Dossier de reconduction réalisé dans le cadre
de la marque NF VALIDATION du Premi®Test

RAPPORT DE SYNTHESE DE L’ETUDE DE
VALIDATION DU PREMI® TEST (R-BIOPHARM) :

TEST DE DETECTION DES RESIDUS
D'ANTIBIOTIQUES
DANS LE MUSCLE

VERSION 3 du 16 février 2011

Sommaire
1. UN RAPPEL SUR LA METHODE ALTERNATIVE .....cuiitiieiiiiiiieiieeiieeiincieiieesisssisscrsssssssosssssssssssssasssns 2
1. Principe de la méthode alterNatiVe ........coeiiiiiiii e e e 2
2. NOtICE d'ULIlISAtION ceeeieieeeeee e e e e e e e e s e r e e e e e e s esnsbeaeeeeeeeennnnnes 4
ST D ToT 0 o F- 1T a (ol =T o) o [ ToF= 1 d o o U SURRN 4
2. UN RAPPEL SUR LA METHODE DE REFERENCE .........ccciuituiieiinieniinieieienieniesianiosiostassessessossssssssncanes 5
I T T T o Tt 5
D Y/ <1 oY TSRS 5
3. INterprétation des rESUITALS .......ccieeciiee ettt ettt e et e e e et e e e ta e e e easeeeeenseeeeennaeeaas 6
3. PRINCIPAUX RESULTATS DE LA VALIDATION INITIALE (2006) .....ccceeuuueeceeerreeeeennnnnceeesseeeennnnnssseannes 8
O o Y o1 o 11 L USRS 8
2. Sensibilité (limites de détection)/SPECIfICItE.........coviiiiiieiee et e 9
3. Comparaison de la méthode alternative et de la méthode de référence........ccccceeecvveeeecrienennnne. 9
4. Conclusion de I'étude Préliminaire .....cc..eeecciiee i e e e e e e e e e s aaaeeeas 13
5. EtUde iNterlaboratoir . ... iee e e e e e e aaeas 13
4. UNE ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE...........ccoiiittieeeeeieeeirieeennnnssseeesseneennnsssssssssaneennnssssssssssesssnnnssssssssnnes 15
1. Syntheése des publications apportant des informations sur la performance de la méthode
11T 0 0 F= Y {1 ISR 15
2. Bilan des validations externes réalisées par d’autres organismes qu’AFNOR Certification (date,
organisme, nature du protocole de validation, indication de la méthode de référence)................ 18
5. UN BILAN DES RECLAMATIONS UTILISATEURS ......cciiiitiieiinciniieniiensiasiniisssiessississsssssssssssssssens 25
6. UN ETAT DES MODIFICATIONS INTERVENUES DEPUIS LA PRECEDENTE VALIDATION.................. 26
7. UNE PRESENTATION DES MODIFICATIONS EVENTUELLES ENVISAGEES DANS LA METHODE
ALTERNATIVE ... e ciieiiiiiiiiiieiieiteirecteceettecancastestestastastastastassassastassasssssessssssssssassassassassassassassassansns 32
8. UN PROJET DE COMPLEMENT D’ETUDE DE VALIDATION SI NECESSAIRE.......ccccttuiiemerennceennceennns 32
9. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ......ccieiieiiiiiiiiiecinceiieeteteitetestastastostossassessessssssssssassassassassansas 33
FO. ANNEXES ... ceiiiiiiieiiiiiiiiiieiteitetettectessessecascassassassastastastastastassostassssssssessssssssssassassassassassansans 34

v



Dossier de reconduction réalisé dans le cadre
de la marque NF VALIDATION du Premi®Test

1. UN RAPPEL SUR LA METHODE ALTERNATIVE

- Date de 1°* certification NF VALIDATION: 15 Juin 2006.
- Date de reconduction dans le cadre de la marque NF VALIDATION: 15 juin 2010
L'attestation de validation est disponible sur le site internet de la marque NF VALIDATION

(www.afnor-validation.orq).

La société R-Biopharm AG (Darmsdat, Allemagne) est responsable de la commercialisation du kit

Premi®Test depuis début janvier 2011.

1. Principe de la méthode alternative

Le Premi®Test permet de détecter les substances antimicrobiennes présentes dans la viande fraiche,
la charcuterie, les reins, le poisson et les ceufs. C’est un test a large spectre, qui permet de détecter
un grand nombre d’antibiotiques couramment utilisés pour la viande en moins de 4 heures, sur du jus

de viande (extrait par pressage d’'un morceau de viande).

PRINCIPE

Le Premi®Test est basé sur I'inhibition de la croissance du Bacillus stearothermophilus, bactérie tres
sensible a de nombreux antibiotiques et aux sulfamides. Des spores standardisées sont inclues dans

de la gélose additionnée de nutriments sélectionnés.

METHODE

Le Premi®Test est d’'une utilisation simple. Le jus de viande est déposé dans des tubes contenant la
gélose au sein de laquelle se trouvent les spores de Bacillus stearothermophilus. Aprés 20 minutes de
diffusion puis élimination du jus et préchauffage de l'incubateur pendant 20 minutes, il faut incuber le

tube pendant environ 3 heures a 64°C et vérifier la couleur.

]


http://www.afnor-validation.org/
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Figure 1. Instructions illustrées pour le Premi®Test.

Instructions illustrées pour 'ampoule Premi®Test

1. Coupez le nombre 5. Evacuez le jus de viande en
~_ d'ampoules nécessaire avec lavant le test deux fois avec de
une paire de ciseaux ; attenticn t = l'eau déminéralisée et séchez

a ne pas endommager — ."'f-‘ attentivement le test ensuite.
l'emballage métalligue des = \ —=_ =
ampoules restanies.

&. Fermez l'ampoule de fest
avec son emballage.

2 Prélevez environ Zem® de
~ wviande maigre et utilisez une
presse a viande pour extraire
environ 250ul de jus de viande.

7. Préchauffez le bloc chauffant
de lincubateer DSM a3 la
température requise de 64.0°C
(ou 147°F). Mettez I'ampoule
dans lincubateur pendant

3. Transvasez lentement au
moyen d'une pipette 100ul de
I’ = jus de viande sur la gélose

= dans 'ampoule.
‘ﬁ. h Maltérez pas la gélose.

-t environ 3 heures.
4. Laissez reposer a 8. Retirez lampoule du bloc

i température ambiante pendant chauffant aprés le changement

!L' . 20 minutes pour la prédiffusion. de couleur du témoin de
- 4 l. - . il confréle négatif.

P i a ;l . Ty -
Echantillon Changement de
de viande > Mégatif =+ Apparition de bactéries 2+ couleur e 3
Echantillon Pas de changement de -
de viande > Positif <=+ Pas de bactérie < couleur

INTERPRETATION DES RESULTATS

La lecture du résultat « oui/non » se limite a une comparaison de couleurs. En I'absence
d’antibiotiques, les spores germent et se développent, entrainant I'acidification du milieu et un
changement de couleur. Si I'échantillon vire nettement du violet au jaune, cela signifie que la quantité
de composés antimicrobiens se situe en deca des limites de détection du Premi®Test. Inversement,
en présence d’antibiotiques, les spores ne se développent pas, elles sont inhibées par I'antibiotique :

une couleur violette indique un taux d’antibiotiques supérieur ou égal a la limite de détection du test.
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Figure 2. Interprétation des résultats du Premi®Test

Posifif | Meégatif

S —

_§ Bl

Le coffret permel indifféreamment d'analyser un
saul  échantifon ou une grande gquantité
d'échantillons de viande

2. Notice d’utilisation

La validation a porté sur le protocole suivant : Notice 0609 (annexe 1a).La notice exploitée dans le
cadre de I'étude de reconduction est référencée Notice 0911 (cf. annexes 1b a 1d). Seul le nom DSM

PremiTest a changé par rapport a la version de 2006.

Figure 3. Logo du Premi®Test.

Premi”
Test

Aucune modification n’y a été apportée depuis la premiére validation : pas de changement dans le

contenu, ni dans le protocole.
Note : A la date de rédaction du rapport de synthése version 3, une nouvelle version de notice 1011 a

été éditée pour prendre en compte le changement de société responsable de la commercialisation du

kit Premi®Test. Aucune modification n’a été apportée au protocole.

3. Domaine d’application

C’est indiqué sur la notice : « La certification NF VALIDATION porte sur les viandes de bovin, de porc

et de volaille. »
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2. UN RAPPEL SUR LA METHODE DE REFERENCE

Lors de la 1% certification NF VALIDATION obtenue en Juin 2006, la méthode de référence était la
méthode officielle frangaise des 4 Boites (LMV/90/01). La méthode des 4 boites [1] est la méthode
officielle frangaise de détection des résidus d’antibiotiques dans la viande. La méthode des 4 boites a
pour objet, a l'aide de microorganismes sensibles, la mise en évidence de résidus de substances a
activité antibiotique sans en déterminer leur identité. Elle est applicable aux muscles d'animaux de
boucherie et volailles, aux muscles et foies de palmipédes gras.

Cette méthode a évolué fin 2008 (LMV/90/01 version 5 du 10/12/2008) car le milieu ASS pH 7.4 n’est
plus commercialisé.

Toutefois, le principe de la méthode n’a pas changé.

1. Principe
La détection des résidus de substances a activité antibiotique nécessite I'application d'une technique
de diffusion en gélose qui comporte :
- La préparation des boites de milieu nutritif ;
- La préparation des souches de microorganismes utilisées pour les tests ;
- Il'ensemencement, par un microorganisme sensible aux substances a activité antibiotique, d'un
milieu nutritif solide coulé en boite de Pétri.

- le dépbt, a la surface du milieu ensemencé, d'une rondelle de muscle congelé, suivi d'une

incubation a la température optimale de développement du microorganisme-test.
Les substances a activité¢ antibiotique éventuellement présentes inhibent la croissance du

microorganisme-test : il en résulte la formation d'une zone d'inhibition autour de I'échantillon.

2. Méthode

La précédente méthode requérait I'utilisation des deux espéces suivantes : Bacillus subtilis BGA
cultivé a trois pH différents (6, 7,4 et 8) (Bs6, Bs7.4 et Bs8) et Micrococcus luteus cultivé a pH 8 (MI8).

Pour la méthode de diffusion réalisée avec Bacillus subtilis BGA a pH 7,4, I'addition de triméthoprime

(TMP) permet la détection des sulfamides dans le muscle grace a la synergie triméthoprime-
sulfamides.

La nouvelle version 5 de la méthode requiert I'utilisation des deux mémes espéces : Bacillus subtilis
BGA cultivé a 2 pH différents (6 et 8) (Bs6 et Bs8) et Micrococcus luteus cultivé a 2 pH différents (7,4

et 8) (MI7.4 et MI8). Pour la méthode de diffusion réalisée avec Micrococcus luteus a pH 7,4, I'addition

de triméthoprime permet la détection des sulfamides dans le muscle grdce a la synergie

triméthoprime-sulfamides.
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Conclusion : Le milieu ASS a pH 7.4 a été remplacé par le milieu DST (Diagnostic Sensitive Test)
a pH 7.4 (OXOID). De plus, le germe Bacillus subtilis BGA a été remplacé par le germe Micrococcus
luteus avec ce milieu a pH 7.4 + TMP pour la détection des sulfamides. Seule cette boite a été

modifiée sur les 4 boites.

