester aprés 24 heures.

12.1.6. Robustesse

o Mesurer la sensibilité du test a d’autres variables telles que I’opérateur, 1’équipement,
I’environnement de laboratoire et les réactifs.

e Répéter les tests au moins trois fois en utilisant, autant que possible, différents
opérateurs, différents équipements et différents lots de réactifs.

12.1.7. Criteres d’acceptabilité

Inclure les critéres d’acceptabilit¢ dans les POS pour le test ELISA (une fois le test
pleinement validé et jugé suffisamment sensible et spécifique pour I’utilisation courante).

Les critéres possibles qui pourraient €tre inclus comprennent :

o Une absorbance de 1’étalon zéro supérieure a 0,5 et inférieure a 1,6 unité de densité
optique.

e Une densité optique cible de 1,0 avec un temps de développement de 8 a 16 min
(cible : 12 min).

e L’absorbance du calibrant au point médian par rapport a I’étalon zéro, calculée
comme suit: pourcentage au point médian = 100 fois I’absorbance du calibrant au
point médian divisé par 1’absorbance de I’étalon zéro.

e Une réduction de la densité optique supérieure a 60 % (une forte indication que la
sensibilité¢ de la méthode est suffisante pour ’analyse).

o Examiner la répétition de I’analyse de chaque échantillon en utilisant le CV en pour
cent. Ce pourcentage devrait étre inférieur ou égal a 20. S’il est supérieur a 20 et que
toutes les répétitions sont soit au-dessus soit au-dessous du niveau d’action, alors la
moyenne devrait étre acceptée. Si le pourcentage du CV est supérieur a 20 et que les
concentrations chevauchent le niveau d’action, 1’analyse devrait étre répétée.

e Les échantillons de contrdle devraient donner I’interprétation correcte (un controle
négatif donne un résultat négatif).
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13. VALIDATION DES METHODES D’ANALYSE POUR LA DETECTION DE
RESIDUS DE MEDICAMENTS VETERINAIRES

13.1. PORTEE

La gamme de méthodes d’analyse utilisées pour les résidus de médicaments vétérinaires est
actuellement variée et comprend, entre autres, des techniques comme I’immunodosage,
I’inhibition microbiologique, les bio-essais, la chromatographie liquide haute performance
(CLHP) et la chromatographie sur couche mince (CCM). Les méthodes d’analyse peuvent
étre des procédures qualitatives, semi-quantitatives ou quantitatives. Les informations
ci-dessous servent de guide pour le niveau minimum de validation requis afin de démontrer
qu’une méthode d’analyse est adaptée a son objet. Les éléments choisis pour la validation
des méthodes qualitatives et semi-quantitatives varient en fonction de la méthode
concernée. La Commission de I’UE a établi des critéres de performance pour les méthodes
d’analyse en vue de la détection des résidus de certaines substances [4].

13.2. PLAN DE VALIDATION

o Le plan de validation est applicable a toutes les méthodes, qu’elles existent déja ou
soient en cours d’élaboration.

e La méthode devrait étre a un stade avancé d’élaboration et la procédure devrait étre
démontrée dans le cadre d’une procédure opérationnelle standard (POS).

o Identifier la portée de la méthode et déterminer son mode de validation dans le plan
de validation. La portée comprendra la gamme de concentrations dans laquelle le
procédé doit €tre utilisé ainsi que le type et I’espece de tissu a analyser.

e On peut ajouter d’autres paramétres avec le temps et modifier le plan de validation
en cas de besoin.

o Pour les méthodes déja utilisées, les données existantes peuvent appuyer la validation
(a condition que les conditions spécifi¢es dans la POS et le plan de validation soient
remplies).

e Le cas échéant, une fois la validation terminée, le plan de validation et les données
seront soumises a une personne désignée pour vérification.

e Réviser la POS (et les parametres de qualité connexes en conséquence) apres la
vérification.

e Si des modifications sont apportées, leur effet doit étre documenté et si nécessaire,
une nouvelle validation doit étre effectuée.

