
Laboratoire d’Étude des Résidus et Contaminants dans les Aliments (LABERCA)
UMR INRA 1329, Oniris, Université Bretagne-Loire

BP 50707, 44307 Nantes Cedex 3, France - www.laberca.org 

Développement, Validation et Accréditation
de stratégies non-ciblées
Application à la gestion du risque chimique dans les aliments

Ministère de l’Agriculture, 6 février 2018

Gaud DERVILLY, Dr, HDR

Anne-Lise ROYER,
Fabrice MONTEAU,

Stéphanie PREVOST,
Bruno LE BIZEC



I. DEFI INITIAL ET STRATEGIE

II. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE MARQUEURS D’EFFET

III. ACCREDITATION - ACCEPTABILITE DE L’APPROCHE

IV. MISE EN ŒUVRE & CONCLUSION

2



I. DEFI INITIAL ET STRATEGIE

II. MISE EN EVIDENCE & VALIDATION DE MARQUEURS D’EFFET

III. ACCREDITATION - ACCEPTABILITE DE L’APPROCHE

IV. MISE EN ŒUVRE & CONCLUSION

3



Dir 96/22/EC

Dir 88/146/EC

Dir 81/602/EC

Dir 88/299/EC

Dir 2003/74/EC

Dir 2008/97/EC

4

1.1 Contexte

1. DEFI INITIAL ET STRATEGIE
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1.2 Stratégie « classique »
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MESURE DE L’EFFET
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1.3 Quels défis dans la traque aux anabolisants ?
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LC-ESI+-HRMS

ACP/ OPLS

CV-ANOVA, Tests de permutation, 
Cross validation

VALIDATION
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2.1 La métabolomique, une solution ?
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M165T2

M280T7

M132T1

M2

M3

M1

Control Samples

Treated Samples

EQUATION

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

12C / 6T
D1D2

2
n=155

Experiment 1

Experiment  3

18 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

21 days
per os 

10 µg/kg bw

17 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

6 days
per os 

5 µg/kg bw

3 calves
Holstein

80 days old

Low dose cocktail

5 days
per os 

1 µg/kg bw
(each)

•Mabuterol
• Clenbuterol
• Cimaterol
• Zilpaterol
• Ractopamine

3 cows
Holstein

>36 month old 

• Clenbuterol

• Ractopamine

• Cocktail
Clenbu + Racto

Experiment  2

Experiment  4

1 day
per os 

1-200 µg/kg bw
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2.2 Modèle primitif
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Needs

Developments

Official Use

Validation

Accreditation

First biomarkers

Conceptualization
2005

2018

10

2.3 De l’expression des besoins à l’utilisation officielle… les défis à relever

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

2007



 PERFORMANCES
(FP/FN)

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

 SENSIBILITE
- Traitements basses doses
- Fenêtre de détection
- Performances analytiques

III – RISK ANALYSIS RISK MANAGEMENT
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 SPECIFICITE
- “Challenge test”
- Composés différents
- Autres familles de facteurs de croissance
- Substances vétérinaires autorisées

2.4 Critères de robustesse
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+3 SD

-3 SD
-2 SD

+2 SD

EQUATION

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

Feeding

Gender

Breed

Age

Experiment 1

Experiment  3

18 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

21 days
per os 

10 µg/kg bw

17 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

6 days
per os 

5 µg/kg bw

3 calves
Holstein

80 days old

Low dose cocktail

5 days
per os 

1 µg/kg bw
(each)

•Mabuterol
• Clenbuterol
• Cimaterol
• Zilpaterol
• Ractopamine

3 cows
Holstein

>36 month old 

• Clenbuterol

• Ractopamine

• Cocktail
Clenbu + Racto

Experiment  2

Experiment  4

1 day
per os 

1-200 µg/kg bw

Experiment 1

Experiment  3

18 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

21 days
per os 

10 µg/kg bw

17 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

6 days
per os 

5 µg/kg bw

3 calves
Holstein

80 days old

Low dose cocktail

5 days
per os 

1 µg/kg bw
(each)

•Mabuterol
• Clenbuterol
• Cimaterol
• Zilpaterol
• Ractopamine

3 cows
Holstein

>36 month old 

• Clenbuterol

• Ractopamine

• Cocktail
Clenbu + Racto

Experiment  2

Experiment  4

1 day
per os 

1-200 µg/kg bw

Experiment 1

Experiment  3

18 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

21 days
per os 

10 µg/kg bw

17 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

6 days
per os 

5 µg/kg bw

3 calves
Holstein

80 days old

Low dose cocktail

5 days
per os 

1 µg/kg bw
(each)

