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Le mtthylthiouracile (MTU) est une substance a action thyreostatique utiliske 
frauduleusement comme facteur de croissance dans les Clevages bovins et interdite en 
France depuis la parution des arr%s ministkiels du 15 juillet 1982 (Journal Ofkiel 
du 30 juillet 1982) et du 21 septembre 1982 (Journal Officiel du 26 septembre 1982). 

Un controle intensif a CtC mis en oeuvre sur les lieux d’abattage et au labora- 
toire pour enrayer cette pratique’. L’attitude offensive des Services V&inaires, vis 
a vis de l’usage abusif de cette substance chimique, a, semble-t-il, port6 ses fruits, 
mais l’action de surveillance entreprise a ce sujet doit encore &re maintenue. 

La technique utiliske au laboratoire pour la detection des residus de MTU dans 
la thyro’ide et le muscle de bovin est la chromatographie sur couche mince haute 
performance (CCM-HP)2. Cette methode simple, spkifique et sensible, s’est rev&e 
applicable dans le cadre d’un contr8le de routine. Cependant, pour mieux cemer le 
probleme des residus de MTU chez les bovins, compte tenu du peu d’informations 
scientifiques disponibles sur ce sujet, nous avons entrepris une etude expkimentale 
sur des taurillons. Notre but est d’tvaluer les teneurs residuelles en MTU dans les 
fluides biologiques (plasma, urine) au cows du traitement, et de prkciser les concen- 
trations en MTU apres abattage, dans la thyrdide, dans divers muscles et organes. 
Pour mener a bien une telle experimentation, la maitrise dune technique analytique 
quantitative, sensible et specifique est indispensable. C’est pourquoi, nous avons optt 
pour la chromatographie liquide haute performance (CLHP), technique deja dkcrite 
dans la litterature pour la determination du MTU3 et du 24hiouracile et ses derives4*5 
sur phase normale et pour la determination du propylthiouracile (PTU) dans du 
plasma humai+‘, sur phase inverse. 

Nous nous proposons de presenter ici, la methode de dosage du MTU dans 
le plasma de bovin par CLHP sur phase inverse. Cette technique chromatographique 
s’est revel&z applicable a la determination du MTU dans la thyrdide, divers muscles 
et organes ainsi que dans l’urine oii le MTU a Ctk dose aprds injection directe de 
l’urine. Ces travaux feront l’objet dune publication ult&ieure*. 
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PARTIE EXPfiRIMENTALE 

Matkriel 
Nous avons utilisi: un appareillage Waters: pompe 6000 A, injecteur U6K, 

detecteur UV M450 ii longueur d’onde variable; une colonne p&e a l’emploi Hibar 
LiChrosorb RP-18: granulomttrie 10 pm, 25 cm x 4 mm I.D. (Merck 50334); des 
seringues Hamilton adapt&es a l’injecteur Waters avec aiguille interchangeable (r&f. 
801 RNE). 

RPactifs 
L.es reactifs suivants ont ete utilisbs: MTU (Fluka 69400), les solutions stan- 

dard sont p&par&es dans le methanol; solvants pour analyse (Merck); methanol pour 
spectroscopic Uvasol (Merck); EDTA: se1 disodique, dihydrate de l’acide tetra-a& 
tique ethylene-diamine (Fluka 03680); reactif de silanisation Aquasil (Pierce 42799). 

Conditions chromatographiques 
Les conditions optratoires &Gent: eluant: melange eau-methanol(90/10, v/v); 

debit: 1.9 ml/min; pression: 3000 p.s.i.; longueur d’onde G&e a 280 nm; volume 
d’injection: 10 ~1. La chromatographie s’effectuait d temperature ambiante. 

Pr&paration de l’~chantillon plasmatique 
Lx plasma (500 ~1) est prelev& depod dans M tube silanise et extrait en pre- 

sence d’EDTA (100 mg) par 2 ml da&ate d’ethyle. La phase organique est &vapor& 
a set sous uu courant d’azote. Le residu set est repris par 200 ~1 de methanol. 

Prkparation des Pchantillons de plasma standard 
Des quantites variables dune solution standard de MTU sont d&o&es dans 

des tubes en verre silanises, puis &vapor&es a see sous azote. 500 ~1 de plasma t&uoin 
sont ajoutes dans chaque tube. Apres agitation au vortex pendant 1 min; les khan- 
tillons sont extraits comme d&it. ptidemment. Nous avons ajoute des quantites 
croissantes de MTU de facon I obtenir une khelle de concentrations finales variant 
de 0 a 8 pg/ml. Pour chaque concentration, les echantillons ont Cte analyses en 6 
exemplaires. 