Le principe de dépbt des échantillons n’a pas évolué :

- Sortir les échantillons du congélateur, quelques minutes avant d'opérer, et les déposer sur un
plateau en acier inoxydable.
- Prélever sur chaque échantillon une "carotte" cylindrique de 8 mm de diamétre et de 2 cm de
long environ, a l'aide d'un emporte-piéce.
- Tout en poussant le cylindre de muscle hors de l'emporte-piéce, découper a l'aide d'un
bistouri huit rondelles de viande de 2 mm d'épaisseur.
- Placer deux rondelles en positions diamétralement opposées sur chacune des quatre boites
d'essai, en utilisant des pinces.
Il est ainsi possible de déposer dans chacune de ces boites jusqu'a six rondelles, correspondant a
trois échantillons a examiner, toutes ces rondelles devant se situer sur un cercle a environ 1 cm de la
périphérie de la boite.

Enfin, l'interprétation des résultats n’a pas évolué.

3. Interprétation des résultats

Pour chacune des quatre boites, sont considérés comme positifs, les échantillons de viande donnant
des zones d'inhibition dont la taille de la zone annulaire est au moins égale & 2 mm.

Il faut recommencer I'essai chaque fois que le résultat semble douteux (pour un méme échantillon une
rondelle étant positive et l'autre négative, colonies éparses dans la zone d'inhibition, contaminations,
etc...).

Si le second résultat n'est pas considéré comme positif, le résultat douteux doit étre considéré comme
négatif.

Conclusion

Sont considérés comme contenant des résidus de substances a activité antibiotique, les échantillons
trouvés positifs par I'une au moins des quatre techniques de diffusion en gélose.

De plus chaque boite présente une sensibilité particuliere pour certaines familles d’antibiotiques, ce

qui permet de donner les orientations suivantes :
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Tableau 1. La méthode des 4 boites versions 4 et 5 et orientations.

Boite 1 Boite 2 Boite 3 Boite 4
Bacillus subtilis a | Bacillus subtilisa | Bacillus subtilis a | Micrococcus luteus
Version 4
pH 6 pH 7,4 pH 8 apH8
Béta-lactamines Béta-lactamines et
Orientation ) Sulfamides Aminosides )
ou tétracyclines macrolides
Bacillus subtilis a | Micrococcus luteus | Bacillus subtilis a | Micrococcus luteus
Version 5
pH 6 apH7,4 pH 8 apH8
Béta-lactamines Sulfamides ou o Béta-lactamines et
Orientation ) ; Aminosides )
ou tétracyclines béta-lactamines macrolides

En conclusion, une seule des 4 boites a été modifiée.

Nous verrons plus loin les conséquences sur la sensibilité de la méthode.

<
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3. PRINCIPAUX RESULTATS DE LA VALIDATION INITIALE (2006)

1. Praticabilité

Critéres de praticabilité du kit: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13.

Tableau 2. Praticabilité du Premi®Test.

Critéres a controler

Communication
sur le critére

Méthode de contréle du critére

Emballage

Emballage ou

1 boite polystyréne + 1 notice d’utilisation en plusieurs

notice langues.
2 Volume des réactifs Emballage ou 25 ampoules, 1 seringue doseuse de 1 ml (volume
notice mesureé fixe = 100 pl), des embouts de seringues jetables
Conditions de stockage (+ Emballage ou Notice : A stocker au frais (<8°C). NE PAS CONGELER
3 date de pérem tio?w) notic% Date de péremption et numéro de lots indiqués sur
P P 'emballage.
4 | Mode ?éﬂi'ﬂfiﬁggtri‘oipres la Em?}f}'{f’cgee OU | Notice : A stocker au frais (<8°C). NE PAS CONGELER
5 Equserr:éedr;?q%lélsocaux Notice Incubateur DSM ou bain-marie (64°C)
Réactifs préts a 'emploi ou Emballage ou s U .
6 réactifs a gréparer (prgtocole) noticge Aucun réactif a préparer. Tout est prét a 'emploi.
7 Ecrr?rﬁ)iiiiﬁ Egg:sgﬁrr:]gnlig Rapport Entre 1 jour et 2 jours (formation de 6 LVD)
Fonction du nombre d’échantillons :
Temps de décongélation des échantillons (a 37°C),
Temps réel de Dépbt des échantillons dans les ampoules,
manipulation/Flexibilité de la Lavages a I'eau
8 technique en fonction du Rapport
nombre d’échantillons a Indépendant du nombre d’échantillons :
analyser,... Temps de pressage,
Pré-incubation 20 minutes
Incubation a 64°C entre 2H40 et 3HO0 en moyenne
9 Délai (] sultat Rapport et Environ 5 heures entre le début de préparation des
elai avant les resuftats attestation échantillons et la lecture des résultats pour 15 & 20
échantillons.
10| Type de qualification d'un Rapoort Qualification requise inférieure a la méthode de référence
technicien pp (car réactifs prét a 'emploi).
11 Etap’e S communes avec la Attestation Aucune
méthode de référence
12 Si oui, tracabilité des Notice Saisie des résultats sous Excel (n°lot, validité, ttmoins
résultats négatifs et/ou positifs, résultats...)
13 Maintenance par le Rapport Contréle de I'incubateur ou bain-marie (t°)

laboratoire

2.

<]
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Sensibilité (limites de détection)/Spécificité

Résultats de la phase 1 :
Cette phase a été réalisée sur des jus de viande supplémentés uniquement par analyses avec le

Premi®Test. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 3. Limite de détection (échantillons avec des concentrations croissantes de 6

antibiotiques).

BETA- BETA-
Famille SULFAMIDE TETRACYCLINE | MACROLIDE AMINOSIDE
LACTAMINE LACTAMINE
Antibiotique | Sulfadimérazine | Oxytétracycline Tylosine Amoxicilline | Gentamycine Ceftiofur
LMR (muscle)
100 100 100 50 50 1000
(ug/kg)
Limite de
2xLMR 2xLMR LMR 0.5xLMR > 2xLMR 0.5xLMR
détection

LMR : Limite Maximale en Résidus

CONCLUSION DE LA PHASE 1 :

L'étude de jus de viande de porc supplémentés a permis de montrer que pour 6 molécules
appartenant a 5 familles d’antibiotiques différentes, la limite de détection du Premi® Test se situe au
niveau de la Limite Maximale de Résidu (LMR) correspondante. Pour un seul antibiotique
(gentamycine), la limite de détection est supérieure a la LMR (40% de positifs a 2xLMR).

Avec 20 échantillons « blancs » testés et 6 molécules antibiotiques (5 échantillons par antibiotique), le
taux de faux-négatifs a 2 fois la LMR est de 8% et le taux de faux-positifs de 18%.

Le résultat est satisfaisant puisque pour une méthode de dépistage le taux qui doit &tre minimal est le
taux de faux négatifs, étant donné que les échantillons déclarés positifs (dont les faux positifs) doivent

étre confirmés par une méthode physico-chimique pour identification et quantification.

3. Comparaison de la méthode alternative et de la méthode de
référence

a) Résultats de la phase 2 :
Cette phase a été réalisée sur des muscles naturellement chargés (animaux traités au laboratoire).

Les analyses ont été réalisées en paralléle avec la méthode des 4 Boites et avec le Premi®Test. Le

tableau suivant permet de résumer les résultats obtenus.

|
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Tableau 4. Comparaison des performances de la méthode des 4 Boites et du Premi®Test.

o Oxytétracycline / . ) Global échantillons
Antibiotique Amoxicilline | Tylosine Blanc 1
Sulfadiméthoxine naturellement chargés
LMR (muscle porc) (ug/kg) 100 /100 50 100
Concentrations trouvée
760/ 150 270 750
LC-MS-MS (en ug/kg)
Nombre positifs
® 5/5 5/5 5/5 15/15 0/5
Premi~Test
Nombre positifs
. 5/5 4/5 1/5 10/15 2/5
4 Boites

CONCLUSION DE LA PHASE 2 :

- Cette phase de I'étude a montré que la méthode 4 Boites et le Premi® Test donnent des résultats
concordants (« les 2 méthodes ne sont pas différentes »). Toutefois on observe que lors de cette
phase les taux de faux-négatifs et de faux-positifs (par rapport a la présence ou a I’absence
réelle de résidus d’antibiotiques dans les échantillons, mesurés via la CL/SM-SM) sont
meilleurs pour le Premi®Test que pour la méthode des 4 Boites. En effet la sensibilité de la
méthode des 4 Boites est parfois insuffisante pour certains antibiotiques (amoxicilline et surtout
tylosine).

- Le fait d’avoir traité les animaux a 'ANSES ainsi que l'analyse des matrices naturellement
chargées et des matrices « blanches » par CL/SM-SM permet d’étre certain du contenu de ces
échantillons.

- Enfin il faut noter que les concentrations des échantillons naturellement chargés sont trés
supérieures aux LMRs respectives des 4 antibiotiques (de 1.5 a 7.6 fois la LMR). Ceci est d0 a des
difficultés en pratique a produire des échantillons naturellement chargés a une concentration

précise.

b) Résultats de la phase 3 :

Cette étude a été menée en utilisant des échantillons naturellement chargés provenant «du terrain».
1427 échantillons ont été analysés (objectif initial = 1000) dans 6 laboratoires vétérinaires
départementaux (LVD) en utilisant 2 méthodes : le Premi®Test et une boite avec Bacillus cereus.
Cette phase 3 de I'étude a permis de travailler sur de trés nombreuses espéces et ainsi de renforcer
les résultats des phases 1 et 2 qui étaient basées uniquement sur du muscle de porc.

Les échantillons positifs avec au moins une des méthodes microbiologiques (Premi®Test, 4 Boites ou

méthode européenne STAR) ont été analysés en CL/SM-SM.

F
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Le tableau suivant résume les résultats obtenus au niveau des LVD, puis a 'ANSES avec le
Premi®Test, la méthode des 4 Boites, la méthode STAR et la méthode de confirmation par CL/SM-
SM.

Tableau 5. Répartition par espéce.

Espéce Bovin Porc Volaille Autres Inconnu
Nombre échantillons analysés
au LVD 379 671 205 26 146
LVD
Nombre positifs et douteux
LVD Premi®Test 63 26 ! S ’
Nombre échantillons analysés
1 4 7
a ’ANSES 65 3 >
Nb échantillons positifs et
. 45 19 2 5 7
ANSES douteux Premi®Test
Nb Echantillons positifs 4
N 3 5 2 0 0
Boites
Nb échantillons positifs STAR 13 13 4 0 2
ANSES Nb échantillons testés 38 18 4 1 0
CL/SM-
Nb échantillons positifs
SM o 14 8 3 0 0
(molécule identifiée)

On observe le manque de sensibilit¢ de la méthode des 4 Boites vis a vis d’'un certain nombre
d’antibiotiques, puisque le nombre de positifs 4 Boites est bien inférieur au nombre de positifs CL/SM-SM
(molécule identifiée). Par contre, la meilleure sensibilité du Premi®Test permet de détecter plus de vrais-
positifs qu'avec la méthode des 4 Boites.
Toutefois, pour une partie des échantillons positifs en Premi®Test analysés ensuite en CL/SM-SM,
aucun résidu d’antibiotique n’a été retrouvé. On ne peut toutefois étre certains qu’il s’agisse de « faux-
positifs » pour 2 raisons principales :
- soit un probleme d'instabilité des molécules contenues initialement dans I'échantillon (stockage
ou transport, délai avant 'analyse en CL/SM-SM trop long, molécules trés instables....),
- soit la présence dans I'échantillon d’antibiotiques qui ne sont pas contenus dans le spectre de
détection de la méthode CL/SM-SM ou pour lesquels la sensibilité est insuffisante.
Le Premi®Test a été utilisé, au niveau des LVD comme au niveau de 'ANSES, sur des jus provenant de
toutes les especes. Les conditions de mise en ceuvre ne différent pas entre les espéces. Les études
bibliographiques (voir chapitre 4) ne font pas état de différence importante concernant les seuils de
détection.
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Ces données ont permis d’étendre la validation du Premi®Test du muscle de porc aux muscles de bovin

et de volaille.