13.3. VALIDATION PAR LA MATRICE ET L’ESPECE

o La méthode devrait étre validée dans la matrice ou les matrices pour lesquelles le test
est prévu.

o Si elle est utilisée pour I’analyse d’une ou plusieurs especes, et de multiples matrices,
les éléments clés de la validation tels que la courbe d’étalonnage, la récupération et la
variation intra-essai doivent étre comparés pour chaque espéce.

e S’il n’y a pas de différences significatives, appliquer la méthode pour ces espéces et
effectuer la validation pour 1’espece/la matrice principale.

 Effectuer une validation compléte pour chaque espéce/matrice s’il y a des différences
notables.
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13.3.1.

Spécificité/sélectivité

13.3.1.1. Immunodosages

Pour les immunodosages :

La validation aide a évaluer la capacité de 1’antisérum de provoquer une réaction
crois€e avec tout composé pouvant influer sur I’analyse. Conduire un test de
réactivité croisée de ’antisérum dans la matrice ou les matrices de 1’échantillon pour
lesquelles le procédé est prévu.

La validation permettra également d’évaluer la capacité de la méthode de détecter un
certain nombre de médicaments au sein d’une famille.

Sélectionner les médicaments a étudier en notant les facteurs pertinents (par exemple
la prévalence probable du composé dans la matrice, leur disponibilité pour utilisation
en production animale et les analogues possibles).

13.3.1.2. CCM et CLHP

Evaluer la spécificité des méthodes chimiques telles que la CLHP et la CCM en
déterminant des facteurs tels que les temps de rétention (TR), le facteur de rétention
(FR), les valeurs de rétention et les spectres.

Les déterminations initiales peuvent étre effectuées dans un tampon, un solvant ou la
phase mobile, le cas échéant.

Puis procéder a de nouvelles déterminations dans la matrice pour laquelle la méthode
doit étre utilisée (comparer les résultats avec le profil standard pour le test).
Introduire une gamme de médicaments dans les tissus/la matrice appropriés et
analyser normalement.

Choisir les médicaments en tenant compte de la prévalence probable du composé
dans la matrice, de sa disponibilité pour utilisation en production animale et des
analogues possibles.

13.3.1.3.  Essais et bio-essais par inhibition microbienne

13.3.2.

Déterminer la  spécificité/sélectivité par rapport aux facteurs comme
I’environnement, les désinfectants et les enzymes naturelles.

Evaluer ’effet en testant une gamme d’échantillons sans médicament connus pour
chacune des matrices a tester.

Pour déterminer la spécificité des méthodes d’inhibition quantitatives (par exemple
les antimicrobiens dans les aliments d’origine animale en élevage), calculer de
préférence le parallélisme de la gamme d’étalons et des gammes d’étalons contenant
d’autres médicaments susceptibles d’entrainer des perturbations.

CCa pour les substances interdites
Pour les substances interdites, considérer CCa comme le niveau de concentration le

plus bas auquel une méthode peut déterminer la présence de 1’analyte identifié avec
une certitude statistique de 1-a.
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13.3.3.

13.3.4.

13.3.5.

13.3.6.
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Analyser 20 échantillons négatifs pour chaque matrice et calculer le LOD par la
formule moyenne + trois écarts-types (SD).

Vérifier que les échantillons négatifs viennent de différents animaux et, si possible,
confirmer ces résultats par une autre méthode.

CCaoa pour les substances avec MRL

Pour les substances avec un MRL établi, analyser au moins 20 échantillons négatifs
pour chaque matrice enrichie avec 1’analyte au MRL.

La concentration moyenne au MRL plus 1,64 fois le SD correspondant est égale au
CCa (o= 5 %).

CCB pour les substances interdites

Tester 20 échantillons témoins représentatifs enrichis au niveau d’intérét en fonction
du CCa de la méthode.

Si tous les échantillons enrichis sont déclarés positifs, c’est-a-dire que les résultats
sont supérieurs au CCa, alors CCp est inférieure au niveau d’enrichissement.

