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1. DEFI INITIAL ET STRATEGIE
1.1 Contexte

SANBEL 8
— e
.

Dir 81/602/EC

Dir 88/299/EC

Dir 88/146/EC

Dir 96/22/EC

Dir 2003/74/EC

Dir 2008/97/EC
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1. DEFI INITIAL ET STRATEGIE

1.2 Stratégie « classique »

Dir 96/23/EC —+
No L 125/10 Official Journal of the European Communities 23.5.96
COUNCIL DIRECTIVE 96/23/EC

of 29 April 1996

on measures to monitor certain substances and residues thereof in live animals and animal
products and repealing Directives 85/358/EEC and 86/469/EEC and Decisions 89/187/EEC
and 91/664/EEC
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the interpretation of results
(notified under document number C(2002) 3044)
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1. DEFI INITIAL ET STRATEGIE

1.3 Quels défis dans la traque aux anabolisants ?

APPROCHE CLASSIQUE
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Il. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE MARQUEURS D’EFFET
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2. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE BIOMARQUEURS D’EFFET

2.1 La métabolomique, une solution ?

CANDIDATS
BIOMARQUEURS

'> ’]'l:‘,ul'/ )"”\'{'\('JU"‘ i
] = i — ELUCIDATION
= Z g STRUCTURALE

VALIDATION

| | Cross validation

. 10kD cut-off
Urine

1 | CV-ANOVA, Tests de permutation,

+El,QC

PROFILAGE METABOLIQUE

RETRAITEMENT 4 / \\
DES DONNEES ! g
_ - {-‘ .l .

LC-ESI+-HRMS

ACP/ OPLS
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2. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE BIOMARQUEURS D’EFFET

Valeur du modele

2.2 Modele primitif
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M1 M132T751 132,0767 0,8
M2 M165T112 165,0657 1,9
M3 M280T404 280,1213 6,8
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2. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE BIOMARQUEURS D’EFFET

2.3 De I'expression des besoins a 'utilisation officielle... les défis a relever
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2. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE BIOMARQUEURS D’EFFET

2.4 Critéres de robustesse

d SPECIFICITE
- “Challenge test”

J
~
o
- Composés différents (

- Autres familles de facteurs de croissance
- Substances vétérinaires autorisées

(1 SENSIBILITE

- Traitements basses doses
- Fenétre de détection
- Performances analytiques

(d ROBUSTESSE

- Reproductibilité (Int. / Ext.)
- Test grande échelle

J PERFORMANCES
(FP/FN)
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2. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE BIOMARQUEURS D’EFFET
2.5 Validation du modele

Experiment 4 I l

Experiment 3 I l
* Clenbuterol \ "¢ ’4:3‘ Low dose cocktail N
) § ,’ * Mabuterol )
* Ractopamine N é * Clenbuterol
lday .2 * Cimaterol 5days
EQUATION 3 cows « Cocktail peros 3 calves « Zilpaterol peros
y =-0.91 x[M1] + 0.44 x [M2] + 0.37 x [M3] Holstein Clenbu + Racto | 1-200ug/kgbw Holstein . h 1pg/kg bw
>36 month old 80 days old Ractopamine (each)

Experlment 1 I l

e -

Experlment 5 I
" Q” 4
RS : 3
W<°”ii S&\ : '
é | HN < “."0 N
< g i cl ; .y
18 calves :

21days
16ca|ves
: Friesian : Clenbuterol per os
. E RS 80 days old 8ug/kg bw
21days PGS ., : K ] H g e,
Cl b | peros “ “’ ..' K o . A ‘ A ’ .
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Holstein | 10ug/kgbw s ’: » % o ¥ ey "‘A A A
80 days old ‘ Lot Y00 i 0o - * MAA:
. % = L ‘\ A R
'~.,.$0A ° pEkp P RS A
w‘“-;;,—.— — S e — o — -b—:-l— —‘_'_‘__. - — = lan .-:-._‘?..ﬁ-;“_ -:J-»"_:.- f— — R —
R s AT TN A MM LA T e T :
b . ﬁ---&fl_‘______ﬁ___... ————m— o B o S - AL - — -
. b K .
/ T e

s OH
‘ » -G R cns | \
At \ H KCH: >

HN N cHy

= <]
17 calves 6days
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2. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE BIOMARQUEURS D’EFFET