Corrélation méthode alternative/méthode de référence (4 Boites) a I’ANSES :

En conclusion, la concordance (exactitude relative) entre les résultats du Premi®Test et de la
méthode des 4 Boites est trés satisfaisante si on inclue tous les échantillons du panel.
Si les 2 méthodes sont déclarées différentes aprés un test statistique, c’est en raison d’un taux élevé
de déviation positive (Premi®Test +/4 Boites -) qui est du au manque de sensibilité de la méthode de

référence vis a vis d’'un certain nombre d’antibiotiques (Bétalactames ou Sulfamides).

Comparaison méthode alternative (Premi®Test) /méthode de référence (4 Boites) a ’TANSES

pour les échantillons retrouvés positifs avec la méthode CL/SM-SM a ’ANSES

Au bilan on constate que, sur 'ensemble des échantillons pour lesquels une molécule a pu étre
identifiée, grace a la méthode CL/SM-SM, le pourcentage d’échantillons positifs en Premi®Test est
comparable a celui des positifs en méthode des 4 boites. Toutefois, les molécules retrouvées ne sont
pas exactement les mémes : meilleure détection des Bétalactames ou des Sulfamides pour le

Premi®Test, meilleure détection de certaines tétracyclines pour la méthode des 4 boites.

CONCLUSIONS DE LA PHASE 3 :
- Lors de cette phase 3, les taux de faux-positifs de la méthode des 4 Boites et du Premi®Test
sont respectivement de 1% et de 30%. Par contre les taux de faux-négatifs de la méthode des 4
Boites et du Premi®Test sont respectivement égaux a 16 et 4%.
- Cette phase de I'étude a donc montré que la méthode des 4 Boites et le Premi®Test donnent des
résultats différents (« les 2 méthodes sont différentes »). Toutefois, comme dans la phase 2, on

observe que les taux de faux-négatifs sont meilleurs pour le Premi®Test que pour la méthode des 4

Boites, sachant que c’est le paramétre a minimiser pour une méthode de dépistage. En effet, la
sensibilité de la méthode des 4 Boites est parfois insuffisante pour certains antibiotiques
(Bétalactames ou des Sulfamides), ce qui explique aussi qu’elle donne moins de résultats faux-
positifs que le Premi®Test.

- Il faut noter que, contrairement a la phase 2, ici nous ne sommes pas certains du contenu des
échantillons. Ce sont les résultats de CL/SM-SM qui sont considérés comme la réalité du contenu
des échantillons. Toutefois, pour les raisons évoquées précédemment (instabilité, problémes liés a

la CL/SM-SM), on ne peut garantir que les résultats de CL/SM-SM représentent la réalité.
- Le Premi®Test est applicable aux muscles de différentes espéces (porcins, bovins, volaille, ovin,

lapin, ...), a la condition de tester chaque fois un jus témoin négatif de chaque espece a analyser.

12
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4. Conclusion de I’étude préliminaire

- Les 3 phases de I'étude de validation du Premi®Test réalisée dans le cadre de la marque NF
VALIDATION ont permis de réunir une grande somme de données et de résultats sur les
performances du Premi®Test dans un 1% temps, mais aussi sur les performances comparées du
Premi®Test et de la méthode des 4 Boites.

- En conclusion, le Premi®Test est applicable aux muscles de différentes espéces (porcin, bovin,
ovin, ...) en utilisant comme témoin négatif un muscle »blanc » de I'espéce analysée.

- La méthode des 4 Boites (prise comme méthode de référence) et le Premi®Test ont des
performances comparables en terme de sensibilité et de spécificité lorsqu’on prend des échantillons
non biaisés. Il y a par contre une différence si I'on ne prend en compte que des échantillons déja
sélectionnés par screening avec le Premi®Test.

- Le taux de faux-négatifs du Premi®Test a toujours été inférieur a celui de la méthode des 4
Boites. C’est ce taux qui doit &tre minimal pour une méthode de dépistage des résidus d’antibiotiques.
On a observé une meilleure détection des Béta-lactamines ou des Sulfamides pour le Premi®Test, et
une meilleure détection de certaines tétracyclines pour la méthode des 4 boites.

A linverse le taux de faux-positifs du Premi®Test s’est révélé, dans la phase 3, plus élevé que celui
de la méthode des 4 Boites. Ceci ne remet pas en cause les performances de la méthode mais incite
d’'une part & améliorer la méthode de confirmation (CL/SM-SM) afin de retrouver une plus large palette
d’antibiotiques, d’autre part un éventuel surcodt lié a la nécessité de confirmer les positifs par CL/SM-
SM.

5. Etude interlaboratoire

L’étude interlaboratoire a été organisée en 2006, comprenant 11 laboratoires ont été sollicités.
Chaque laboratoire a regu 32 échantillons de jus de viande supplémentés, provenant de 3 espéces
différentes (bovin, porc, volaille), répartis de la maniére suivante: 24 échantillons positifs en
antibiotiques représentant 12 niveaux en double aveugle (4 antibiotiques différents et 3 niveaux par
antibiotique) et 4 échantillons représentant le lot t¢émoin sans antibiotique.

Toutes les analyses devaient étre effectuées en double (2 séries d’analyse distinctes) et en aveugle,
avec le Premi®Test uniquement, dans chacun des laboratoires collaborateurs. Les participants
avaient un délai d’'une semaine maximum apres réception des échantillons.

lls devaient impérativement analyser en plus des échantillons inconnus un témoin négatif (‘blanc’) par
espéce et un échantillon positif (supplémenté avec de la pénicilline G a 10 pg/kg).

Les résultats sont présentés ci-dessous.
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Tableau 6. Résultats par niveau de contamination.

. . Concentrations qubre de Nombre de % de résultats
Paires Niveaux (ug/ka) résultats | .o htats positifs ositifs
Ha/kg négatifs P P
Lo 0 36 0 0% FPO ©
Porc L1 20 36 0 0% Fp1®
oxytetracycline | |2 200 32 4 1% VP2 ©
L3 400 11 25 69% vp3 @
Lo (] 30 6 17% FPO
) L1 40 34 2 6% FP1
Porc ceftiofur
L2 400 32 4 1% VP2
L3 800 0 36 100% VP3
Lo (] 32 4 1% FPO
Beeuf L1 20 33 3 8% FP1
sulfadimerazine L2 200 30 6 17% VP2
L3 400 17 19 53% VP3
Lo 0 36 0 0% FPO
) L1 10 36 0 0% FP1
Poulet Tylosine
L2 100 6 30 83% VP2
L3 200 0 36 100% VP3

FPO@ : Faux-positifs au niveau 0 ; FP1®™ : Faux-positifs au niveau 1 ; VP2 ©: Vrais-positifs au niveau

2 ; VP3 @: vrais-positifs au niveau 3.

détection des résidus d’antibiotiques dans le lait.

D’une fagon générale les résultats de I'étude inter laboratoire sont tres satisfaisants. On retrouve les
mémes types de résultats que lors de I'étude préliminaire en terme de niveau de détection. Les
résultats bruts de 9 laboratoires ont finalement été analysés, en plus de ceux du laboratoire expert.
La spécificité a été estimée a 95.3 %, de plus la sensibilité du test au niveau L3 a été calculée a

72,5%. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus lors de précédentes validations de kits de

Les résultats en terme de répétabilité et de reproductibilité sont trés satisfaisants, avec des

pourcentages moyens de 94,8% et 92,7 % pour la répétabilite et de 89,1 pour la reproductibilité.

Les résultats complets obtenus dans le cadre de I’étude NF VALIDATION ont été publiés dans

un journal scientifique international par le laboratoire expert [2].

<
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4. UNE ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Synthése des publications apportant des informations sur la
performance de la méthode alternative

Sept publications antérieures a 2006 (cf. précédent rapport de synthése de 2006) avaient montré

que :

Conclusion de I’étude bibliographique :

Le Premi®Test peut détecter la plupart des antibiotiques au niveau des LMRs (macrolides,
tetracyclines, sulfamides) ou méme en dessous (beta-lactamines). Pour quelques antibiotiques
comme des aminosides, la spiramycine (macrolide), les limites de détection sont plus élevées que les
LMRs. C’est le cas pour tous les tests de dépistage des résidus d’antibiotiques puisqu’il n’existe pas
de test a I'heure actuelle capable de détecter tous les résidus d’antibiotiques au niveau des LMRs.
Plusieurs études ont montré que l'origine du muscle (espéce animale d’origine) a peu ou pas

d’influence sur la sensibilité du test.

Depuis cette date, d’autres articles scientifiques ont été publiés concernant les performances du
Premi®Test dans la viande, les ceufs, le poisson, le rein, ....... Un état des lieux est présenté ci-

dessous.

MUSCLE

- Une étude a permis d'évaluer 3 tests d'inhibition microbienne: la méthode des 4 Boites, une
méthode 5 Boites (STAR) et le Premi®Test [3]. Les tests ont été utilisés pour détecter les résidus de
sulphamethazine (SMZ) dans les tissus de lapin aprés administration par voie orale jusqu'a 15 jours
du délai d’attente. Une procédure d'extraction par solvant a été utilisée pour améliorer la sensibilité
des meéthodes Boites (pas pour le Premi®Test). Concernant les résultats obtenus en CLHP
(Chromatographie Liquide Haute Performance), il a été conclu que le test le plus approprié pour la
détection des résidus de SMZ dans les tissus de lapins au niveau d'intérét (LMR) est le Premi®Test,
suivi par la STAR couplée avec le procédure d'extraction par solvant. L'étape d'extraction par solvant
a sensiblement amélioré les résultats des méthodes de diffusion, la STAR et la méthode des 4 Boites.

POISSON

- La méthode des 4 Boites a été utilisée pour la détermination des résidus de sulfadiazine /
triméthoprime dans la truite [4]. Cette méthode d'inhibition microbiologique utilise trois milieux
ensemencés avec Bacillus subtilis a différentes valeurs de pH (6, 7,2 ou 8,0) et un quatrieme milieu
ensemencé avec Micrococcus luteus. Le Premi®Test a également été utilisé en paralléle. Le tissu a
été broyé puis centrifugé et le surnageant a été récupéré. Pour le Premi®Test 100 ul de surnageant
sont déposés sur les ampoules. Pour la 4 Boites, 10 ul de surnageant sont déposés sur des disques

de papier, eux-mémes déposés sur les 4 boites. Les concentrations en résidus s’accumulent et

B
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atteignent un plateau a 5 jours. Cette étude a montré que le Premi Test est plus sensible que la
méthode des 4 boites pour la détection des rsidus de sulfadiazine / triméthoprime dans la truite. En
effet, 3 jours aprés larrét du traitement (jour 10), des résidus sont toujours détectés par le
Premi®Test, mais plus par la méthode des 4 Boites.

- La méthode des 4 Boites, le Premi®Test et un test ELISA ont été utilisés pour détecter les
résidus de sulfadiazine / triméthoprime chez la truite [5]. Les concentrations en résidus s’accumulent
et atteignent un plateau a 5 jours. Au jour 15, des résidus sont toujours détectés par le Premi®Test et
par le test ELISA, mais plus par la méthode des 4 Boites. Cette étude a montré que le Premi Test est
plus sensible que la méthode des 4 boites pour la détection des résidus de sulfadiazine /

triméthoprime dans la truite.

REIN

- Le Premi®Test a été évalué par rapport a une méthode microbiologique a 1 boite (test de
diffusion en gélose) pour le dépistage de résidus d’antibiotiques dans le fluide rénal [6]. En résumé, le
Premi®Test est capable de détecter une série d'antimicrobiens au niveau des Limites Maximales de
Résidus (LMR) dans le liquide rénal, mais se révele moins sensible que la méthode 1 Boite pour
certains antimicrobiens comme les tétracyclines, les sulfamides, la fluméquine et la streptomycine.
Toutefois, la méthode 1 Boite s’est révélée moins sensible que le Premi®Test pour la plupart des
autres classes d'antimicrobiens.

