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Contexte 

La sufaméthazine est un antibiotique de la famille des sulfamides. Ce principe actif, retrouvé dans de 

nombreux médicaments vétérinaires,  est utilisé chez les animaux de rente et en particulier chez les 

vaches laitières. Des résidus de sufaméthazine peuvent être retrouvés dans le lait de vache. La Limite 

Maximale de Résidus (LMR) pour la somme des sulfamides dans le lait a été fixée à 100 µg/kg. Les 

méthodes de dépistage doivent donc être capables de détecter cet antibiotique dans le lait, au niveau 

ou en dessous de la LMR. Il existe différents types de méthodes de dépistage pouvant détecter les 

sulfamides dans le lait : des méthodes microbiologiques [22, 29, 302], immunologiques (type ELISA) 

[66, 70, 159, 303, 304], physico-chimiques, telles que la CCM [305], la CLHP [306] ou CL-SM/SM 

[307]. Cependant, les méthodes microbiologiques présentent le plus souvent des limites de détection 

supérieures aux LMR pour les sulfamides (LMR = 100 µg/kg).  

La technologie « Biomolecular Interaction Analysis » (BIA) permet l’étude en temps réel des 

interactions entre biomolécules, sans marquage. Au départ, la principale application était la 

détermination de l’affinité entre biomolécules et de la cinétique des interactions [308]. Les applications 

se sont ensuite diversifiées et ont touché de nombreux domaines des sciences de la vie. Le système 

Biacore X (Biacore AB, Suède) est un biocapteur optique, dont la détection est basée sur la 

résonance plasmonique de surface (SPR) [309]. Le principe de la méthode est de fixer de manière 

covalente un ligand (anticorps) sur une surface appelée sensor chip (Figure 44) et d’introduire un 

analyte dans un débit de tampon. Les deux molécules vont alors former des complexes. Ces 

interactions entre biomolécules, sont visualisées en temps réels grâce à un détecteur optique. Le 

sensorgramme permet de visualiser les variations de l’angle de résonance sous l’effet de l’association 

et de la dissociation des analytes sur la surface (Figure 45).  

Les premières publications de développement de méthodes pour détecter les résidus d’antibiotiques 

avec ce système sont parues entre 1995 et 2001 [162, 168, 310-312].  

 

 

Méthodologie/Principaux résultats 

Nous avons développé, optimisé et validé une méthode de dépistage de la sufaméthazine dans le lait, 

en utilisant deux anticorps polyclonaux anti-sufaméthazine. La première étape du développement 

consistait à optimiser l’immobilisation de la sufaméthazine à la surface de la sensor chip (la biopuce). 

Ensuite, nous avons optimisé la concentration active d’anticorps primaire qui va être mélangée avec 

l’échantillon, ainsi que la concentration d’anticorps secondaire. Ce type d’essai est compétitif : en cas 

d’absence de sufaméthazine dans l’échantillon, l’anticorps primaire en excès pourra se lier totalement 

à la surface de la puce, donc le signal sera maximum (détection du changement de masse). En cas de 

présence de sufaméthazine dans l’échantillon, elle entrera en compétition avec la sufaméthazine 

immobilisée à la surface, pour se lier à l’anticorps primaire ; donc la quantité d’anticorps à la surface 

diminuera et le signal aussi. Le signal est donc inversement proportionnel à la quantité de 

sufaméthazine dans l’échantillon. Un anticorps secondaire anti-anticorps de lapin a été utilisé pour 

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

 

 

Figure 45. Le sensorgramme.  
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Au moment de cette validation, la réglementation européenne pour la validation des méthodes 

analytiques pour les résidus et contaminants était la décision 93/256/CE [313], en vigueur jusqu’en 

2002 (abrogée par la décision 2002/657/CE) [13]. Selon cette décision, les caractéristiques de 

performance à déterminer pour une méthode de dépistage étaient : la spécificité, la limite de 

détection, la praticabilité (grand nombre d’échantillons, couts limités) pour les méthodes qualitatives et 

de surcroit pour les méthodes quantitatives, la fidélité et l’exactitude. La limite de détection était définie 

comme la concentration la plus basse qui pouvait être déterminée comme statistiquement différente (3 

écart-type) d’un lait de contrôle négatif ou de tampon (réponse moyenne de 20 contrôles négatifs). 