RfiSULTATS 

La courbe de calibration a ete construite a partir des resultats du Tableau I en 
portant la quantite de MTU mesuree en pg/ml en fonction de la quantite de MTU 
ajoutee au plasma en pg/ml. Nous obtenons une trts bonne lin&rite pour des con- 
centrations allant de 0 a 8 pg/ml. Les coefficients de la droite de regression sont de 
0.664 pour la pente et de 0.040 pour l’ordonnee a l’origine. Le we&Sent de corre- 
lation est Cgal a 0.997. La precision du dosage du MTU dans le plasma est estimee 
a partir des coefficients de variation indiques dans le Tableau I. Le taux de &cup& 
ration moyen du MTU est represente par la pente de la droite de regression soit 66%. 

La~Fig. 1 illustre uri chromatogramme typique de 50 ng de MTU standard et 
de 100 ng de methyluracile‘ (MU) standard;, mn&tabohte du MTU form& par desul- 
furation oxydative. Le temp$ de retention du MTU dgns les conditions operatoires 
d&rites est de 3.8 min, celui dii MU~est~‘i;&nin. 
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TABLEAU I 

PRIkISION DU DOSAGE DU MTU DANS LE PLASMA DE BOVIN PAR CLHP ET TAUX DE RfiCUPl?- 
RATION 

Quantitk de MTU 
ajoutbe (pg/ml) 

Quantitk de MTU mesurbe 
(moyenne f &cart type)* 
(MN 

Coeficient de Taux de rtkupkration 
variation (%) (moyenne f &cart type) (%) 

1 0.60 f 0.06 10 59.6 f 5.8 
2 1.34 f 0.12 8.9 67.1 f 5.8 
4 2.92 f 0.16 5.4 73.0 f 4.1 
8 5.26 f 0.18** 3.4 65.0 f 2.3 

* n = 6. 
**n=4. 

La Fig. 2 reprksente les chromatogrammes d’un khantillon de plasma timoin 
et du mEme kchantillon supplkmentk avec 2 pg/ml de MTU. 11 n’y a pas d’interfk- 
rences gcnantes au niveau du MTU. 

La Fig. 3 reprknte le chromatogramme d’un kchantillon de plasma contamink 
naturellement contenant 4.7 pg/ml de MTU. 

Parmi les mttabolites connus du MTU, seul le MU est d&e& dans le plasma 
de bovin par la mbthode d&rite. La d&&ion en UV a 6% faite 4 280 nm, longueur 
d’onde correspondant au maximum d’absorption du MTU dans le mkthanol et dans 

MTU 

0 ; min 

Fig. 1. Chromatogramme d’un standard MTU (50 ng) et d’un standard MU (100 ng). 
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Fig. 2. Chromatogramme d’un kchantillon de plasma tkmoin (A) et du m8me kchantillon supplkmenti 
avec du MTU (2 /&ml) (B). 

Fig. 3. Chromatogramme d’un plasma naturellement contamink avec du MTU (4.7 pg/ml). 

l’eau (le MU posstde un maximum d’absorption a 260 nm dans les m&mes solvants 
et est moins bien d&e&e a la longueur d’onde utiliske). Le seuil de detection du MTU 
est voisin de 5 ng, la concentration minimale d&.&able dans le plasma se situe autour 
de 0.2 ppm sans tenir compte du taux de recuperation. 

DISCUSSION 

Dans le cadre de notre experimentation animale, notre objectif principal Btait 
de doser uniquement le MTU se trouvant sous forme libre, sachant qu’une partie du 
MTU n’est pas disponible. En effet, les etudes sur le metabolisme des thyreostatiques, 
en particulier du PTU et du m&himazole9J0, montrent qu’une quantite importante 
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de ces composk existe sow forme like aux protiines plasmatiques (57% pour le 
PTUg et 40% pour le mCthimazolelO. 

Des essais preliminaires de reaction avec le dithiotreitol qui maintient les 
groupements-SH dans un ttat reduit et qui rompt les liaisons disulfures) effect&s sur 
des plasmas contaminb naturellement par le MTU nous donnent I penser qu’une 
quantitt importante de MTU est like sous forme de disulfure, probablement aux 
proteines plasmatiques, et se trouve lib&e sous l’action du dithiotreitol (rkwltats 
non publib). 11 convenait done de mettre au point une technique permettant de 
distinguer le MTU libre du MTU lit. Pour extraire le MTU libre du plasma, nous 
avons choisi l’acktate d’ithyle pour sa non-miscibilite a l’eau et pour son coefficient 
de partage vis a vis du MTU supkieur 1 celui d’autres solvants testes (ether, chlo- 
roforme). 