- Trois méthodes microbiologiques de dépistage des antimicrobiens dans le jus de rein de
boeuf et le sérum de boeuf ont été testés en paralléle en utilisant la pénicilline G, la sulfadiméthoxine,
I'oxytétracycline, la tylosine, la danofloxacine, la streptomycine, la néomycine, et la spectinomycine : le
FAST test, le Premi®Test et le KIS™ test [7]. Chaque test a donné un profil de détectabilité différent
pour les différents antibiotiques, avec les plus grandes différences liées a la néomycine, qui a été
mieux détectée par le FAST, et la pénicilline G, qui a été détectée a des niveaux inférieurs par le
Premi®Test et le KIS™ test.

- Une méthode appelée NAT (Nouws antibiotic test) a été testée sur des échantillons de routine
(plans de contrdle) et la performance de la méthode a été comparée a deux autres méthodes de
dépistage: une méthode 5 Boites (STAR) et le Premi ® Test [8]. L’analyse de 591 échantillons a
donné 4 résultats non conformes par rapport aux LMRs : 3 concernaient les tétracyclines, qui ont été
détectés seulement avec le NAT et la méthode STAR, le quatriéme contenait 172 ug kg'1 de
sulfadiazine, qui a été détectée par les trois méthodes. Cette étude a conclu que le Premi®Test est
moins sensible que les 2 autres méthodes pour la détection des tétracyclines dans le muscle. Les 3
méthodes ont détecté un échantillon contenant de la tulathromycine a 172 ug kg'1, antibiotique qui n'a
pas de LMR dans le muscle.

- Dans une autre étude, 3 tests rapides congus pour analyser des échantillons pour la présence
de résidus d'antibiotiques, le Fast Screen Test (FAST), le Premi®Test et le KIS™ test, ont été
comparés en utilisant du jus de rein de bovin et des échantillons de sérum [9]. Des échantillons

potentiellement contaminés de jus de rein bovin et du sérum ont été obtenus a partir de 235
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carcasses qui avaient été retenues par les inspecteurs dans une usine de transformation pour des
tests supplémentaires. En outre, des analyses en chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
de masse en tandem (CL-SM/SM) ont été effectuées sur ces échantillons afin d'identifier les
antibiotiques présents et leurs niveaux. Les trois tests de dépistage ont détecté avec succeés les 2
échantillons contenant des teneurs élevées en dihydrostreptomycine dans le jus de rein. Le Premi ®
et KIST" test ont détecté un échantillon contenant de la sulfaméthazine au dessus du niveau de
tolérance des Etats-Unis pour les reins (a la fois rein et sérum), tandis que le FAST n'a pas. Le FAST
a donné le moins de faux positifs (test positif, pas d'antibiotiques détectés par LC-MS/MS), mais
semble étre, en général, moins sensible que les deux autres tests de dépistage pour les antibiotiques
détectés dans ces échantillons. Le KIS™ test et le Premi ® avaient tous deux un nombre de faux
positifs important dans cette étude, le Premi®Test dans le sérum, tandis que pour le KIS™ ils sont

distribués entre le rein et le sérum.

CEUFS
- Lors d’'une autre étude, les résidus de sulfadimidine ont été recherchés dans les ceufs apres

administration d’'un médicament aux poules pondeuses [10]. Le Premi®Test, une méthode des 4
Boites et la CLHP ont été utilisées pour détecter et confirmer les résidus de sulfadimidine. Les
résultats positifs de la 4 Boites ont été confirmés par le Premi®Test. La présence de sulfadimidine a
été détectée par la méthode des 4 Boites seulement 72 heures aprés la fin de 'administration, alors
que la sulfadimidine a été détectée par le Premi®Test 8 jours aprés la fin du traitement. Les résultats
du PremiTest étaient conformes avec ceux de la CLHP.

- Trois différents kits commerciaux pour le dépistage des sulfamides et d’autres
antimicrobiens dans les ceufs ont été validés conformément a la décision européenne CE/2002/657
[11]: un test ELISA multi-sulfamides et deux tests microbiologiques (le Premi®Test de r-Biopharm et le
kit Explorer® de Zeu-Inmunotec) [12]. Les taux de faux positifs ont été inférieurs a 2% pour tous les
kits. La sensibilité du test Premi® était meilleure que celle du test Explorer®, probablement en raison
de la dilution des ceufs avant l'essai Explorer®. Les valeurs de capacités de détection CCP pour la
plupart des sulfamides testé ont été satisfaisants avec le Premi®Test (< 100 ug kg‘1 (LMR)). La
participation avec le Premi®Test a un essai inter-laboratoires d’aptitude pour la détection des
sulfamides dans les ceufs a confirmé ces résultats. Les capacités de détection du Premi®Test pour la
tétracycline et la doxycycline ont été au niveau de la LMR ou deux fois au maximum la LMR. Les
capacités de détection pour la chlortétracycline et I'oxytétracycline sont plus élevées (de quatre a six
fois la LMR). Les capacités de détection pour l'amoxicilline, la néomycine, la tylosine et
I'érythromycine ont été inférieures a leurs LMRs respectives. Les capacités de détection pour les
sulfamides ont été beaucoup plus faibles pour le kit ELISA que pour les tests microbiologiques. En
conclusion, le test Explorer® et le Premi®Test pourraient étre utilisés comme tests de dépistage large

permettant la détection de la plupart des familles d‘antimicrobiens dans les ceufs.
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Conclusion générale sur la synthése bibliographique :

Une seule étude a pu étre trouvée sur les muscles d’animaux de boucherie (ici lapin). Elle confirme
que le Premi®Test est plus sensible pour les sulfamides que la 4 Boites ou une méthode 5 Boites,
méme si on fait précéder celles-ci d’'une extraction du muscle par solvent.

Les autres études concernant le muscle de poisson, le rein et les ceufs confirment la tendance des
résultats données dans le cadre de I'étude initiale NF VALIDATION : bonne performance du
Premi®Test pour les beta-lactames et les sulfamides, toujours plus sensible pour ces molécules que
les méthodes Boites type méthode des 4 Boites ; moins bonne performance du Premi®Test pour la
détection des tétracyclines.

Enfin, quelques soient les tests de dépistage des résidus d’antibiotiques, il n’existe pas de test a

I'heure actuelle capable de détecter tous les résidus d’antibiotiques au niveau des LMRs.

2. Bilan des validations externes réalisées par d’autres organismes
qu’AFNOR Certification (date, organisme, nature du protocole de
validation, indication de la méthode de référence)

Le Premi®Test a obtenu la validation AOAC (AOAC Research Institute (RI)) le 16 Juin 2006 (Certificat
n° 060601) (Annexe 2).

La société DSM a fourni le rapport de validation AOAC-RI au laboratoire expert.

Tableau 7. Résumé du certificat de validation AOAC.

Nom du kit Premi®Test
Producteur du kit DSM Nutritional Products
Numéro du catalogue 2860
Numeéro de licence 60601
Date de certification originelle 16Juin 2006
Analytes Pénicilline G
Matrices Muscle bovin

Laboratoires indépendants :

- Dr. Sara Stead, Central Science Laboratory (CSL), Sand Hutton, York Y041 1LZ, England ;

- Dr. Steve Lehotay, USDA Agricultural Research Service (ARS), Eastern Regional Research
Center, Microbial Biophysics and Residue Chemistry Research Unit, 600 East Mermaid Lane,
Wyndmoor, PA 19038, USA.

Rapporteurs :
- Dr. Joe Boison, Canadian Food Inspection Agency, 116 Veterinary Road, S7N 2R3 Canada ;
- Dr. Michael Murphy, University of Minnesota.

N


http://www.aoac.org/testkits/2010_060601_Certificate.pdf
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Pour cette validation AOAC, il a été décidé d'évaluer le Premi®Test pour la détection des résidus de
pénicilline G dans le muscle de bovin. La limite maximale de résidus (LMR) pour les résidus de
pénicilline G dans le muscle bovin est de 50 pg kg™

La validation AOAC n’utilise pas la comparaison avec une méthode de référence.

Une lecture optique avec le Premi®Scan a été réalisée. En effet, la lecture optique st nécessaire pour
obtenir une validation AOAC. Un résumé des résultats de cette validation AOAC va étre présenté ci-

dessous.

Le contenu du rapport de validation est le suivant : objectifs de la méthode, définitions (sensibilité /
spécificité / exactitude), principe du test, description des 4 parties de I'étude, résultats, conclusions et
annexes.

Le protocole d'étude AOAC-RI nécessite I'utilisation de tissu musculaire supplémentés et
naturellement chargés. Les différentes étapes de la validation ont été menées au CSL, chez DSM et a
I'USDA.

Pour la pénicilline G, les paramétres de performance suivants ont été déterminés dans les laboratoires

suivants:

Tableau 8. Résumé des paramétres de performance du Premi®Test pour la pénicilline G
obtenus dans cette étude.

Table 1. Summary of performance parameters of Premi®Test for penicillin G obtained in the study

Laboratory Study Performance | Remarks
Pen G (ppb)
CSL FPart 1: 6 outof 6 10 A range of 5 different concentrations from 0 —

50 ppb was tested. At 10 ppb, all 6 of 6
samples analysed tested paositive.

UsDA Fart 2: 30 out of 30 10 Results confirmed that the detection sensitivity
of the PremiTest for pen G was 10 ppb with
95% confidence level

DsM Part 3. Ruggedness, 10 The presence of other antimicrobial drugs did
interference, cross-reactivity not interfere with the PremiTest kits ability to
detect pen G residues at a concentration of 10
ppb added o bovine muscle tissue.

UsDA Part 4. Incurred tissue 10 The detection sensitivity determined using
fortified tissue samples was further confirmed
using incurred bovine muscle tissues.
PremiTest was able to detect all pen G
residues in incurred samples containing pen G
at concentrations greater than or equal to 12

ppb .

|
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Tableau 9. Résumé des échantillons et des concentrations utilisées pour évaluer la sensibilité

de détection du Premi®Test pour la pénicilline G dans les différentes phases de la validation.

Part of the Antibiotics Concentration # of samples
Study (ppl)
1 Zero Control 0 4
Penicillin G 0.5 [i]
5 6
10 [i]
25 ]
a0 ]
2 Zero Control 0 20
Penicillin & 10 30
3 Zero Control 0 20
Penicillin G 10 30
4* Zero control 0 3
Penicillin G 3.5 2
G 2
12 2
20 2
50 2

*) Study was repeated daily for & days. The total number of samples must thergfore e multiplied by six.

- La premiére partie de cette étude a été menée au Central Science Laboratory (CSL),

laboratoire indépendant. Sur la base de leurs résultats obtenus sur des muscles de bovin

supplémentés (6 réplicats par concentration), la sensibilité de détection pour les résidus de

pénicilline G dans les muscles de bovin a été définie a 10 ug kg™

- La deuxiéme partie de I'étude a été menée a 'USDA et chez DSM, laboratoire indépendant.

Leurs résultats obtenus sur des muscles de bovin supplémentés (30 réplicats & 10 ug kg™') ont

confirmé la sensibilité de détection pour les résidus de pénicilline G dans les muscles de bovin

a été définie a 10 ug kg™ . Toutefois, un échantillon négatif a été testé positif (faux-positif) lors

de I'étude réalisée chez DSM. Aucun faux-positif ni aucun faux-négatif n’a été obtenu lors de
I'étude a 'USDA.
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Tableau 10. Résultats de la lecture au canner pour confirmer la sensibilité de détection du

Premi®Test a 10 ug kg'1 pour la pénicilline G.