Dans cette étude, la validation de la méthode a consisté à déterminer la concentration minimale 

inhibitrice à 50% (IC50), la spécificité, la limite de détection et la fidélité. L’IC50, qui correspond à la 

concentration d’analyte qui inhibe 50 % du signal, est une caractéristique très utilisée pour 

caractériser les tests ELISA et pour comparer les performances de tests ELISA entre eux, dans le 

domaine médical par exemple. En effet, un test ELISA avec une IC50 inférieure à celle d’un autre test 

est un test ELISA qui aura une limite de détection plus basse, donc il sera plus performant. Cette 

caractéristique est aussi parfois utilisée pour les tests ELISA pour le dépistage des résidus 

d’antibiotiques [314-316]. Etant donné que l’approche Biacore est très proche du principe de l’ELISA, 

l’IC50 a aussi été déterminée lors de cette validation, à partir des courbes de calibration, même s’il ne 

s’agit pas d’une exigence de la décision 93/256/CE. La répétabilité du signal a été mesurée sur les 

points de la courbe d’étalonnage, en répétant chaque point de la courbe 3 fois par jour, pendant 3 

jours, soit 9 réplicats par point de la gamme.  

Lors du développement de la méthode, les concentrations actives des anticorps primaires et de 

l’anticorps secondaires ont été optimisées. L’influence du débit de l’échantillon sur les limites de 

détection et sur l’IC50 dans le lait et dans le tampon a été montrée avec les 2 anticorps. La limite de 

détection dans le lait avec les deux anticorps étaient plus élevée à 20 µl/min qu’à 5 µl/min. Cependant, 

une limite de détection à 8 µg/kg restait bien inférieure à la LMR (100 µg/kg). Etant donné le gain de 

temps pour l’analyse à 20 µl/min (8 minutes contre 30 minutes à 5 µl/min), le débit de 20 µl/min a été 

conservé. Les limites de détection obtenues en tampon (2.9 µg/kg) et dans le lait (1.7 µg/kg) avec 

l’anticorps 2 étaient plus basses que celles obtenues avec l’anticorps 1 (10 µg/kg dans le tampon et 8 

µg/kg dans le lait). Aucune réaction croisée n’a été observée pour les deux anticorps primaires avec 6 

sulfamides testés (sulfadiméthoxine, sulfaméthoxypyridazine, sulfamonométhoxine, sulfadoxine, 

sulfadiazine, sulfaphénazole), ni avec des molécules des autres grandes familles d’antibiotiques 

(pénicilline, céphalosporine, aminoside, tétracycline, chloramphénicol, quinolone). La répétabilité des 

résultats était un peu plus élevée avec l’anticorps 2 qu’avec l’anticorps 1, mais encore très 

satisfaisante (< 13%), par rapport aux critères de performance de la décision 93/256/CE (11,5 à 15 % 

en conditions de répétabilité à 100 µg/kg).  
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Conclusions/Importance 

En conclusion, nous avons démontré l’applicabilité du Biacore au développement de méthodes pour le 

dépistage de résidus d’antibiotiques dans les aliments d’origine animale. Deux méthodes ont été 

développées, utilisant deux anticorps différents, capables de détecter la sufaméthazine dans le lait, 

largement en dessous de la LMR. Les deux méthodes sont rapides (8 minutes par échantillon) et 

nécessitent une faible préparation de l’échantillon (pasteurisation, écrémage, dilution). En fonction de 

l’objectif, la spécificité de la méthode pour la sufaméthazine peut représenter un problème car la LMR 

des sulfamides est fixée pour la somme des sulfamides. Donc, dans le cadre du développement d’une 

méthode de dépistage, l’idéal serait de détecter tous les principes actifs de la famille des sulfamides 

avec la même méthode. Toutefois, dans le cadre d’une application ciblée sur la sufaméthazine 

(cinétique de déplétion), la méthode est adaptée. Cette première validation d’une méthode 

immunologique suivant la décision 93/256/CE a été réalisée en considérant la méthode développée 

comme une méthode quantitative. C’est pourquoi la fidélité (répétabilité) a été déterminée.  