•Mabuterol
• Clenbuterol
• Cimaterol
• Zilpaterol
• Ractopamine

3 cows
Holstein

>36 month old 

• Clenbuterol

• Ractopamine

• Cocktail
Clenbu + Racto

Experiment  2

Experiment  4

1 day
per os 

1-200 µg/kg bw

Experiment 1

Experiment  3

18 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

21 days
per os 

10 µg/kg bw

17 calves
Holstein

80 days old

Clenbuterol

6 days
per os 

5 µg/kg bw

3 calves
Holstein

80 days old

Low dose cocktail

5 days
per os 

1 µg/kg bw
(each)

•Mabuterol
• Clenbuterol
• Cimaterol
• Zilpaterol
• Ractopamine

3 cows
Holstein

>36 month old 

• Clenbuterol

• Ractopamine

• Cocktail
Clenbu + Racto

Experiment  2

Experiment  4

1 day
per os 

1-200 µg/kg bw

n > 500

Clenbuterol16 calves
Friesian

80 days old

Experiment  5

21 days
per os 

8 µg/kg bw
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Dervilly-Pinel et al. Metabolomics 2015

2.5 Validation du modèle
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 REPRODUCTIBILITE INSTRUMENTALE

 REPETABILITE & REPRODUCTIBILITE INTRA-LAB
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Dilutions

 MESURABILITE DU SIGNAL

 STABILITE DES MARQUEURS

2.6 Robustesse analytique
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Seuil fixé à 2
(veaux de moins de 6 mois, jusqu’à xx jours post-traitement)

Control Samples

Treated Samples

EQUATION

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

14

µcontrôles

+2

+3

 Stratégie mise en œuvre depuis 2013 au LABERCA

2.7 Seuil de décision et performances
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2009

2017

→ PROTOCOLES ROBUSTES

→ PREMIERS MODELES

→ CANDIDATS BIOMARQUEURS

→ VALIDATION

→ PREUVE DE CONCEPT

→ DIFFERENTES MATRICES

→ DIFFERENTS PROMOTEURS

→ DIFFERENTES ESPECES

RECONNAISSANCE
ACADEMIQUE3.1 Dissémination académique, acceptation par la communauté scientifique

3. ACCEPTABILITE DE L’APPROCHE

16



RECONNAISSANCE
Tutelles ER/GR

20162014

EURL Recommendations
- Continue research on threshold value for specific biomarkers
- Continue the use of profiling techniques and data evaluation
- …

3.2 Acceptation par les tutelles

3. ACCEPTABILITE DE L’APPROCHE
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 Appui à la BNEVP (2013)

 Plan Expérimental Annuel DGAL depuis 2014

3.3 Utilisation par l’autorité compétente

3. ACCEPTABILITE DE L’APPROCHE RECONNAISSANCE
Tutelles ER/GR



DEVELOPPEMENT VALIDATION MISE EN OEUVRE

3.4 En route vers l’accréditation ?

3. ACCEPTABILITE DE L’APPROCHE
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3.5 Accréditation

3. ACCEPTABILITE DE L’APPROCHE

 Présentation de la méthode lors de l’audit COFRAC ISO17025

 Commission technique d’évaluation
Refus d’extension d’accréditation 

pour le domaine LAB GTA 30

8-9 déc 2016Avis favorable

Février 2017

 Appel de la décision 

 Commission d’accréditation Biologie-Agroalimentaire

 Présentation devant le Groupe LAB GTA 30 28 mars 2017

Mars 2017

« Les éléments complémentaires apportés
par votre laboratoire ont été jugés recevables
par l’ensemble des évaluateurs interrogés.
L’identification structurale des métabolites
M2 et M3 n’est donc pas nécessaire »

 Demandes d’informations complémentaires à l’auditeur technique 9 mai 2017

13 juin 2017

Avril 2017

 Notification COFRAC
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"QUALITY CONTROLS
ETALONS INTERNES

TEMOINS CONFORMES

TEMOINS NON CONFORMES

4.1 Mise en œuvre au sein du LNR et précautions d’usage de la méthode LC-HRMS
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4. MISE EN ŒUVRE & CONCLUSION

• Filtration urine (10 kDa)
• LC-ESI+-HRMS workflow
• Intégration des pics (n=3)
• Prediction sur le modèle
• Edition du rapport d’essai (conforme ou suspect)



Fractionnement 
Concentration

Analyse RMN 700 MHz
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4.2 Perspectives

4. MISE EN ŒUVRE & CONCLUSION

Prédiction sur le modèle

 ELUCIDATION

 TRANSFERT MÉTHODOLOGIQUE

UPLC-HRMS UPLC-LRMS/MS

Full Scan HRMS SRM Transitions

Fragmentation MS2
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