Si 19 des échantillons enrichis sont déclarés positifs, CCP est égale au niveau
d’enrichissement.

Si 18 ou moins des échantillons enrichis sont déclarés positifs, alors CCP est
supérieure au niveau d’enrichissement.

CCB pour les substances avec MRL

Tester 20 échantillons témoins représentatifs enrichis au MRL ou en-deca (par
exemple, la moitié du MRL si possible).

Si tous les échantillons enrichis sont déclarés positifs (résultats supérieurs au CCa),
alors CCp est inférieure au niveau d’enrichissement.

Si 19 des échantillons sont déclarés positifs, alors CCB est égale au niveau
d’enrichissement.

Si 18 ou moins des échantillons enrichis sont déclarés positifs, alors CCP est
supérieure au niveau d’enrichissement.

Stabilité de I’analyte dans la solution

Préparer fraichement des solutions d’analyte(s) et les diluer pour obtenir les
concentrations de 1’étalon et du controle comme spécifié dans la méthode de la POS.
Analyser les étalons aprés préparation, puis ajouter les volumes appropriés dans
des récipients indiqués, étiqueter et conserver comme suit : dix parties aliquotes dans
’obscurité et la lumiére a -20 °C, 4 °C et 20 °C.

Tester les parties aliquotes par rapport a une série d’étalons et de controles frais une,
deux, trois et quatre semaines apres la préparation.

S’assurer que I’échelle de temps de 1’étude refléte les conditions normales de
conservation des étalons et la durée de la conservation.



13.3.7.

13.3.8.

Stabilité de I’analyte dans la matrice

Utiliser de préférence des matieres connues comme étant contaminées, mais s’il n’y
en a pas, on peut utiliser des matieres dopées.

Choisir une concentration ou une plage appropriée, par exemple CCp ou MRL.
Répartir les échantillons en cinq parties aliquotes pour chaque concentration et
enrichir au niveau choisi.

Analyser un lot immédiatement, puis aprés une, deux, quatre et vingt semaines de
conservation a -20 °C.

Stabilité de I’analyte dans I’extrait

Evaluer la stabilité dans des procédés ou 1’analyte est extrait dans une solution finale.
Déterminer la stabilit¢ dans la solution d’analyse et a tout autre stade auquel
I’échantillon est laissé.

Extraire trois lots de contrdles (six répétitions de chaque) par test. Un lot devrait étre
terminé en une journée.

Conserver les autres lots et terminer a d’autres dates reflétant I'utilisation probable
de la méthode dans les conditions normales d’essai.

Comparer les résultats entre les différentes périodes de temps et déterminer toute
différence significative.

13.4. COURBE D’ETALONNAGE

Utiliser la variation entre essais et intra-essai de la courbe d’étalonnage (pour établir
des valeurs d’acceptabilité pour chaque point de la courbe).

Tracer trois courbes pour le méme essai pour déterminer la variation intra-essai.
Etablir la variation entre essais & mesure que la validation progresse.

Décrire la formule mathématique de la courbe et décrire le degré de correspondance
dans les données de validation.

13.5. REPRODUCTIBILITE INTRA-LABORATOIRE

Préparer un lot d’échantillons et les doper avec I’analyte/les analytes pour obtenir
une série de concentrations appropriée (soit 1, 1,5 et 2 fois CCP ou 0,5, 1 et 1,5 fois
MRL).

Analyser six répétitions a chaque niveau.

Répéter ces étapes au moins deux fois en utilisant différents opérateurs et différentes
conditions environnementales (par exemple les lots de réactifs, les étalons,
instruments, etc.).

Calculer la moyenne et les CV en % pour les échantillons enrichis.
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13.6. VARIATION ENTRE ESSAIS ET INTRA-ESSAI

Préparer un lot d’échantillons et les doper avec I’analyte/les anlytes pour obtenir des
concentrations équivalanta 1, 1,5 et 2 fois CCp ou 0,5, 1 et 1,5 fois MRL .

Analyser au moins six répétitions a chaque niveau.