Zero control
Sample Sample
Interpreted Scanner Interpreted Scanner
Results Results

1 MNEG ] NEG
7 MNEG 10 MEG
3 MNEG 11 NEG
F MNEG 12 NEG
MNEG NEG
g MEG 1 i NEG

] MNEG

Penicillin G 10 ppb
Sample Interpreted Sample Interpreted
Scanner Results Scanner results

1 POS 16 POS3
2 POS 17 POS
3 POS 18 POS
4 PO3 19 POS
5 POS 20 POS
[ POS 21 POS
7 POS FF] PO3S
g POS 23 POS
g POS 24 POS
POS POS3
}? POS gg POS
12 POS 37 POS
13 POS 28 POS3
14 POS 29 F"-:IE
1% POS 0 POS

- Latroisiéeme partie de I'étude a été menée chez le producteur du test (DSM). lls ont déterminé

la robustesse, les interférences et les réactions croisées.

Robustesse : Ni les différents lots de Premi®Test, ni les différentes dates de validité, n’ont
eu d’effet sur les résultats attendus du test (positif ou négatif). Il adonc été conclu que le
Premi®Test est produit de fagon reproductible et que le test donnera toujours les résultats
escomptés a la limite de détection et sur des échantillons réellement négatifs. Quand on
fait varier la température du muscle a laquelle le jus est extrait, le volume de jus déposé
sur l'ampoule, la fagon dont le jus est extrait du tissu (pressage) et la température
d'incubation les résultats attendus ne sont pas affectés. Les facteurs qui influencent les
résultats du test sont :

0 L'age de I'échantillon: I'échantillon doit étre testé dans les 48 h pour éviter la perte

d'activité antimicrobienne.
0 Viandes hachées: risque accru de faux positifs et négatifs dus a [I'activité

enzymatique. D'ailleurs, il est impossible d'obtenir des jus de viande hachée.
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Tableau 11. Facteurs qui influencent le résultat du Premi®Test.

Sample age
Replicate | Blank | PenG 10 ngig
Fresh heef
Visual Scanner Fesult Yisual Scanner Result
1 Y -7.2 NEG P 767 POs
2 Y -7.28 NEG P 10.27 POs
3 Y -6.52 NEG P 10.93 POS
Beef stored 72 h at 7°C (45°F)
Wisual Scanner Fesult Yisual Scanner Result
1 Y -5.25 NEG Y -5.23 NEG
2 Y -5.92 NEG Y -5.46 NEG
3 Y -8.26 NEG Y -4.80 NEG
Sample Type
Whole Tissue
Replicate Blank Peniz 10 no/g
Yisual Scanner Fesult Visual Scanner Result

1 Y -7.2 NEG P 7.67 POs

2 Y -7.20 NEG P 10.27 POsS

3 Y -6.52 NEG P 10.53 POS

Minced (Homogenized)
Yisual Scanner Fesult Wisual Scanner Result

1 Y -6.90 NEG 3.88 POs

2 Y =275 NEG 2.596 POSs

3 Y -6.70 NEG -4.13 NEG

e Interférences : Leurs résultats obtenus sur des muscles de bovin supplémentés ont montré

que les antibiotiques testés n’interférent pas avec la détection de la pénicilline G a 10 ug

kg'1 dans les muscles de bovin.

¢ Reéactions croisées : Echantillons de muscle bovin supplémentés :

N
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Tableau 12. Etudes de réactions croisées. Effet d’autres médicaments vétérinaires sur la

détection avec le Premi®Test.

Antimicriobial Specific drug 100 ppb | 50 ppb 10 ppb
Class
R-lactams Amoxicillin + + +
Ampicillin + + +
Ceftiofur
Cephapirin + +
Cloxacillin *
Tetracyclines Chlortetracycline +
Doxyeycline
Tetracycline +
Aminoglycosides | Dihydrostreptomycin
Gentamycin
Neomycin
Streptomycin
Macrolides Erythramycin + +
Tilmicosin + +
Tylosin + +
Glycopeptides Bacitracin
Lincomycin
Virginiamycin +
Sulfonamides Sulfanilamide
Sulfadiazin +
Sulfamethoxin +
Sulphamethazin
Sulfathiazole +
lonophores Monensin
Lasalocid
Salinomycin
Miscellaneous Lactic acid
Oxytocin
Phenylbutazone
Flunixin
Dipyrone
Chloramphenicol
Dapsone + + +

+ = positive reponse of PremiBTest at this level

- La quatrieme partie de I'étude a été menée a 'USDA sur des reins et des muscles de bovin
issus d’animaux naturellement chargés en pénicilline G (aprés traitement antibiotiques). Leurs
résultats ont montré que le Premi®Test est capable de détecter la pénicilline G a des

concentrations égales ou supérieures a 12 pg kg™

5]
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Tableau 13. Résultats de la pénicilline G détectée avec le Premi®Test dans des échantillons de

muscle bovin naturellement chargés.

Concentrations Coded Sample Beef muscle Result
(pph) Number Readings
0 Al -10.23 MEG
0 B1 -10.10 MNEG
0 C1 -10.06 MNEG
3.5 AZ -9.4 MNEG
3A8 B2 -10.18 MNEG
G A2 -5.28 MEG
G B2 -2.05 MEG
12 Ad §.8 POS
12 B4 .67 POS
20 A5 77 POS
20 BS 684 PosS
A AR 7.33 POS
A0 AT 7.1 POS

Conclusions du rapport :

Les résultats montrent que le Premi®Test remplit toutes les conditions requises pour cette
étude de validation AOAC pour la détection des résidus de pénicilline G dans les tissus
musculaires de I'espéce bovine. Les résultats montrent également qu'il existe une réactivité
croisée avec de nombreux d'autres composés antimicrobiens. Le Premi ® Test est un test de
dépistage a large spectre qui permet de détecter de nombreux antimicrobiens pertinents dans
la viande.

Le Premi®Test est capable de détecter les résidus de pénicilline G dans des muscles de
bovin artificiellement contaminés a 10 ug kg'1 avec un niveau de confiance de 95%.

Il a été confirmé que le Premi®Test est également capable de détecter des résidus de
pénicilline G dans des muscles de bovin naturellement chargés a des concentrations
supérieures ou égales a 12 ug kg'1 avec un niveau de confiance de 95%.

Le Premi®Test présente des réactions croisées avec les médicaments suivants a un niveau
de 100 pg kg'1 :

e [B-lactamines: amoxicilline, ampicilline, céphapirine, cloxacilline ;

e Tétracyclines: chlortétracycline, tétracycline ;

e Macrolides: érythromycine, tylosine, tilmicosine ;

¢ Glycopeptides: Virginiamycine ;

e Sulfamides: sulfadiazine, sulfadimethoxine, sulfathiazol ;

e Divers: dapsone.

Le Premi®Test présente des réactions croisées avec les médicaments suivants a un niveau
de 50 ug kg™ :

¢ [B-lactamines: amoxicilline, ampicilline, céphapirine ;

e Macrolides: Tilmicosine, érythromycine, tylosine ;

e Divers: Dapsone.
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- Le Premi®Test présente des réactions croisées avec les médicaments suivants a un niveau
de 10 ug kg™:
e [-lactamines : amoxicilline, ampicilline ;

e Divers: Dapsone.

Tableau 14. Résumé des limites de détection (réactions croisées).

100 pg kg™ 50 pg kg™ 10 ug kg
B-lactamines cloxacilline céphapirine amo>$|<?|l!|ne
ampicilline

chlortétracycline

Té li ' i
étracyclines tétracycline

. tilmicosine
Macrolides , . .
érythromycinetylosine

sulfadiazine

Sulfamides sulfadimethoxine
sulfathiazol

Glycopeptides virginiamycine
Divers dapsone

- La péniciline G a 10 ug kg'1 n‘est pas maquée en présence d'autres médicaments ou
composeés.
- Les performances du Premi®Test n'est pas affectée par les facteurs opératoires suivants :
e Température de I'échantillon : 4 vs 20°C (39 vs 68 °F) ;
¢ Quantité de I'échantillon : 75 vs 125 ul (recommandé : 100 pl) ;
e Pressage partiel ou entier;
o Température d'incubation 63 vs 65°C (145 ° F vs.149) (recommandé: 64°C / 147°F).
- Les résultats confirment les critéres de sélectivité définis dans le protocole d’étude AOAC

Research Institute.

5. UN BILAN DES RECLAMATIONS UTILISATEURS

3 réclamations de clients ont été transmises au laboratoire expert par le fournisseur, concernant un lot
identique de Premi®Test (lot 07H15/16) (cf. annexes 3a a 3c).

Ces réclamations, datant de 2007, ont été portées sur une baisse de sensibilité du Premi®Test vis-a-

vis des sulfamides et en particulier de la sulfadiazine. La raison était un changement au niveau de la

production sur la quantité de lot fabriquée. En effet, la quantité fabriquée avait été doublée sur ce lot,
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donc le temps de remplissage des ampoules a l'usine était plus long. Les spores étaient donc
maintenues plus longtemps a une température élevée et cela a eu un effet négatif sur la détection des
sulfamides.

Aprés vérification sur des échantillons de ce lot, DSM a constaté un probléme de stabilité de 25 % de
la production de ce lot de Premi®Test, d0 a ce changement dans la production. Ce probléeme de
stabilité a entrainé une moins bonne sensibilité particulierement pour la sulfadiazine.

DSM a pris une action corrective : Ne plus produire des lots en aussi grande quantité en revenant a

I'ancien procédé de fabrication. De plus, un courrier a été envoyé aux 3 clients, ainsi qu’'un nouveau
lot de Premi®Test.

Cette réclamation n’a pas remis en cause les performances générales des kits.

Cette réclamation n’a pas donné lieu a des modifications du protocole, ou a des exclusions de

matrices.

6. UN ETAT DES MODIFICATIONS INTERVENUES DEPUIS LA
PRECEDENTE VALIDATION

- Le référentiel technique utilisé dans le cadre de la marque NF VALIDATION a été validé en 2005
(révision 0, validée le 10/05/2005). Ce référentiel est spécifiquement adapté aux méthodes de
détection des résidus d’antibiotiques et autres molécules a effet antibactérien dans les produits
agroalimentaires. Donc la validation initiale obtenue en Juin 2006 a été réalisée selon ce référentiel,

qui n’a subi aucune modification depuis.

- Aucune modification n’est intervenue dans la méthode alternative depuis la premiéere validation.
Pas de demande d’extension.

La méthode de référence a été partiellement modifiée.

Conséquences sur la sensibilité de la méthode ?

Si on reprend les résultats de la certification NF VALIDATION initiale de 2006, réalisée avec

'ancienne méthode de référence (MR), on observe que :

- Lors de la phase 1, le Premi®Test dans les jus de viande supplémentés détectaient 100 %
des échantillons supplémentés a la ¥2 LMR en amoxicilline et ceftiofur, a la LMR en tylosine, a 2*LMR
en sulfamethazine.

- Lors de la phase 2, 'amoxicilline a 270 pg kg'1 (LMR = 50) dans des muscles de porc
naturellement chargés était détectée 5 fois sur 5 par la méthode des 4 Boites, 5 fois sur 5 avec le
Premi®Test et la tylosine a 750 ug kg'1 (LMR = 100) était détectée 1 fois sur 5 par la méthode des 4
Boites, 5 fois sur 5 avec le Premi®Test. OTC (LMR = 100) et sulfadimethoxine (SDMX) (LMR = 100) a

respectivement 760 et 150 ug kg'1étaient détectés 5 fois sur 5 par les 2 méthodes.
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- Lors de la phase 3, sur des échantillons terrain, le Premi®Test présentait une meilleure
détection des Bétalactamines essentiellement et parfois des Sulfamides. Par contre on avait observé
une meilleure détection de certaines tétracyclines pour la méthode des 4 boites.

