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Contexte 

La nicarbazine est un médicament vétérinaire de la famille des anticoccidiens. Ce principe actif est 

utilisé chez la volaille pour lutter contre les coccidioses, en supplémentation dans les aliments. Son 

utilisation est interdite chez les poules pondeuses. Toutefois, une contamination croisée des aliments 

pour la volaille lors de leur production peut entrainer la présence de résidus de nicarbazine dans les 

œufs. La nicarbazine possède un Niveau d’Action Différentiel (NAD) de 100 µg/kg. Nous avons donc 

utilisé cette limite comme la cible à atteindre par la méthode validée ici. La nicarbazine est un mélange 

équimolaire de 4,4-dinitrocarbanilide (DNC) et de 2-hydroxy-4,6 diméthyl pyrimidine (HDP). Le résidu 

marqueur est le DNC. Donc, comme dans la plupart des méthodes analytiques publiées, c’est le DNC 

qui était recherché dans les œufs, par le test ELISA sélectionné (CER, Belgique).  

 

Méthodologie/Principaux résultats 

Nous avons tout d’abord validé cette méthode selon la décision européenne 2002/657/CE [13]. Nous 

avons déterminé les caractéristiques de performance de la méthode selon cette décision, c’est-à-dire 

selon une approche « critère par critère ». L’objet de cet article est de montrer qu’à partir des résultats 

obtenus lors de la validation, nous pouvons aussi analyser les mêmes données grâce à une approche 

globale, c’est-à-dire selon une approche basée sur l’erreur totale et le profil d’exactitude. Nous 

pourrons ainsi conclure sur les performances de la méthode, en utilisant une autre approche et 

comparer les conclusions des deux approches quant aux performances de la méthode.  

Dans un premier temps, pour construire le profil d’exactitude, nous avons analysé 6 standards 

d’étalonnage en tampon fournis avec le kit (0,2 ; 0,5 ; 2 ; 5 ; 10 et 20 µg/L). Six séries d’analyse ont 

été réalisées et chaque standard d’étalonnage a été analysé en double. Le nombre total de standards 

d’étalonnage était de 72, ce qui est suffisant pour établir la fonction de réponse. En effet, pour 

construire un modèle d’étalonnage logistique à 4 paramètres, il faut un minimum de 5 niveaux de 

concentration. De plus, 3 standards de validation (70, 140 et 210 µg/kg) dans les œufs ont été 

analysés. Après l’étape d’extraction des œufs, les extraits étaient dilués au 1/10 pour obtenir des 

niveaux de concentration rentrant dans le domaine couvert par la gamme d’étalonnage. Six séries 

d’analyse ont été réalisées et chaque standard de validation a été analysé en triple. Un total de 54 

standards de validation a permis d’établir le profil d’exactitude. Nous avons alors procédé à une 

analyse quantitative des résultats.  

Dans un deuxième temps, nous avons analysé 52 échantillons d’œufs blancs (sans résidus de 

nicarbazine) et 40 échantillons d’œufs supplémentés à 70 µg/kg en DNC. Nous avons alors effectué 

une analyse qualitative des résultats. Pour cela, nous avons fixé une valeur seuil, en utilisant la valeur 

du percentile 95, c’est-à-dire la valeur pour laquelle 95 % des échantillons sont en dessous. Au-

dessus de cette valeur seuil, les échantillons sont considérés négatifs et inversement.  
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Tableau 21. Indices correspondant aux différents modèles de régression testés, classés selon 

l’indice d’Exactitude (IA). 

Modèle IA IDR IP IT 

Régression Quadratique 

Pondérée (1/X2)  
0.6389 0.7183 0.7032 0.5162 

Régression Quadratique 

Pondérée (1/X)  
0.5614 0.4766 0.6085 0.6102 

Régression Quadratique 

non Pondérée 
0.5021 0.3403 0.5717 0.6506 

Régression Logistique 

Pondérée à 4 Paramètres 
0 0 0 0 

Régression Logistique 

non Pondérée à 4 

Paramètres 

0 0 0 0 

Régression Logistique 

Pondérée à 5 Paramètres 
0 0 0 0 

Régression Log-Log non 

Pondérée  
0 0 0 0 

Régression Logistique 

non Pondérée à 5 

Paramètres 

NC NC NC NC 

Régression Linéaire 

Pondérée 
NC NC NC NC 

Régression Linéaire NC NC NC NC 

IA: indice d’Exactitude; IDR: indice d’intervalle de dosage; IT: indice de Justesse; IP: indice de fidélité; NC: Indices 

impossibles à calculer  
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Nous avons analysé les résultats de validation grâce au logiciel e.noval, version 2.0. Nous avons 

utilisé différents indices qui reflètent les caractéristiques majeures de validation, pour sélectionner le 

meilleur modèle de fonction de réponse. Ces indices ont été définis dans un article de Rozet et al. 