Répéter ces étapes a nouveau au moins deux autres fois.

Calculer la moyenne et les CV en % pour les échantillons dopés.

La concentration de I’analyte pourrait étre estimée a partir d’autres parametres
disponibles, tels que la superficie de la zone, la densité optique ou 1’absorbance en
%.

Préciser les analytes et leur concentration pour I’étude et inclure ces informations
dans le plan de validation.

13.7. RECUPERATION

Pour la récupération :

Utiliser la matiére de référence certifiée (s’il y en a) ou doper les échantillons
témoins.

Choisir 18 parties aliquotes d’une matrice témoin et doper six parties aliquotes a 1,
1,5 et 2 fois CCP ou 0,5, 1 et 1,5 fois MRL.

Ajouter de I’analyte a la matrice négative avant tout solvant et attendre qu’il y ait des
interactions avec 1’échantillon pendant une période déterminée dans la POS avant
I’essai.

Analyser les échantillons et calculer la concentration de chacun d’entre eux.

Calculer le taux moyen de récupération (rapport en % entre la concentration mesurée
et la concentration dopée) et le CV de six résultats a chaque niveau.

13.8. ROBUSTESSE
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Estimer I’effet de variations mineures raisonnables sur la méthode.

Choisir des facteurs tels que les changements d’opérateur, de la source et de I’age des
réactifs, des solvants, des étalons et des extraits d’échantillons, ainsi que de la vitesse
de chauffage, de la température, de la valeur du pH, de I’équipement utilisé ou de
tout autre facteur qui pourrait influencer la méthode d’une maniére ou d’une autre.
Déterminer les facteurs qui pourraient influer sur les résultats.

Modifier chaque facteur Iégerement.

On peut se référer aux données de validation.

Effectuer d’autres expériences si un facteur influe sensiblement sur le résultat de la
mesure.



[4]
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LISTE DES ABREVIATIONS ET ACRONYMES

Pour cent

Degré Celsius

Microampere

Microgramme par kilogramme

Micrometre (microns)

Aminoglycoside

Agence internationale de I’énergie atomique
Acétonitrile

Ionisation chimique a pression atmosphérique
Argon

Liaison maximale

Carbone 18

Seuil de décision

Capacité de détection

Chromatographie liquide haute performance

Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
Coups par minute

Contrdle de qualité

Coefficient de variation

Dalton

Détecteur de fluoresence
Diméthyl sulfoxide

Acide éthyl-diamine-tétra-acétique
Dosage immuno-enzymatique
Electronébulisation en mode d’ionisation ESI+
Electron-volt

Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et 1’agriculture
Florfénicol-amine

Florfénicol

Gramme

Grammes par litre

Heure

Eau

Acide chlorydrique

Acide hepta-fluoro-butyrique
Balance-hydrophile-lipophile
Immunoglobuline G

Etalon interne

Kilogramme

Kilovolts

Litres par heure

Rapport masse sur charge
Méthanol

Milligramme

Sulphate de magnésium
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Mole par litre
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Millisecondes

Chlorure de sodium

Hydroxide de sodium

Nanogrammes par microlitre
Nanogrammes par gramme

Nanometre

Tampon phosphate salin

Etalon de la matrice dopé aprés extraction
1, 4 — bis (5 phényl-2—oxazolyl benzene)
Procédure opérationelle standard

2, 5, diphényl oxazole

Projet de recherche coordonnée

Etalon de la matrice dopés avant extraction
Amine secondaire primaire

Livres par pied carré
Polytétrafluoroéthyléne

Rapide, facile, abordable, efficace, robuste et sire
Coefficient de régression
Radio-immunodosage

Révolutions par minute

Ecart-type relatif

Seconde

Extraction en phase solide

Solution étalon secondaire I

Solution étalon secondaire 11

Acide trichloro-acétique
Triphénylphosphate

Temps de rétention

United States Pharmacopoeia
Ultra—violet

Volt

Volume par volume

Volume par volume par volume
Volume

Poids par poids

Microgrammes par millilitre

Microlitre
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