- Lors de I'essai inter-laboratoires, 53 % labos détectaient le ceftiofur & 800 ug kg™ (0.8*LMR),
100 % des labos la sulfamethazine a 4*LMR, 100 % des labos la tylosine a 2*LMR et 83 % des labos
la tylosine a la LMR dans des jus de viande supplémentés.

Tableau 15. Résumé des résultats de la validation initiale en 2006 (ancienne MR).

Phase 1 Premi®Test Méthode de référence
ECthI’"OI’]S jus de viande supplémentés /
testés

100 % des échantillons supplémentés :
- ala ¥ LMR en amoxicilline et ceftiofur,

Detection - alaLMR en tylosine, !
- a2*LMR en sulfamethazine
Phase 2 Premi®Test Méthode de référence
% muscles de porc naturellement chargés muscles de porc naturellement chargés

- amoxicilline a 270 pg kg™ (LMR = 50)
détectée 5 fois sur 5,

- tylosine a 750 pg kg (LMR = 100)
détectée 1 fois sur 5

- OTC (LMR =100) et
sulfadimethoxine (SDMX) (LMR =
100) a respectivement 760 et 150 ug
kg™ détectés 5 fois sur 5

- amoxicilline a 270 ug kg'1 (LMR = 50)
détectée 5 fois sur 5

- tylosine a 750 pg kg~ (LMR = 100)

Détection détectée 5 fois sur 5.

- OTC (LMR = 100) et sulfadimethoxine
(SDMX) (LMR = 100) a respectivement
760 et 150 g kg™ détectés 5 fois sur 5

Phase 3 Premi®Test Méthode de référence
M échantillons terrain échantillons terrain
testés

- meilleure détection des Bétalactamines

. . - meilleure détection de certaines
essentiellement et parfois des

tétracyclines

Sulfamides.
Essai |n.ter— Premi®Test Méthode de référence
laboratoires
—Echannlllons jus de viande supplémentés /
testés
- 53 % labos détectaient le ceftiofur a
800 ug kg™ (0.8*LMR),
- 100 % la sulfamethazine a 4*LMR, /

- 100 % la tylosine a 2*LMR
- 83 % latylosine a la LMR

Les conclusions globales de I'étude NF VALIDATION initiale de 2006 étaient que la sensibilité de la
méthode des 4 Boites était parfois insuffisante pour certains antibiotiques (amoxicilline et surtout
tylosine), par contre la sensibilité était meilleure pour les tétracyclines.

o)
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Nouvelle version de la méthode des 4 Boites :

Auparavant, la méthode des 4 Boites n’avait pas été validée selon des critéres de performance. Cette

nouvelle boite MI7.4, ainsi que les 3 autres ont a présent été validées pour les muscles de bovin, ovin,

porcin et volaille.

Résumé de la validation de la nouvelle méthode des 4 Boites :

La méthode des 4 Boites a été validée suivant la décision européenne EC/2002/657 [11].

Les caractéristiques de performance suivantes ont été déterminées, a partir d'un nombre

d’échantillons suffisant (statistiquement significatif) :

Spécificité (47 échantillons blancs de muscle bovin),

Capacités de détection (60 échantillons de muscle bovin par antibiotique validé, échantillons
de muscle broyés, supplémentés, puis congelés),

Applicabilité a différentes espéces animales (30 échantillons blancs de muscle ovin, porcin et
dinde),

Robustesse (influence de variations mineures et délibérées de paramétres expérimentaux).

Les résultats qui vont nous intéresser dans ce rapport sont les capacités de détection (ou CCp).

Les résultats suivants ont été obtenus sur des tissus simulés, c’est-a-dire de la viande broyée,

supplémentée, puis congelée. Ensuite, des rondelles de viande étaient déposées sur les boites,

comme pour l'usage en routine de cette méthode.
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la validation de la nouvelle MR.

Tableau 16. Antibiotiques validés, concentrations correspondantes et boites spécifiques pour

Groupes Boite spécifique Analytes;gz::s -[Clen LMR [C] en pg/kg
i . Bs6 Cefalonium - 100 -
Céphalosporines
MI7.4 Cefalexine - 200 200
Bs6 Penicilline G - 25 50
Lo MI7.4 Amoxicilline - 50 50
Pénicillines
Bs6 Cloxacilline - 600 300
MI7.4 Oxacilline - 150 300
. Mi7.4 Sulfadiazine - 500 100
Sulfamides
MI7.4 Sulfadiméthoxine - 500 100
Aminoglucosides Bs8 DHS - 10 000 500
Quinolones Bs6 Flumequine - 500 200 or 400
Fluoroquinolones Bs8 Enrofloxacine - 200 100
i . Bs6 OTC - 200 100
Tétracyclines
Bs6 CTC-50 100
. MI8 Erythromycine - 500 200
Macrolides
MI7.4 Tylosine - 1000 100

La boite Bs6 n’a pas été modifiée dans cette version 5 de la méthode des 4 Boites, donc ni la
détection des tétracyclines sur Bs6, ni la détection des beta-lactamines sur cette méme boite
(c’est-a-dire pénicilline G, cloxacilline, dicloxacilline et 6 céphalosporines dont le cefalonium)
n’ont été modifiées. De méme, les sensibilités des boites Bs8 et MI8 n’ont pas variées puisque
les boites n’ont pas été modifiées.

Dans cette nouvelle version de la méthode des 4 Boites (version 5), seule la boite Bs7.4 a été
remplacée par MI7.4. Donc, seule la sensibilité par rapport aux sulfamides, a certaines beta-
lactamines (ampicilline, amoxicilline, oxacilline, ceftiofur, cefalexine et cefquinome) et a la
tylosine aurait pu étre modifiée et remettre en cause la comparaison avec la méthode des 4
Boites et le Premi®Test.

Avec l'ancienne MR, la boite Bs7.4 n’était pas la boite spécifique pour la détection de
'amoxicilline, c’était la boite MI8. La capacité de détection de la boite MI8 pour I'amoxicilline a
été validée en paralléle avec la détermination de la capacité de détection de la nouvelle boite
MI7.4. Les résultats suivants (Tableau 17) ont été obtenus en supplémentant des muscles

broyés de bovin avec de I'amoxicilline a 50 pg/kg (LMR).

Tableau 17. Comparaison de la sensibilité de MI8 et MI7.4 pour ’'amoxicilline.

Boites MI8 MI7.4

Nombre de résultats négatifs* / nombre

. 5-730=17% 5-/165=8 %
total d’échantillons analysés

*Résultats négatifs : Zone d'inhibition inférieure a 2 mm.

X
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Donc, la sensibilité de la méthode des 4 Boites via la boite MI7.4 est Iégerement meilleure que celle

de la boite MI8, mais le CCp est resté fixé a la LMR (50 pg/kg), donc identique entre I'ancienne MR et

la nouvelle MR.

Le tableau suivant présente les capacités de détection obtenues pour 15 antibiotiques validés sur les

4 Boites.
Tableau 18. Détermination des capacités de détection (ou CCp).
Nombre de
Boite résultats CCB en
Groupes spécifique Analytes - [C] en pg/I positifs (sur 60 uglkg CCB/LMR
analyses)
Bs6 Cefalonium - 100 60 + 75a100 <LMR
Céphalosporines
MI7.4 Cefalexine - 200 60 + 150 a 200 <LMR
Bs6 Penicilline G - 25 60 + 25 <1/2 LMR
Mi7.4 Amoxicilline - 50 60 + 30a50 <LMR
Pénicillines
Bs6 Cloxacilline - 600 57 +/3- 750 2,5LMR
MI7.4 Oxacilline - 300 60 + 150 a 300 <LMR
MI7.4 Sulfadimethoxine - 750 54 + ] 6- > 750 >7,5LMR
Sulfamides
MI7.4 Sulfadiazine - 600 52 +/ 8- > 600 >6 LMR
Aminoglucosides Bs8 DHS - 10 000 0+/15- >10 000 >20 LMR
Quinolones Bs6 Flumequine - 500 59 +/1- 500 1,5t0 2 LMR
Fluoroquinolones Bs8 Enrofloxacine - 250 60 + 200 & 250 ~LMR
Bs6 OTC - 200 58 +/2- 200 2 LMR
Tétracyclines
Bs6 CTC - 100 60 + 50a 100 <LMR
MI8 Erythromycine - 600 60 + 500 a 600 3 LMR
Macrolides
MI7.4 Tylosine — 1000 60 + 1000 10 LMR

Les capacités de détection CCP pour 2 sulfamides (sulfadimethoxine (SDMX), sulfadiazine), 3 beta-

lactamines (amoxicilline, oxacilline et cefalexine) et la tylosine ont été estimées comme suit sur la boite
MI7.4 : SDMX > 750 pg kg~ (LMR = 100 ug kg™'), sulfadiazine > 600 ug kg™ (LMR = 100 pg kg™),
cefalexine 200 ug kg” (LMR = 200 pg kg™), amoxicilline < 50 ug kg™ (LMR = 50 pg kg™"), oxacilline 300
ug kg” (LMR = 300 pg kg™ et tylosine 1000 pg kg~ (LMR = 100 pg kg™).
De plus, 3 antibiotiques détectés sur MI7.4 ne sont pas intervenus dans la comparaison lors de la

validation initiale en 2006 : cefalexine, oxacilline et sulfadiazine. Nous n’allons donc pas les étudier ici.

Il reste 3 antibiotiques de 3 familles différentes a comparer (Tableau 19).

X
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Tableau 19. Comparaison des résultats de la validation de la nouvelle MR et des résultats de la

validation initiale (2006) pour I’ancienne boite Bs7.4 et la nouvelle boite MI7.4.

Ll LIy gl Validation initiale 2006
Nouvelle MR
Groupes Analytes - [C]en | Nombre | CCR en Ancienne MR Premi®Test
ug/kg de + ng/kg
Détection : 25 ug kg™ (5 sur
N - . amoxicilline & 270 pg kg™ 5)
Pénicillines Amoxicilline - 50 60+ 30a50 (LMR = 50) - 4 sur 5 amoxicilline & 270 ug kg”
(LMR = 50) : 5 fois sur 5
OTC (LMR = 100) et OTC (LMR = 100) et SDMX
) Sulfadimethoxine SDMX (LMR = 100) & (LMR = 100) a
Sulfamides - 750 S4+16 > 750 respectivement 760 et 150 | respectivement 760 et 150
ug kg™ : 5 fois sur 5 ug kg™ : 5 fois sur 5
Détection : 100 pg kg™ (5 sur
. . tylosine a 750 pg kg™ 5)
Macrolides | Tylosine —1000 | 60+ 1000 || MR = 100) : 1 fois sur 5 | tylosine & 750 ug kg™ (LMR
=100) : 5 fois sur 5.

Si on compare les résultats de validation de 2009 avec ceux obtenus en 2006, on remarque que :

- la méthode des 4 Boites présente toujours un défaut de détection de certains sulfamides (>
7.5*LMR). Pour la sulfadimethoxine, on a trouvé en 2009 sur MI7.4 un CCp légérement
supérieur a 750 ug/kg. Or en 2006, lors de la validation initiale, la boite Bs7.4 était capable de
détecter la SDMX a 760 ug/kg (5 fois sur 5). Donc, la sensibilité de la boite MI7.4 n’a pas
été améliorée par rapport a celle de Bs7.4 pour la sulfadimethoxine et le changement
de boite ne remet pas en cause I'étude de comparaison 4 Boites/Premi®Test réalisée
en 2006 dans le cadre de la marque NF VALIDATION. De plus, le Premi®Test est aussi
capable de détecter la SDMX a 760 ug/kg (5 fois sur 5).