[318]. Le Tableau 19 résume les différents indices obtenus pour les différents modèles testés. En ce 

qui concerne l’indice d’exactitude IA, qui est un indicateur global de la performance de la méthode, les 

meilleur indices sont obtenus pour les régressions quadratiques avec ou sans pondération. Toutefois, 

les valeurs d’indices sont basses et reflètent une grande variabilité et un manque de justesse. La 

meilleure valeur de justesse (IT), parmi les 3 modèles précédemment cités, a été obtenue avec le 

modèle quadratique non pondéré, alors que les meilleurs indices d’exactitude et de fidélité ont été 

obtenus avec le modèle quadratique pondéré (1/X2). Ce résultat montre que l’indice d’exactitude IA 

seul ne peut servir au choix du modèle le mieux adapté. Dans le meilleur des cas (modèle quadratique 

pondéré (1/X2)), seul 70% de l’intervalle de dosage est valide.  

L’indice de fidélité IP le meilleur a été obtenu pour le modèle quadratique pondéré (1/X2). Cependant, 

la variabilité pour ce modèle à la concentration la plus basse est très élevée (23,62 % en fidélité 

intermédiaire). Pour les 3 modèles retenus plus haut, la répétabilité est conforme aux critères de la 

décision 2002/657/CE [13], mais pas la fidélité intermédiaire pour cette concentration. La répétabilité 

et la fidélité intermédiaire sont conformes aux critères réglementaires aux concentrations plus élevées.  

Le manque de justesse vient probablement d’un effet matrice. Pour résoudre ce problème de justesse 

et de fidélité, trois solutions ont été testées. Premièrement, les valeurs de concentrations ont été 

corrigées par un coefficient de correction. Le modèle corrigé est présenté dans la Figure 47. Dans ce 

cas, l’indice de justesse était de 1 mais la fidélité était moins bonne à tous les niveaux. La seconde 

solution était de travailler dans un intervalle de dosage plus restreint, de 14 à 21 µg/kg sans 

correction. Dans ce cas, le meilleur modèle était la régression quadratique pondérée (1/X) (Figure 

46).  

La troisième solution était d’utiliser la méthode seulement comme une méthode qualitative, grâce à la 

valeur seuil déterminée à 20 µg/kg, ce qui est acceptable en regard du Niveau d’Action Différentiel 

(NAD) de 100 µg/kg. Cette valeur seuil correspond à un taux de faux-négatif inférieur ou égal à 5 %, 

comme exigé dans la réglementation européenne. Le taux de faux-positifs à cette valeur est de moins 

de 1 %.  

Il est impossible de comparer nos résultats issus de l’approche globale avec ceux de la validation de 

ce même kit réalisée par Huet et al. selon une approche critère par critère [319]. En effet, la méthode 

a été validée uniquement comme une méthode qualitative. Les auteurs avaient rapporté une capacité 

de détection CCβ inférieur à 3 µg/kg dans les œufs.  
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Figure 47. Profils d’exactitude obtenus à partir de la mesure de la concentration de nicarbazine 
dans les œufs (a) avec une régression quadratique pondérée (1/X) sans correction et (b) le 

modèle corrigé. Les lignes pleines rouges sont les biais relatifs, les lignes pointillées noires 

sont les limites de tolérance (intervalles de tolérance ß), les courbes bleues avec des tirets 

représentent les limites d’acceptabilité, les points représentent the concentrations relatives 

calculées des standards de validation. 

(a) Modèle quadratique pondéré (1/X) 

 

 

 

 

 

(b) Modèle corrigé 
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Conclusions/Importance 

Nous avons pu analyser les données de validation du kit ELISA pour le dépistage de la nicarbazine 

dans les œufs, grâce à l’approche basée sur l’erreur totale et le profil d’exactitude. Les conclusions de 

l’approche globale sont que cette méthode ne peut être utilisée comme une méthode quantitative, en 

raison de son manque de justesse et de fidélité, dans l’intervalle de dosage qui nous intéressait. Cette 

méthode doit donc être utilisée seulement comme une méthode qualitative, ce qui est suffisant pour 

une méthode de dépistage. Cette étude a permis de conclure sur les performances de la méthode, en 

utilisant une nouvelle approche d’exploitation des données.  