Le coefficient de partage a Cte tres nettement ameliore par l’addition d’EDTA 
dans le plasma. Le rendement final moyen obtenu est de 66%. De plus, I’EDTA, 
grace a ces prop&es chelatantes, permet de protbger le MTU des phenomenes d’oxy- 
dation. 

Pour tenter d’augmenter le taux de recupkration du MTU libre, des essais 
d’extraction ont ete effect& en milieu plasmatique tamponne (tampon phosphate 
ou tampon TRIS 0.1 M), a differents pH et avec ajouts de differents sels. Ces ma- 
nipulations n’ont pas donne de meilleurs resultats. 

Par ailleurs, il semblait aid d’injecter directement en CLHP une partie aliquote 
des prelevements plasmatiques, dCprot&nists par de l’acetonitrile. Cependant nous 
n’avons pas poursuivi dans cette voie pour plusieurs raisons: (a) Nous avons observe 
en CLHP un dedoublement du pit du MTU, fonction de la concentration en MTU 
et du rapport eau/ac&onitrile de l’kchantillon. (b) Les quelques essais d’injection 
dire&e, effectds a partir de plasmas naturellement contamines en MTU nous ont 
donnt des concentrations en MTU supkieures a celles obtenues par extraction a 
l’adtate d’ithyle en presence d’EDTA, compte tenu des taux de recuperation. L’a- 
cktonitrile aurait-il une action sur certaines liaisons MTU-prottine? Ces observations 
demandent a Ctre vtrifiees et approfondies. (c) La d&e de vie des colonnes est reduite 
dans ces conditions opkratoires et l’utilisation de prkcolonnes s’impose. 

Devant la complexitt de ces problkmes, nous avons prefer& la simplicite de 
l’extraction directe a l’acetate d’ethyle. Les chromatogrammes montrent que l’extrait 
obtenu par la methode d&rite, ne contient pas de composes susceptibles d’interferer 
avec le MTU ou le MU a la longueur d’onde utilisee. 

Le seuil de detection du MTU, voisin de 5 ng, est tout a fait acceptable. Compte 
tenu du tres faible bruit de fond, de la finesse des pits et de la tres bonne separation, 
la limite de detection de la technique peut dtre amtlioree en augmentant la prise de 
l’kchantillon ou en reprenant l’extrait dans un volume de methanol plus petit. 

La mithode dkcrite a etC utiliske pour suivre l’evolution des teneurs plasma- 
tiques en MTU chez un taurillon trait6 a raison de Sg/jour pendant 40 joursa. Les 
concentrations mesurees variaient de 0.2 a 9 pg/ml (la teneur maximale observke se 
situait vers le 17eme jour). 

Les teneurs residuelles en MTU dans la thyrdide, divers muscles et organes 
ont Cti ditermirkes par la m8me technique chromatographique. Les procedures d’ex- 
traction et de purification utilistes sont celles deja de&es*. L’ttape de la derivation, 
nkcessaire en CCM-HP dans le cas de prelevements faiblement contamines, est sup- 
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prim& ici. En effet, le seuil de d&e&ion du MTU en CLHP est identique a celui 
obtenu, aprks dtrivation, en CCM-HP2. 

CONCLUSION 

La dktermination du MTU dans le plasma de bovin par chromatographie li- 
quide haute performance sur phase inverse, s’est r&&e &tre une technique d’analyse 
quantitative, simple et rapide, posskdant une bonne sensibiliti et une excellente spk- 
cificitk A 280 nm. L’extraction g l’ac&ate d’6thyle en prksence d’EDTA a permis, non 
seulement d’obtenir un meilleur rendement, mais aussi de protiger le MTU des pht- 
nom&es d’oxydation. Cette technique chromatographique est appliquke avec suc& 
au contr6le de routine, la CCM-HP ktant utiliske comme mdthode de confirmation. 
Elle a permis: (a) De rbduire considkrablement le temps d’analyse, en supprimant 
l’ktape de la dkrivation, tout en conservant la mi?me sensibilit6 et la m6me spkcificitk. 
(b) De quantifier les rksultats. L’utilisation d’une phase inverse nous a offert la pos- 
sibilitk de doser le MTU dans l’urine de bovin par injection directe des pr&%ements 
dilds. 
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