Lors des validations réalisées suivant le protocole recommandé dans la décision européenne 

93/256/CE pour des méthodes immunologiques (eg. ELISA, Biacore), la limite de détection était 

calculée à partir de l’analyse de 20 échantillons blancs et du bruit de fond associé. Cette approche 

pouvait donner des limites de détection, qui n’étaient pas toujours représentatives de la performance 

réelle de la méthode, étant donné la variabilité associée aux mesures avec ce type de méthodes, 

surtout en ELISA. En général, la fidélité des méthodes développées sur le système Biacore étaient 

meilleures que celles obtenues avec des kits ELISA. Toutefois, nous pouvons dire à présent que 

l’approche du CCβ apporté par la décision européenne 2002/657/CE, est plus adaptée et apporte plus 

de confiance dans le résultat. En effet, le CCβ est déterminé à partir d’échantillons supplémentés à 

une concentration cible, et non à partir d’échantillons blancs. Enfin, nous pouvons ajouter qu’avec 

l’expérience, la plupart du temps, les méthodes immunologiques sont validées uniquement comme 

des méthodes qualitatives et non plus comme des méthodes quantitatives, sauf si leur utilisation 

l’exige.  

Par la suite, nous avons pu développer d’autres applications du système Biacore, telles que le 

dépistage d’une substance interdite avec une limite de détection inférieure à la Limite Minimale de 

Performance (LMPR) [317], d’une famille d’antibiotiques (eg. sulfamides [163], pénicillines [162]). Les 

limites de détection basses et la préparation d’échantillons réduite étaient prometteuses pour une 

mise en place plus large de ce système de biocapteur dans le contrôle Européen. Le système Biacore 

présentait d’autres avantages, dont celui de pouvoir réaliser faire son propre développement de 

méthodes (préparation des biopuces et optimisation de la méthode). De plus, la technologie ne 

nécessitait pas de marquage de l’analyte ou du biorécepteur, puisque le système détecte les 

changements de masse à la surface). De plus, le Biacore X™ possédait 4 canaux en parallèle (le 

Biacore 2000™ avait 8 canaux), ce qui permettait en théorie de combiner plusieurs essais pour 

plusieurs sulfamides ou d’autres familles d’antibiotiques.  
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Contexte 

Les animaux d’élevage peuvent être traités avec des antibiotiques, soit de façon préventive, soit de 

façon curative. Donc des résidus d’antibiotiques peuvent être retrouvés dans le muscle de ces 

animaux, soit sous la forme de la molécule mère, soit sous une forme métabolisée. Dans ce cadre, 

des Limites Maximales de Résidus (LMR) ont été fixées pour tous les antibiotiques autorisés. Les 

méthodes de dépistage qui sont la première étape du contrôle doivent permettre de détecter ces 

antibiotiques en dessous ou au moins au niveau de ces LMR. Le kit commercial appelé Premi®Test 

(commercialisé initialement par la société DSM, Pays-Bas) permet une détection large spectre de 

plusieurs grandes familles d’antibiotiques, dans le muscle de différentes espèces animales. Ce test 

microbiologique est basé sur la détection de l’inhibition de la croissance d’une souche bactérienne 

(Bacillus stearothermophilus) pré-ensemencée dans un milieu gélosé prêt à l’emploi. La détection de 

l’inhibition de la croissance bactérienne en présence de résidus d’antibiotiques dans l’échantillon se 

fait par un changement de couleur, liée à la présence d’un indicateur de pH, en moins de 4 heures. En 

effet, cette souche bactérienne possède la propriété d’acidifier le milieu quand elle se développe. En 

2008, la société DSM a déposé un dossier de certification AFNOR. En tant que laboratoire expert, 

nous avons réalisé les études de validation et présenté les résultats au Bureau Technique agro-

alimentaire de l’AFNOR.  

 

 

Méthodologie/Principaux résultats 

La validation selon le référentiel AFNOR, spécifique des kits de dépistage des résidus d’antibiotiques, 

est constituée de deux étapes μ l’étude préliminaire et l’étude collaborative. L’un des grands principes 

de l’étude préliminaire est la comparaison d’une méthode alternative (le kit commercial) avec une 

méthode de référence. Toute l’étude préliminaire est réalisée avec les 2 méthodes en parallèle ; par 

contre, l’étude collaborative ne nécessite la pratique des 2 méthodes que chez le laboratoire expert, 

alors que les laboratoires participants réalisent seulement les analyses avec la méthode alternative. 

Dans le domaine du dépistage des résidus d’antibiotiques, la méthode de référence est en principe la 

méthode officielle utilisée pour la réalisation des plans de contrôle et plans de surveillance français. 