Quand nous avions validé ce kit selon la décision européenne 2002/657/CE, l’analyse qualitative des 

données avait montré une différence significative entre les œufs blancs et les échantillons 

supplémentés à 0.7*NAD. La capacité de détection était donc bien inférieure au NAD pour les œufs. 

Aucun résultat faux-positif, ni aucun résultat faux-négatif au niveau du NAD n’avait été obtenu. Donc 

les résultats étaient aussi satisfaisants au niveau qualitatif. Le kit avait montré une grande spécificité 

pour la nicarbazine. Il ne reconnaissait pas les grandes familles d’antibiotiques et reconnaissait très 

faiblement d’autres coccidiostatiques (réactions croisées 0.008 % à 0.025 %). Concernant l’analyse 

quantitative, les coefficients de variation (CV) intra-jour étaient compris entre 11.2 et 27.6% et les CV 

inter-jours entre 25.5 et 33.9 %. Donc, les conclusions de cette approche étaient similaires à celle de 

l’approche globale, c’est-à-dire que la méthode ne devrait pas être utilisée comme une méthode 

quantitative, étant donné les problèmes de répétabilité et surtout de fidélité intermédiaire. De plus, 

nous avions aussi conclu que la justesse n’était pas satisfaisante (comprise entre 48 et 67%).  

Donc, l’approche critère par critère et l’approche globale du profil d’exactitude conduisent à la même 

conclusion, c’est-à-dire qu’il faut utiliser ce kit ELISA uniquement pour le dépistage qualitatif de la 

nicarbazine dans les œufs et non pour des analyses quantitatives. L’avantage du profil d’exactitude 

est de pouvoir comparer plusieurs modèles rapidement grâce au logiciel d’analyse des données et de 

visualiser graphiquement les problèmes de justesse et de fidélité, en fonction des concentrations. De 

plus, même si cela n’a pas fonctionné dans ce cas, il est possible grâce à un facteur de correction de 

corriger des effets matrices pour améliorer la justesse d’une méthode.  
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Contexte 

Depuis des décennies, les méthodes microbiologiques sont couramment utilisées pour le dépistage 

des résidus d’antibiotiques dans les matrices d’origine animale, telles que le muscle, le rein, le lait, etc. 

La méthode nommée « Screening Test for Antibiotic Residues » (STAR) a été développée par notre 

laboratoire dans le cadre de nos activités de laboratoire de référence de l’union européenne (LRUE) 

pour les résidus d’antibiotiques. L’objectif de ce développement était l’amélioration des performances 

des méthodes microbiologiques et l’harmonisation des méthodes au niveau européen. Cette méthode 

dite « 5 boites » est basée sur la combinaison de 5 germes (Bacillus cereus (Bc6), Bacillus 

stearothermophilus (Bst), Escherichia coli (Ec8), Micrococcus luteus (Ml8) et Bacillus subtilis (Bs8)) 

inoculés dans 5 milieux différents par leur pH et leur composition. Cette combinaison permet de 

détecter plusieurs familles d’antibiotiques, grâce à l’inhibition de la croissance des bactéries en 

présence du résidu dans le muscle. La méthode STAR a été précédemment validée dans le lait [29], 

suivant la décision Européenne 2002/657/CE [13]. Nous avons alors décidé de valider cette méthode 

pour le muscle, suivant cette même décision. Toutefois, l’approche de la validation a été un peu 

différente et plus complexe, en raison de la spécificité du muscle qui est une matrice solide.  

 

Méthodologie/Principaux résultats 

Des échantillons de muscle de différentes espèces animales (porc, bovin, ovin, volaille) ont été 

préparés. Il s’agissait de muscle broyé grossièrement, qui ont été supplémentés avec une quantité 

connue d’antibiotique. Ensuite, le mélange a été homogénéisé avec un agitateur rotatif pendant 15 

minutes, puis broyé plus finement. Enfin, les tissus « simulés » ont été aliquotés, puis conservés au 

congélateur à -20°C pendant un mois au maximum avant analyse. Dans un premier temps, 16 

antibiotiques différents, appartenant à λ familles d’antibiotiques (macrolides, aminosides, quinolones, 

tétracyclines, pénicillines, céphalosporines, sulfamides, lincosamides et divers), ont été testés à trois 

concentrations dans les tissus « simulés » (la LMR, et en fonction du niveau de détection attendu, 2 

fois la LMR ou même plus). Cette phase préliminaire a permis de définir les concentrations cibles pour 

la validation. Les capacités de détection CCβ de 16 antibiotiques ont été déterminées dans le muscle 

de porc, en analysant 60 échantillons de muscle supplémentés (tissus « simulés »), provenant de lots 

différents. La préparation des tissus supplémentés a été réalisée par 2 techniciens, en suivant le 

protocole détaillé à la Figure 48. Ce protocole a été déterminé afin d’introduire le maximum de 

variabilité dans la préparation et l’analyse des échantillons (techniciens, espacement dans le temps 