2.6 Robustesse analytique

v' STABILITE DES MARQUEURS
- Storage duration
- Freezing/thawing cycles
- Temperature of storage

Model Value

sEsEssEsssssssEEEmEEEEEEENE R R R

5555555

v REPRODUCTIBILITE INSTRUMENTALE

1,00
0,50
0,00
0,50 - &
-1,00

-1,50

Model Value
&

2,00 {¢ ¢
2,50 - *

-3,00 -

-3,50 -

& LTQ-Orbitrap

B Exactive

Injection and prediction of same samples (n=50) on both instruments

&
o534 {mp34{2f 21

v REPETABILITE & REPRODUCTIBILITE INTRA-LAB

- Reference non compliant samples

‘Suspicion threshold

W, Reference compliant samples

6 repetitions (over a year)

v" MESURABILITE DU SIGNAL

Ratio composé/standard externe

0.05 4
0.045 -
0.04 -
0.035 -
0.03 4
0.025 -
0.02 -
0.015 -
0.01 +
0.005 -

0 -

R?=0.996

T T T 1
0.6 0.8 1 1.2

Dilutions

T T
0 0.2 0.4
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Valeur du Modele

2. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE BIOMARQUEURS D’EFFET

2.7 Seuil de décision et performances

-

DECISION DE LA COMMISSION

(2002657 EC)

2.2. METHODES DE DEPISTAGE

méthode de confirmation.

Seules les techniques d'analyse dont on peut démontrer, sur la base de preuves identifiables, qu'elles sont validées et ont
un taux de faux conformes inférieur a 5% (erreur ) au niveau considéré doivent étre appliquées aux fins de dépistage
conformement a la directive 96/23/CE. En cas de résultat non conforme suspect, ce résultat doit étre confirmé par une

~

y=-0.91x [M1] +0.44x [M2] + 0.37x [M3]

Echantillons

Q
-5y
(8}
. ¢l
@ %0
A
f % ‘.

u’contréles

Seuil fixé a 2o

(veaux de moins de 6 mois, jusqu’a xx jours post-traitement)

~ Tableau 3. Performances du modele (seuil & +25)
152 EXD: Nombres -~ FRS S ENGES
iR ‘d’échantillon‘s 58
CRE {5048 0 2 B
B g S
C 10 0 - 3
2D Bl e ieet ) 0 2
SHIE DL (el 8 0 -
PSPC veaux <6mois 7% 8 14 0
Total B R RO O

v’ Stratégie mise en ceuvre depuis 2013 au LABERCA
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I1l. ACCEPTABILITE DE LAPPROCHE & ACCREDITATION
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3. ACCEPTABILITE DE 'APPROCHE

3.2 Acceptation par les tutelles

2014 | 2016
e e e e (& —
EURL Reflection paper: Natural growth 4 ol T i X
promoting substances in biological samples ulletin  SERSTL =

pidémiologique
Santé animale - alimentation .:
EDITORIAL aq:azeﬂieds-;écgalsr ~

Presence - and formation - of hormones and other growth promoting substances in
food producing animals

almentatlon, envionnement, travall

Current approaches for enforcement and research needs for full implementation in
residue control

par

BESOpdY).

EURL Recommendations

- Continue research on threshold value for SpeCiﬁC biomarkers Vers des Stratégies analytiques globales et non ciblées de
- Continue the use of profiling techniques and data evaluation recherche de résidus de substances interdites en élevage
Gaud Dervilly-Pinel (laberca@oniris-nantes.fr), Stéphanie Prévost, Ludivine Sérée, Bruno Le Bizec

Oniris, Laboratoire d'étude des résidus et contaminants dans les aliments (Laberca), Laboratoire national de référence pour les promoteurs de

* * * croissance et contaminants environnementaux organigues, LUNAM Université, Nantes, France
* .