- la méthode des 4 Boites présente toujours un défaut de détection de la tylosine (10*LMR
nouvelle version / > 7.5 LMR en 2006). Or le Premi®Test est capable de détecter la tylosine
au minimum a 2*LMR (200 pg/kg) (100 % des laboratoires dans I'étude interlaboratoire) et
méme a la LMR (100 pg/kg) (phase 1). Donc, la sensibilité de la boite MI7.4 n’a pas été
améliorée par rapport a Bs7.4 pour la tylosine et ce changement ne remet pas en cause
I’étude de comparaison 4 Boites/Premi®Test réalisée en 2006 dans le cadre de la
marque NF VALIDATION. La MA reste plus sensible que la MR pour la tylosine.

- NB : Dans la précédente version du rapport, il y avait une erreur. Il était écrit : « L’'amoxicilline
a été validée pour cette nouvelle version de la méthode des 4 Boites, mais elle est détectée
sur la boite Bs6, qui n’a pas été modifiée et non sur MI7.4, donc sa capacité de détection n'a
pas changée ». En fait, 'amoxicilline est détectée préférentiellement sur MI7.4 pour cette
nouvelle version de la méthode. La sensibilité de cette boite pour 'amoxicilline a été

Iégérement améliorée par rapport a MI8 (Bs7.4 ne détectait pas I'amoxicilline) (pourcentage

S
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de faux-négatifs légerement diminué). Toutefois, le CCp déterminé lors de la validation en
2009 est de 50 ug/kg et méme CCp de 50 pg/kg sur MI8. Toutefois, le seuil de détection du
Premi®Test pour 'amoxicilline est au minimum de 25 ug/kg. Donc si on comparait a présent
la nouvelle MR et la MA, on conclurait que les 2 méthodes ont des seuils de détection
équivalents et donc I'exactitude relative serait trés bonne, et méme la MA reste plus sensible
que la MR pour lamoxicilline, comme c'était le cas avec la boite Bs7.4. Donc, ce
changement ne remet pas en cause l'étude de comparaison 4 Boites/Premi®Test
réalisée en 2006 dans le cadre de la marque NF VALIDATION.

En conclusion, le laboratoire expert apres étude des résultats de validation de 2006 et de validation de
la méthode des 4 Boites nouvelle version de 2009 a conclu que le changement de boite a eu une
influence mineure sur la sensibilité de la méthode de référence (équivalence des anciennes et
nouvelles versions) et n’a pas eu d’impact sur la comparaison des performances de la méthode
alternative par rapport a celles de la méthode de référence.

7. UNE PRESENTATION DES MODIFICATIONS EVENTUELLES
ENVISAGEES DANS LA METHODE ALTERNATIVE

Aucune modification dans la méthode alternative n’est envisagée.

Les réactifs et le protocole de la méthode alternative ne changent pas.

8. UN PROJET DE COMPLEMENT D’ETUDE DE VALIDATION SI
NECESSAIRE

Etant donné les éléments présentés ci-dessus :
- Aucune modification dans le référentiel de certification de la marque NF VALIDATION, dans la

méthode alternative,

- Aucune réclamation, aucun article publié ni aucune validation externe ne remettent en cause
les performances de la méthode alternative,

- Modification de la méthode de référence sans conséquences sur la comparaison des

performances de la méthode de référence et de la méthode alternative,
Aucun complément d’étude n’est envisagé par le laboratoire expert pour reconduire la
certification NF VALIDATION du Premi®Test.

@
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Annexe 1a. Notice a la date de Juin 2006.

iz -~ . DM - ZE/1 - 06,06
Prel | || Test 7 AFNOR ' METHODES ALTERKATIVES D'AWALYSE ECUR L'AGROALIMEMTAIRE
w'd':-ﬂ;/ Certifié par BFRQ AFNOR Cercification - www.afnor.org

Fin de walidite : 30 aodt 2010

Test standardiss pour |a detection de substances antmicrobennes dans la viande [walide AFMNOR] le poissen, les ceufs, les rens, Turing,
le sang &t 'alimentation animale . La margue AFMOR VALIDATICN porte sur les visndes de bowin, de pore et de volaile. Mobice DED2

Contenu du coffret

25 ampoules contenant du Bacilus stearsthemophiius var, calidolaciis enrocé dans un excipient solide de gélose. emibouts de serngue jetables,
film de protection perforé + seringue dossuse.

Description du produit

F'remi"q'erst est un iest de dmeJm microbiclogque & large spectre, spécialement mis au pont pour k3 détection, dans la viande fraiche. ke
poissen ou les ceufs, de la présence de substances antimicrobiennes telles que les résidus d'anticicbigues ou de sulfamides. & un nivesu égal ou
infériewr & la plupart des LW (limitz maximale de résidus).

Principe du test

Premi"Test 25t basé sur lnhibidion du développemeant de Bacilus stearothermophiius, un micro-organisme rés sensible 3 de nombreux résidus
d'antibictiques et de sulfamides.

IUn nombre standardisé de spores est enrché dans un excipient de gelese contenant des nutriments selecl.cnnes Lorsque le jus de viande aura
&t& ajouté dans Mampoule de Prem™Test et mis en incubation 3 84°C, les spores vont germer. Ces spores gen'r'es. wont se multiplier et acidifier i
mitzu en I'absence de substances inhisitrices. Ce qui se tradura par un changement de cousur de lindcateur qui virera du viclet au jaune.

Si les résidus antimicrobiens sont présents en quantité suffisante (au-dessus du seull de détection), le germe test ne se déveloopera pas et la
couleur restera vicletie. ) _

DEM Premitest vous propose des procédures de prélévements d'échantilions diesufs, de reins, durine, de sang et o alimentation animale.

Précautions 3 prendre

e test est exfrémement sensible aux anthiotiques et auires substances inhibitrices - il faut donc éviter tout risque de contamination par de telles
sulpstances. || est conssillé de bien se laver les mains avant e test et de se les secher avec du papier absorbant ou une serviette propre.

Uilisation
== Bien se [aver les mains avant de commencer e test.

= Découper le nombre d'ampoules nécessaires avec une paire de cissaux sans abimer le fim daluminium qui protége les ampoules
voisines.

= Enfever prudemment le film de protection recousrant be nomibre & amgoules souhaitées (ne pas owerir plus d'ampoules que nécessairs).

= Prendre environ 2 cm® de viands maigre et uti'ser une presse-wiande pour en extraire environ 250 pl de jus de viande. | est &galement
possible dobtenir du jus de viande 3 'aide du Multpress cu en faisant congelen'décongeier la wiande. (Un bulletin technigue concemant
le Multpress est disponible au s premitest.com).

= Utifser un nouvel embout jetable de seringue pour chagque prélévement.

= Pipsier ::lans I'embout 100 pl die jus et bz verser sur |3 peloss. sans la toucher.

= Lasser a température ambeante penl:lmt 20 mimutes powr une pré-incubation.

= Eliminer le jus de viande en remplissant puis en vidant dewx fois de suite Flampeoule de t=st aves de I'eau démindralisée. Laver
absclument 3 'EAL DEMINERALISEE (pas d'eau du robinet!)

= |l est imporiant & éliminer scigneusement le restant d'eau de 'ampoule.

= Femer 'ampous de test avec le £im foumni pour éviter Mévaparation.

=» Faire incuber I'ampoule de test dans un incubatew Prem *Test ou au bain-marie (84°C £ 0.5°C).

= Il est FORTEMENT RECOMMAMNDE de faire parallélernent un témoin négatif par espéce. Lire les résutats du test lorsque le témon
négatf aura changé de couleur (erviron 3 hewes)

= Tout le matériel nécessare (presse-viande, ciszaux, themmoméire, incubateur, pipette et minwtewr) est disponible dans le Starferkit

Premi®Test.
= Pour faciliter une bonne wilisation du Premi®Test un document PowerPoint est a la disposition des utilisateurs.

Lecture des résuliats du test
= Lirz la couleur uniquement sur les dews tiers inférieurs de 'ampoue.
= Un changement de couleur évident {du viclet au jaune) indique une absence d'antibiotiques ! sulfamides & une concentration supérieurs
au seuil de detection.
= 5 n'yaaucun changement de couleur &vident, cela indigue une présence d ‘antibictiques et'ou de sulfamides & une concentraticn
supérisure ou égale au sewl de détection du test. Les échantillons positiss doivent &re confrmés par une méthode physico-chimique
pour identification et quantficaton.
Témoin negatif -
|ilisation d'un térmcin négatif par espéce FORTEMENT RECOMMANDE [voire OBLIGATCIRE pour le protocole validé AFNOR). Lire quand l=
témom négatif wire au jaune. Une lecture trop tardive entraine une diminwiion de la sens Eilité du test! (le temcin negauf par ex., en congelant & en
stockant du jus de viande ayant d&i3 donné un résultat négat®). Ne surtout pas utiliser de I'eau comme tEmoin négatif 111
Témoin positif :
| @5t recommandé de tester reguiérement un TEMOIN POSITIF (protocoles fournis sur demande) pour vérifier |a bonne application du test. La
réguiarité est & fixer par les utilisateurs du test. A conssiller lors de la Tere utlisation et ensuitz de temps en tamps.

Conservation
Les ampoules doivent &tre consenvées au frais (3 - 5°C) Attention : NE PAS CONGELER !

Responsabilité limitée

Prari™ Tt 6 on il da dbtaciion e n tan qon b6, eotiode oy ies e pel 8% garanis § 100% e pus, Divaiuation oo la cocliur, of plos pa ol dreseni cobe du risuis? wo ks,
it difirar Curd pErsosng § lacine. En cis 9 consbouenies @rives pour Dotiisanewr, as résults Do ikt dieren? Sine cosfimds par une analyse e isdve o homologuda. Lo s pois sk
e DM PramiTest BV, ai de ses Mizks m pouma die sngagds, o o clant axermgoan CSW PramiTest BY. o 100k Doorsuite, de 1oul ddoommageement oo ious Fais of SEpenss an fappest
wrews Moliisation du test, DEM G20 ol do pus 1Ny di remplcer ks 50 oou-is Cbfecim.

CEM Nutritional Products

DSM PremiTest BV,

PO BOX 1183, 6160 BD Geleen
LES PAYS-BAS

Wensite: wway sremitest com
E-rnail: info.premitest@dsmocom
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Dossier de reconduction de la validation AFNOR du Premi®Test

Annexe 1d. Agrandissement de la notice d’utilisation 0911 en francgais.

RIPremi” == [

Test standardisé pour la détection de substances antimicrobiennes dans la viande (validé AFNOR), le poisson, les
ceuls, les reins, Furine, le sa.nlf et Malimentation animale . La marque AFNOR VALIDATION porte sur les viandes
de bovin, de porc el de volaille Nolics 0911

Contenu du coffret
25 ampoules contenant du Bacillus stearothermophiius var, calidolzctis enrobé dans un excipient solide de
gélose, embouts de seringue Jetables, film de protection perforé + seringue doseuse.

Description du produit

Premi®Test est un test de détection microblologique & large spemmml ent mis au point pour la détection,
dans la viznde fraiche, le polsson ou les ceufs, de la présence de su ces antimicrobiennes telles que les résidus
d'antibictiques ou de sulfarmides. & un niveau £gal ou inférieur 2 la plupart des LMR {limite maximale de résidus).