(conditions ambiantes, lots de standards, de milieu gélosé, de bactéries, etc), lots différents de muscle 

de porc, solutions filles différentes), jours différents), pour obtenir des CCβ au plus près des conditions 

de routine. De plus, 4λ lots différents de muscle de porc blancs (dépourvus de résidus d’antibiotiques) 

ont été analysés afin de déterminer la spécificité de la méthode. Toutes les analyses ont été réalisées 

en aveugle et tous les échantillons ont été déposés sur les cinq boites de la STAR. La méthode STAR 

avait été appliquée pendant 5 ans pour le dépistage des résidus d’antibiotiques dans le muscle de 

différentes espèces, en parallèle de la méthode des 4 boites (méthode officielle française).  
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Figure 48. Organisation de la préparation des échantillons pour la validation de la méthode 

STAR dans le muscle.  
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Toutefois, l’applicabilité de la méthode à d’autres espèces animales que le porc a été testée. Dans ce 

but, nous avons déterminé la spécificité et les CCβ de 5 antibiotiques (pénicilline G à 25 µg kg-1, 

doxycycline à 100 µg kg-1, érythromycine à 400 µg kg-1, gentamicine à 6000 µg kg-1, enrofloxacine à 

200 µg kg-1), à partir de l’analyse de 20 échantillons de 3 espèces différentes, pendant 5 jours. Enfin, 

une étude de robustesse a été réalisée afin de tester les paramètres analytiques qui pourraient avoir 

une influence sur le résultat.  

Le taux de faux-positifs de la méthode STAR était de 4 %, dans le muscle de porc, seulement sur la 

boite Bst (0 % sur les autres boites). Bien qu’il n’existe pas de critère maximal pour le taux de faux-

positifs dans la décision 2002/657/CE, un taux inférieur à 5 % pour une méthode microbiologique de 

dépistage est généralement considéré comme satisfaisant. Les CCβ de 3 antibiotiques (pénicilline G, 

cloxacilline et doxycycline) sont inférieurs ou égaux à leurs LMR respective (Figure 49). Les CCβ de 8 

antibiotiques (tylosine, sulfadiméthoxine, oxytétracycline, triméthoprime, érythromycine, ceftiofur, 

enrofloxacine et cefquinome) sont compris entre 1,5 et 3 fois leur LMR respective. Enfin, les CCβ des 

5 derniers antibiotiques (lincomycine, gentamicine, dihydrostreptomycine, et florfénicol) sont 

supérieurs à 4 fois leur LMR respective. Chaque boite est spécifique de la détection d’une famille 

d’antibiotiques, excepté si les concentrations en antibiotiques sont élevées. L’applicabilité de la 

méthode STAR pour l’analyse de muscles d’autres espèces a été prouvée. En effet, la zone 

d’inhibition moyenne obtenue avec les autres espèces était comprise dans un intervalle de plus ou 

moins 25 % par rapport à celles obtenues avec le muscle de porc, ce qui était notre critère pour 

valider l’applicabilité. Un seuil de positivité plus élevé est appliqué à la boite Bst (4 mm au lieu de 2 

mm d’inhibition pour les autres boites), car les échantillons blancs donnent des zones d’inhibition plus 

élevées sur cette boite que sur les autres. Deux résultats faux-positifs ont été obtenus sur la boite Bst, 

sur 30 échantillons analysés (bovin, volaille, ovin). Aucun résultat faux-positif n’a été observé sur les 4 

autres boites, quelle que soit l’espèce animale.  

Concernant la robustesse, quelle que soit la boite, aucun effet significatif de 3 facteurs testés 

(concentrations en bactéries, quantité de milieu, et temps d’incubation) n’a été démontré sur le taux de 

faux-négatifs et de faux-positifs, excepté pour la boite Bst avec la sulfadiméthoxine. L’augmentation 

de la concentration de bactéries et de la quantité de milieu pour cette boite augmente le taux de faux-

négatifs, ce qui est bien connu pour ce type de méthodes. Enfin, seul le temps de pré-incubation a un 

impact sur plusieurs boites. Une pré-incubation d’une heure à température ambiante améliore les 

limites de détection de certaines boites (Ec8, Bst pour les sulfamides et Kv8).  
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Figure 49. Relation entre les CCβ et les LMR respectives pour 16 antibiotiques représentatifs. 