European
Union WAGENINGEN
UNIVERSITY & RESEARCH
X Reference

% , Laboratory
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3. ACCEPTABILITE DE LAPPROCHE

3.3 Utilisation par l'autorité compétente

= Appui a la BNEVP (2013)

] BRIGADE NATIONALE
D’ENQUETES VETERINAIRES ET

PHYTOSANITAIRES (BNEVP)

rAlimentation  Umité PInvestigation de la Direction Générale de FAlimentation

Direction
Générale de

= Plan Expérimental Annuel DGAL depuis 2014

1.2.3. L’Appui Scientifique et Technigue
1.2.3.a. TUT-17-METABO-BETA : Plan expérimental

Contexte et Objectifs - Ce plan expérimental permet de mettre en ceuvre par approche non ciblée
le modéle proposé sur un échantillonnage d’unne de jeunes bovins et notamment dgés de moins
de six mois, révélant un effet physiologique spécifiques des béta agomstes. La méthode
reférencée LABERCA/A-u-OMIC s’applique a la détection dans ['urine de trois métabolites
(créatine, M165 et M280) caractéristiques d’'une administration illégale de B-
agonistes. Des axes d’amélioration sont d'ores et déjad envisagés notamment concernant les
conditions chromatographiques des trois composés d’intérét. Les prélévements seront collectés
auprés des laboratoires du réseau promoteurs de croissance en ciblant les urines de veaux de
moins de six mois.
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3. ACCEPTABILITE DE LAPPROCHE

3.4 En route vers l'accréditation ?

DEVELOPPEMENT

VALIDATION

MISE EN OEUVRE

<>

RAPPORT FINAL de DEVELOPPEMENT

RAPPORT FINAL de VALIDATION

DEPISTAGE DE L'UTILISATION D’AGONISTES B-ADRENERGIQUES PAR
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE HAUTE

REC-16-VALID-OMIC REC-16-VALID-OMIC RESOLUTION
REDACTEUR [Mem bre Plate-forme Chimie Analytique
REDACTEUR Responsable Scientifique REDACTEUR ROYER Anne-Lise 2
Gaud DERVILLY-PINEL jrg_g_@_ Gaud DERVILLY-PINEL oo oy
I ! VERIFICATEUR [ Responsable Unité Promoteurs de Croissance
VERIFICATEUR Resy ble Qualité VERIFICATEUR A i z
PREVOST Stephanie
Loic HERPIN Loic HERPIN -
— —" B\ A
VERIFICATEUR | Membre plateforme bolomig VERIFICATEUR VERIFICATEUR | Responsable Exploit v
Anne-Lise ROYER e Anne-Lise ROYER -
}‘9—" MONTEAU Fabrice 0
»
(1)\d ./F\&
VERIFICATEUR Resp ble UPC VERIFICATEUR PN\ A
& o = VERIFICATEUR 2 O\ Responsable Qualite
Stéphanie PREVOST = Stéphanie PREVOST “
e HERPIN I.oil:\}
| H t <
APPROBATEUR Directeur APPROBATEUR Dirccteur
- o/
< 2 r — —
Bruno LE BIZEC Bruno LE BIZEC —ﬁ VERIFICATEUR [Responsable Scientifique Adjointe
t g - DERVILLY PINEL Gaud \
DESTINATAIRE Responsable Scientifique DESTINATAIRE Re.sprm.\'abl} -.ﬁ‘ctiem[ﬁquc g N ﬁ?_g
Gaud DERVILLY-PINEL ?\%&i‘p e DERNIL - EINEL oy APPROBATEUR Directeur
| —— ' LE BIZEC Bruno e E—
N° de diffusion 01 N® de diffusion 01 rall [IW-" —
[Référence du document—|"[REC-16-VALID-OMIC-1RF020] | Référcace du document | [REC-16-VALID-OMIC-2RFO30
[Date dédition | 15 Septembre 2016 Date d'édition [ 5 Décembre 2016 [Référence de la méthode | LABERCA/A-u-OMIC.1.01 |
o . i T | Date d'application | 26/10/2016 |
LABERCA LABERCA LABERCA

LABoratoire d'Etude des Résidus

LABoratoire d'Etude des Résidus

et Contaminants dans les Aliments
L ABERC BP 50707 — 44307 NANTES CEDEX
Tél 02.40.68.78.80 - Fax 02.40.68.76.78

‘ et Contaminants dans les Aliments
BP 50707 — 44307 NANTES CEDEX
LABERC Tél 02.40.68.78.80 - Fax 02.40 68.78.78

\ LABoratoire d'Etude des Résidus
et Contaminants dans les Aliments
LABERCA BP 50707 - 44307 NANTES CEDEX