En effet, il n’existe pas de méthodes normalisées dans ce domaine, contrairement au domaine de la 

microbiologie alimentaire. Dans le cas du Premi®Test, la méthode officielle française, appelée 

Méthode des 4 Boites (M4B), a été choisie comme méthode de référence. La comparaison s’avérait 

complexe étant donné que les 2 méthodes divergeaient en de nombreux points :  

- La préparation des échantillons de muscle est très différente. En effet, pour la M4B, des carottes 

sont prélevées dans des muscles entiers (non broyés) et congelés. Puis, des rondelles d’une 

épaisseur de 2 mm sont découpées dans ces carottes et déposées sur les boites de milieu gélosé 

préalablement ensemencé. Dans le cas du Premi®Test, les muscles doivent être entiers, puis pressés 

pour en obtenir le jus. Ensuite, le jus est déposé sur les ampoules de Premi®Test contenant le milieu 

gélosé pré-ensemencé. Le spectre de détection des 2 méthodes est différent. En effet, la M4B a un 

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

la méthode alternative.  

- Un problème méthodologique se posait donc pour la supplémentation des muscles. En effet, pour 

déterminer les limites de détection des méthodes, les matrices sont usuellement supplémentées, avec 

des quantités connues d’antibiotiques. Dans le cas de la M4B, il est impossible de supplémenter des 

muscles intacts puisque l’homogénéité de la répartition ne peut pas être garantie. De même, dans le 

cas du kit, supplémenter du muscle intact puis récupérer le jus ne constituait pas un protocole fiable. 

De plus, pour déterminer les limites de détection des 2 méthodes, il faut tester de nombreux 

antibiotiques, chacun à 3 concentrations. Il est impossible de trouver les matériaux naturellement 

chargés (non broyés), contenant les antibiotiques qui nous intéressent, et de surcroit à 3 

concentrations différentes. C’est pourquoi cette étude préliminaire a été décomposée en 3 étapes 

(Figure 46).  

Suite à l’étude préliminaire, une étude collaborative impliquant la participation de 10 laboratoires, a été 

organisée. Des échantillons de jus de viande supplémentés ont été envoyés aux participants, puis 

analysés. Chaque matériau a été préparé, codifié et envoyé en double aveugle, soit 32 échantillons à 

analysés par laboratoire. En plus des échantillons, l’Anses a préparé et fourni à tous les laboratoires 

collaborateurs 3 témoins négatifs (porc, bœuf, poulet) et un témoin positif bœuf (contenant de la 

pénicilline G à 10 µg/kg). Les laboratoires participants devaient réaliser les analyses en double 

aveugle (2 séries distinctes d’analyses). 

L’étape 1 a permis de déterminer les limites de détection du Premi®Test pour 6 molécules de 5 

familles différentes d’antibiotiques à partir de jus de viande de porc supplémentés. Excepté pour la 

gentamicine, les limites de détection du Premi®Test se situent au niveau des Limites Maximales de 

Résidus (LMR). Ces résultats sont en accord avec les performances du test annoncées par le 

fabricant.  

L’étape 2 a permis de déterminer un taux de faux-positifs et un taux de faux-négatifs de 0% pour le 

Premi®Test. Les taux de faux-négatifs et de faux-positifs étaient meilleurs pour le Premi®Test (0%) 

que pour la M4B (57% et 15% respectivement). En effet, les limites de détection de la M4B sont 

insuffisantes pour certains antibiotiques (eg. aminosides). De plus, cette phase de l’étude a montré 

que la M4B et le Premi®Test donnent des résultats concordants (« les 2 méthodes ne sont pas 

différentes »). 

L’étape 3 a permis de montrer que le Premi®Test était applicable aux muscles de différentes espèces 

animales (porcins, bovins, volaille, ovin, lapin, …). La comparaison entre le Premi®Test et la M4B 

réalisée sur les seuls échantillons analysés au niveau de l’Anses a fait apparaître une différence entre 

les 2 méthodes. Toutefois, l’intégration des résultats négatifs dans les LVD permet de constater que 

les 2 méthodes ne sont pas différentes. La capacité de chaque test à détecter les différentes familles 

d’antibiotiques a été étudiée. Le Premi®Test détecte mieux les antibiotiques de certaines familles (eg. 