 
Les 16 antibiotiques représentatifs sont représentés sur l’axe des x. Les CCβ pour les 16 antibiotiques 

représentatifs testés et leurs LMR respectives sont représentés sur l’axe des y. LMR = Limite Maximale de 
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Conclusions/Importance 

En conclusion, la méthode STAR est une méthode robuste, simple, peu couteuse, et qui permet le 

dépistage de λ familles d’antibiotiques dans le muscle de différentes espèces animales. Toutefois, la 

méthode STAR n’est pas applicable pour le dépistage de la famille des aminosides et du florfénicol au 

niveau des LMR, de même pour certaines molécules de la famille des sulfamides, des macrolides, des 

quinolones et des tétracyclines.  

La validation d’une méthode microbiologique de type boites est très lourde et longue pour plusieurs 

raisons :  

- Les substances à LMR dans le spectre de ces méthodes sont très nombreuses (eg. plus de 

50 dans le muscle).  

- Un échantillon supplémenté ne peut pas contenir un mélange d’antibiotiques car ce type de 

méthode n’est pas spécifique. Donc le nombre d’échantillons à analyser est un multiple du 

nombre d’antibiotiques pour lequel on va déterminer un CCβ. De plus, si on mélangeait des 

antibiotiques, il y a un risque d’effet synergique ou antagoniste sur la croissance bactérienne.  

- Du fait des résultats qualitatifs, le nombre d’échantillons nécessaires pour déterminer les 

capacités de détection CCβ avec une certitude statistique, est le plus souvent plus élevé que 

pour les méthodes de confirmation, excepté quand la concentration cible est au niveau ou en 

dessous de la LMR.  

- Les matrices solides, comme le muscle, rendent la validation encore plus complexe. La 

production de muscles naturellement chargés nécessite des phases animales couteuses. De 

plus, obtenir une concentration cible dans la matrice (si elle est utilisée intacte pour la 

validation) s’avère complexe, en raison e la grande variabilité entre les animaux. De plus, 

l’homogénéité de muscles intacts est difficile à garantir puisque le principe actif ne se répartir 

pas de façon homogène dans le muscle. Enfin, réaliser une validation de méthodes sur la 

base de disques supplémentés en antibiotiques, en absence de la matrice, ne donne qu’une 

indication partielle des performances de la méthode dans les conditions réelles de la matrice. 

C’est pourquoi nous avons produit des tissus dits « simulés » pour réaliser la validation. 

L’utilisation de tissus « simulés » tente de s’approcher au plus près des performances réelles 

de la méthode, mais le muscle broyé n’est pas la matrice utilisée pour l’analyse d’échantillons 

en routine. Donc les tissus simulés peuvent produire des biais par rapport à des tissus entiers.  

La décision européenne 2002/657/CE donne très peu d’informations pour la validation des méthodes 

de dépistage et surtout aucune recommandation technique pour la mise en place de la validation. 

C’est pourquoi le guide Européen pour la validation des méthodes de dépistage [256], qui aide à 

l’application de la décision 2002/657/CE [13] pour les méthodes de dépistage, a été rédigé par trois 

LRUE, en lien avec la DGSANTE. Ce guide recommande l’utilisation de tissus simulés et propose de 

restreindre la validation au minimum à une liste de substances représentatives. Cette liste n’est pas 

figée et le choix des antibiotiques se fait en fonction des antibiotiques détectés par la méthode, des 

substances ayant une LMR dans la matrice d’intérêt, des usages particuliers dans certains pays et 

des connaissances préalables sur les limites de détection de la méthode. Ces deux points ont 

constitué une grande avancée dans la validation de ce type de méthodes. Toutefois, valider ce type 
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de méthodes microbiologiques représente quand même beaucoup de temps et d’effort, quelle que soit 

la matrice d’intérêt. De ce fait, le guide Européen propose que cette validation dite initiale soit réalisée 

dans un seul laboratoire (le développeur ou un autre). Ensuite, les résultats de la validation doivent 

être mis à disposition d’un laboratoire dit récepteur qui veut mettre en place la méthode. Ce deuxième 

laboratoire pourra faire une validation réduite, dite de transfert (moins d’échantillons, pas d’étude de 

robustesse). Les caractéristiques de performance (eg. CCβ) obtenues dans le laboratoire récepteur 

seront alors comparées avec celles obtenues lors de la validation initiale. Ces performances devront 

être équivalentes. Enfin, la participation du laboratoire récepteur à des tests inter-laboratoires 

d’aptitude permettra de confirmer son aptitude à mettre en place la méthode dans son laboratoire.  
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