T&l 02.40.68.76.60 - Fax 02.40.68.78.76
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3. ACCEPTABILITE DE L'APPROCHE
3.5 Accréditation

ESSAIS

= Présentation de la méthode lors de I'audit COFRAC 1SO17025 Avis favorable

Refus d’extension d’accréditation

= Commission technique d’évaluation pour le domaine LAB GTA 30

= Appel de la décision

= Présentation devant le Groupe LAB GTA 30

« Les éléments complémentaires apportés
par votre laboratoire ont été jugés recevables

= Commission d’accréditation Biologie-Agroalimentaire par l'ensemble des évaluateurs interrogés.
L’identification structurale des métabolites
M2 et M3 n’est donc pas nécessaire »

= Demandes d’informations complémentaires a I'auditeur technique

cofrac

= Notification COFRAC

Section Laberstoires

% 3 Q: ‘LABERCA
S

L L

8-9déc2016 v

Février 2017 X

Mars 2017

28 mars 2017 ¥

Avril 2017

9mai2017

13 juin 2017
cofrac M M

25 (o)

issars =L
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IV. MISE EN (EUVRE & CONCLUSION
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4. MISE EN CEUVRE & CONCLUSION

4.1 Mise en ceuvre au sein du LNR et précautions d’'usage de la méthode LC-HRMS

LABERCA/A-u-OMIC.1.01

B-agonistes/urine/LC-HRMS

DEPISTAGE DE L'UTILISATION D'AGONISTES B-ADRENERGIQUES PAR

CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE HAUTE

RESOLUTION

REDACTEUR {Membre Plate-forme Chimie Analytigue
ROYER Anne-Lise 9] o

VERIFICATEUR | Responsable Unité Promoteurs de Croissance
PREVIOST Stephanie %
VERIFICATEUR \ Responsable Exploitation

MONTEAU Fabrice

VERIFICATEUR | Responsable Qualité

HERPIN Loic E
VERIFICATEUR \Responsab\eScientl’ﬁqueAd]omte
DERVILLY PINEL Gaud \
APPROBATEUR Directeur

LE BIZEC Bruno

) [ —

‘ Référence de la méthode |
‘ Date d'application

LABERCA/A-u-OMIC.1.01 |
26/10/2016 |

LABERCA

‘ LABoratoire d'Etude des Résidus
LABERCA sosommsomwarmmsecver

Tél 02 40.68.76 60 - Fax 02.40.68.78.78

*  Filtration urine (10 kDa)

. LC-ESI+-HRMS workflow

* Intégration des pics (n=3)

*  Prediction sur le modele

*  Edition du rapport d’essai (conforme ou suspect)

La structure de la séquence d'injection se présente comme suit :

"QUALITY CONTROLS

TEMOINS CONFORMES
~

TEMOINS NON CONFORMES

W

3 x Phase mobile (Eau (4.2.5) / ACN (4.2.3) (35:5 v/v)),
2 x Mix métabo,
ox QOC,
Echantillon blanc,
TC 0534-135,
TC4241-113,

THC 3218-13,
TNC 6152-13,

ch

5 x Echantillons,
Qc,

5x Echantillons,
ch

ETALONS INTERNES

ch

TC 0534-135,
TC4241-113,
THNC 5218-13,
TNC 6152-13,
Mix métabo,
Phase mobile.

cofrac

Nature : urine

Prélevement 16.990.1

Identification demandeur 105312591884
ESSAIS I

B-agonistes par LC-MS/MS
Méthode LABERCA/A-u-OMIC.1.01

Echantillon conforme sur la base de la valeur seuil du modéle défini. ‘
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4. MISE EN CEUVRE & CONCLUSION

4.2 Perspectives

= ELUCIDATION

e 1
Fractionnement \ } Analyse RMN 700 MHz
Concentration
= TRANSFERT METHODOLOGIQUE
Prédiction sur le modéle a1 g B i it
a ) M
31 A - - A A r"|L1E|.HIZI 16.00 16.2'3' 1640 16.60 16.60 1T:1I;'ii'ma
\UPLC-HRMS : / \ UPLC-LRMS/MS /
Full Scan HRMS  m s s s s s o o o s s o ) SRM Transitions
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