Principe
Fremﬁl'st est basé sur l'inhibition du développement de Bacillus stearnthermoptilus, un micro-organisme trés
sensible & de nombrews résidus d'antibiotiques et de sulfamides.
Un nombre standardisd de spores est enrobe dans un excipient de ghlose conlenant des nulriments sélectionnés,
Lorsque le jus de viande aura &t& ajouté dans I'ampoule de Premi*Test et mis en incubation & 62°C, les spores
vont germer. Ces spores germés vont se multiplier et acidifier le miliew en I'absence de substancss inhibitrices. Ce
qui se traduira par un changement de coulewr de Vindicatewr qui virera du violet aw jaune.
5i les résidus antimicrobiens sont présents en quantité suffisante (av-dessus du seuil de détection), ke germe Lest
ne e diveloppera pas et la coufleur restera violette,
DEM Premitest vous propose des procédures de prélevemnents d'échantillons d'ceufs, de reins, d'urine, de sang et
d'alimentation animale.
Pr&ﬂuhnns i prendre

ent sensible aux antiblotiques et autres substances inhlbitdces @ il faut donc Eviter tout rsque
dc cnntammabm par de telles substances. |l est conseilé de bien se laver les mains avant le test et de se bes séch-
er aves du papier absorbant ou une serviette propre,

Utilisation

- [Bien se laver les mains avant de commencer le test.

= Découper be nombre d"ampoules nécessaires avec une paire de ciseaus sans abimer be film d*aluminium qui
protege les ampaoules volsines.

- Enlever prudemment ke film de protection recouvrant le nombre d'ampoules souhaitées (ne pas ouvrir plus
d'ampoules que nécessaire).

< Prendre environ 2 em® de viande maigre et utiliser une presse-viande pour en extraire environ 250 pl de jus de
vidnde, || &5t Egalement posdible d'oBIenlr du jus e viande i laide i Mu Ol & FRRART SORZESR dbcon-
geler la wande. (Un bulletn technique concemant le Multipress est disponible au www.premitest.cam).

- Utiiser un nowvel embout jetable de seringue pour chague prélévemeant.

= Pipeter dans Fembout 100 pl de jus ot be verser sur la g , sans la toucher.

= Laisser & température ambiante pendant 20 minutes pour une pré-incubation,

- Eliminer le jus de viande en remplissant puis en vidant dewx fols de sulte Fampoule de test avec de I'eau

déminéralisée. Laver absolument i I"EAU DEMINERALISEE (pas d'sau du netl}

Il est important d'éliminer soigneusement le restant d’eau de "ampoule.

Fermer Mampoule de test avec le film fourni pour &viter I'évaporation,

Falre incuber I'ampoule de test dans un incubatewr Premi®Test ou au bain-mane (84°C £ 0.5°C),

el FORTEAMENT RECOMMAMNDE e Tabe parallEkerrenl un Erooin negall par espeee, Lie ley résullals du

test lorsque le témoin négatif aura changé de couleur (environ 3 heures),

- Tout ke mabériel nécessaire (presse-viande, dseaux, thermometre, incubatewr, pipette et minuteur) est
disponible dans ke Starterkit Prem|®Test.

- Pour faciliter une bonne utilisation du Premi®Test un document PowerPaint est & la disposition des utilisateurs,

Lutuu des résultats du test
Lire la couleur uniguement sur les deusx ters inférieurs de I'ampoule.
- Un changement de couleur évident (du violet au jaune) indique une absence d"antibiotiques / sulfamides &
une concentration supérieure au seuil de détection.
“ S il Tcéa avcun changement de couleur dvident, cely mduque une présence d-antibictgues e/ou de sul-
4 une concentration superieure cu égale au seull de o n du test, Les echantilions pesitits
dnmant Etre confirmés par une méthode physico-chimique pour identification et quantification.

Témoin négatif :

Utilisation 4'un témaln neng espice FORTEMENT RECOMMANDE {voire OBLIGATOIRE pour le protocole
validé AFNOR). Lire qua ain négal]'f wire au jaune. Une lecture trop tardive entraine une diminution de la
sensibilité du test! (le Hmoin nfgatlf par ex., en congelant et en stockant du jus de viande ayant déja donné un
résultat négatif), Ne surtout pas utiliser de Feau comme temoin négatif 11!

Témoin positif :

Il est recommandé de tester réguligrement un TEMOIM POSITIF (protocoles fourmnis sur demande) powr vérifier |a
banne application du test, La régularité est & fixer par les utilisateurs du test, A conseiller lors de la Tere utilisation
et ensuite de temgs en temps,

Conservation

Leg ampoules dofvent étre consenéet au frais (3 - 10°C), Anention @ NE PAS CONGELER |

Responsabilité limitée

Premi*Test est un test de détection et en tant que tel, I'exactitude du test ne peut &re garantie a 100%. De plus,
I"evaluation de la couleur, et plus parbiculitrement celle du risultat vieketjaune, peut d r%\':m d'une personne &
Fautre. En cas de conséquences graves pour Fulilisateur, les résultats du test devront &tre confirmés par une anal
exhaustive et homologuée. La responsabilité de DSM PremiTest B\ et de ses filiales ne pourra &re engagée, et
client exemptera DSM PremiTest BV, de toute poursuite, de tout dédomm, ent, de tous frais et dépenses en
rapport avec Futilisation du test, DSM &tant tout au plus tenu de mn‘dﬂmaﬁ" tests prouves défectueux,

DSM (S

D5M PremiTest BV. PO BOX 1163, 8160 BD Celeen  LES PAYS-BAS
Wiebsite: www premitest.com  E-mail: info_premitest@dsm.com




Dossier de reconduction de la validation AFNOR du Premi®Test

Annexe 2. Certificat No. 060601.

AOAC

RESEARCH
INSTITUTE

LEADING THE WORLD IN PERFORMANCE-BASED FALIDATION

Certificate of
Performance Tested™
Status

Certificate No. 060601

The ACAC Research Institute hereby certifies that the performance of the test kit designated as:

Premi®Test

manufactured by

DSM Premi®Test B.V.
P.O. Box 6500
6401 JH HEERLEN
The Netherlands

has been reviewed under the AOAC Research Institute's Performance Tested Methods ™' Program, and found to perform as stated by
the manufacturer contingent to the comments contained in the Certification Report. This certificate authorizes the manufacturer to
display the AOAC Performance Tested™ certification mark along with the statement - "THIS TEST KIT'S PERFORMANCE WAS
REVIEWED BY AOAC RESEARCH INSTITUTE AND WAS FOUND TO PERFORM TO THE MANUFACTURER'S
SPECIFICATIONS" - on the above mentioned test kit for a period of one year from the date of this certificate (January 1, 2007 —
December 31, 2007). Renewal may be granted at the end of one year under the rules stated in the licensing agreement.

Signed for AOAC Research Institute: S(‘@t Cm

Scou G. Coates
Managing Director

< CONTACT US =

481 N. FREDERICK AVE, SUITE 500, GAITHERSBURG, MD 20877-2417 & +1 (301) 9247077 < +1 (301) 9247089

HTTP. /S WWW.ADAC.ORG/TESTKITS/ TESTKITS.HTML

E



Dossier de reconduction de la validation AFNOR du Premi®Test

Annexe 3a. Réclamation n°1.

DSM Nutritional Products DSM (S

D5SM Premitest BY, Postbus 1183, 6160 BD Geleen, The Metherands
Telephone (31) 464763573, Telefax (31) 484783740

E-mail

To:

Company: Fawy

For the attention of: Ingrid vermeulen

Date: 21* of November 2007
Subject: Complaint Premi“Test 07TH15
From: DSM Premitest

Mame: Frangoise de Goeijen

Direct telephone line: +31 46 4763573

E-mail: info.premitesti@dsm.com

Dear Ingrid Vermeulen,

We have received your complaint about the Premitest; batch number 0TH15/16. We
have reviewed our so-called “museum” samples of this batch as well as of haiches
produced before and hereafter. The following conclusion has besn made:

Last September production has made a small process change that turned out to
have an impact on the stability of the Premitest. As this ‘new’ process is a well
established process for other products that were considered comparable, we didn't
investigate the stability issue. This tumed out to be a mistake. Some 25% of the
production since then shows inadeguate stability, in particular regarding the
Sulphadiazine sensitivity.

As corrective action DSM will immediately roll back to the former process. The new
batch is already planned for production this week and will arrive in our warehouse as
from week 49 This will be the next batch you will be deliverad.

We regret the inconveniznce and we hope you will be continuing being satisfied with
the consistency of the Premitest results as from the new hatch.

Best regards,

DSM Premitest

Francoise de Goeijen

DSM Nutritional Products

DSM Premitest

Mew Business Development, ANH




Dossier de reconduction de la validation AFNOR du Premi®Test

Annexe 3b. Réclamation n°2.

DSM Nutritional Products DSM I.a

DSM Premitest BV, Postbus 1183, 6160 BD Geleen, The Metherlands
Telephaone (31) 484783573, Telefax (31) 464753740

E-mail

To:

Company: Central Science Lahoratory
For the attention of: David Tyler

Date: 10" of December 2007
Subject: Complaint Pre mi Test 07TH15
From: DEM Premitest

MName: Frangoise de Goeijen
Direct telephone line: +31 46 4763573

E-mail: info.premitest@mdsm.com
Dear Mr Tyler,

We have received your complaint about the Premitest, batch number O7TH15M1 6. We
have reviewed our so-called “museum” samples of this batch as well as of batches
produced before and hereafter. The following conclusion has heen made:

Last September production has made a small process change that tumed out o
have an impact on the stability of the Premitest. As this 'new’ process is a well
established process for other products that were considered comparable, we didn't
investigate the stability issue. This turned out to be a mistake. Some 25% of the
production since then shows inadequate stability, in particular regarding the
Sulphadiazine sensitivity.

As corrective action DSM will immediately roll back to the former process. The new
hatch is already planned for production this week and will arrive in our warshouse as
from week 49. This will be the next hatch you will be delivered.

‘We regret the inconvenience and we hope you will be continuing being satisfied with
the consistency of the Premitest results as from the new batch.

Best regards,

DS Premitest

Frangoise de Goeijen

DSM Mutritional Products

DSM Premitest

Mew Business Development, ANH

a1




Dossier de reconduction de la validation AFNOR du Premi®Test

Annexe 3c. Réclamation n°3.

DSM Nutritional Products DSM I,a

DSM Premitest BV, Postbus 1183, 5160 BD Geleen, The Metherands
Telephone (31) 434783873, Telefax (31) 484763740

E-mail

To

Company: MNORSON ALIMENTOS/NORSON FOODS
For the atiention of: ING. FERNAMDO BEDOLLA CONTRERAS
Date: 21% of Movember 2007

Subject: Complaint Pre mi“Test 07H15

From: DEM Premitest

Mame: Frangoise de Goeijen

Direct telephone line: +31 46 4763573

E-mail: info.premitest@dsm.com

Dear Fernanda,

We have received vour complaint about the Premitest; batch number 07TH15M1 6. We
have reviewed our so-called “museum” samplas of this batch as well as of batches
produced before and hereafter. The following conclusion has heen made:

Last September production has made a small process change that tumed out o
have an impact on the stability of the Premitest. As this 'new’ process is a well
established process for other products that were considered comparable, we didn't
investigate the stability issue. This turned out to be a mistake. Some 25% of the
production since then shows inadequate stability, in particular regarding the
Sulphadiazineg sensitivity.

As corrective action DSM will immediately roll back to the former process. The new
hatch is already planned for production this week and will arrive in our wareshouse as
from weaek 49, This will be the next batch you will be deliverad.

We regret the inconvenience and we hope you will be continuing heing satisfied with
the consistency of the Premitest results as from the new batch.

Best regards,

DSM Premitest

Francoise de Goeijen

DSM Mutritional Products

CSM Premitest

Mew Business Davelopment, ANH
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