béta-lactamines) que la M4B et moins bien certaines comme les tétracyclines.  
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Figure 46. Protocole expérimental de l’étude préliminaire.  
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Les résultats des laboratoires participants ont été analysés afin de déterminer différents paramètres 

de validation. Le référentiel AFNOR n’indique pas de limites minimales à atteindre pour les 

caractéristiques de performance déterminées. La spécificité et la sensibilité au niveau L3 ont été 

déterminées respectivement à 95,3 % et 72,5 %. La sensibilité au niveau L3 est de 100 % pour la 

sufaméthazine à 400 µg/kg (4*LMR) dans le muscle de bovin et pour la tylosine à 200 µg/kg (2*LMR) 

dans le muscle de poulet. Elle est diminuée par un taux de faux-négatifs plus élevé pour le ceftiofur à 

800 µg/kg (0,8*LMR) et l’oxytétracycline à 400 µg/kg (4*LMR) dans le muscle de porc. Ces résultats 

sont satisfaisants en regard des résultats obtenus lors de l’étude préliminaire. Les capacités de 

détection obtenues lors de l’étude préliminaire (étape 1) par le laboratoire expert étaient plus basses 

(sufaméthazine à 2*LMR, tylosine à la LMR, ceftiofur à 0,5*LMR et oxytétracycline à 2*LMR). C’est 

logique car les résultats d’un seul laboratoire, de surcroît expert dans ce genre de validation, sont le 

plus souvent meilleurs que les résultats globaux d’une étude collaborative, impliquant des participants 

plus ou moins habitués à utiliser la méthode alternative. Les résultats des laboratoires participants en 

termes de répétabilité et de reproductibilité étaient très satisfaisants, avec respectivement un 

pourcentage moyen de 94,8% pour un même échantillon et de 92,7 % pour 2 échantillons identiques 

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

 

 

Conclusions/Importance 

En conclusion, le kit commercial Premi®Test a obtenu la certification AFNOR en 2006 pour le 

dépistage des résidus d’antibiotiques dans le muscle porcin, bovin et de volaille (hors viande hachée). 

Cette certification a été reconduite en 2010 et 2014, sur présentation d’un dossier par le laboratoire 

expert. Le kit est actuellement certifié jusqu’en 2018. La certification AFNOR possède une 

reconnaissance nationale et européenne, voire internationale. Les études de validation qui conduisent 

à la certification sont complétées par des audits des sites de production. Ce type de validation permet 

aux fournisseurs de tests d’obtenir une reconnaissance des performances de leurs tests, de la qualité 

et de la traçabilité de leur production. Toutefois, nous avons pu voir dans le cadre de cette certification 

que le principe de base de la certification AFNOR qui repose sur la comparaison de la méthode 

alternative avec une méthode de référence pose de nombreux problèmes méthodologiques :  

- D’une part pour la mise en place de l’étude préliminaire : la préparation des échantillons pour 

les deux méthodes peut être très différents. La supplémentation de matrices entières, telles 

que du muscle, ne permettent pas de garantir l’homogénéité de la répartition des résidus. Le 

spectre de détection des deux méthodes peut être différent. De plus, les méthodes 

auparavant utilisées comme méthodes de référence sont de moins en moins utilisées dans les 

laboratoires et ne seront donc plus disponibles dans l’avenir pour réaliser les comparaisons.  

- D’autre part pour l’exploitation des résultats de cette l’étude préliminaire : la méthode 

alternative présente le plus souvent des limites de détection inférieures à celles de la méthode 

de référence. Donc on ne peut conclure à l’équivalence des deux méthodes, ce qui pose 

problème dans le cadre de la validation AFNOR. De plus, comme les spectres de détection 

peuvent être différents, cela renforce la non équivalence des méthodes.  
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Cependant, le point fort principal de la validation selon le protocole AFNOR est l’organisation d’une 

étude collaborative. Cette validation inter-laboratoires est très importante car elle permet de 

déterminer la répétabilité et la reproductibilité de la méthode alternative, mais aussi de vérifier la 

robustesse de la méthode. Pour toutes ces raisons, l’Anses en tant que laboratoire expert a proposé à 

l’AFNOR de réviser le référentiel spécifique des kits antibiotiques. Un groupe de travail réunissant 

l’Anses, l’AFNOR et d’autres experts est en cours de rédaction d’un nouveau référentiel, qui sera 

officialisé en 2016. Ce nouveau référentiel conserve les 2 études (préliminaire et collaborative). Par 

contre, l’étude préliminaire ne sera plus basée sur la comparaison de méthodes, mais sur une 

approche critère par critère.  
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