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RESUME

Nous avons développé une méthode efficace, simple et sen-
sible pour détecter la présence des stéroides anabolisants et
de leurs esters dans les phanéres. 100 mg de poudre de pha-
néres sont traités par du méthanol, par un bain & ultrasons
pour 'extraction des esters, puis faire une lyse alcaline avec
du NaOH 1 M (de la soude) pour optimiser Iextraction des
autres drogues. Les deux préparations liquides sont respec-
tivement extraites a4 'acétate d’éthyle, puis rassemblées.
L’ensemble est purifié & I’aide d’une double extraction en
phase solide sur cartouches NH2 et silice. Le résidu est déri-
vatisé au MSTFA. L’analyse est réalisée en chromatographie
gazeuse couplée a un spectrométre de masse tandem (triple
quadripéle). Généralement, ’ion paremt choisi est [’ion
moléculaire avec deux ions fils et ce pour chaque composé
avec une énergie de collision se situant entre -16 et -21 eV.
L’étalon interne est la nandrolone-d3 pour les drogues non
estérifiées et le phényl propionate de testostérone pour les
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SUMMARY

We have developed a powerful and simple sensitive method
for testing hair for anabolic steroids and their esters.
Hundred mg of powdered hair were treated with methanol in
an ultrasonic bath for extraction of esters, then alkaline
digested with 1 M NaOH for an optimum recovery of other
drugs. The two liquid preparations were subsequently extra-
cted with ethyl acetate, pooled, then finally highly purified
using a twin solid phase extraction on amino and silica car-
tridges. Residue was derivatized with MSTFA prior to injec-
tion. Analysis was conducted by gas chromatography cou-
pled to a triple quadrupole mass spectrometer. The general-
ly chosen parent ion was the molecular ion while two daugh-
ter ions were selected for each compound with collision
energies ranging from —16 to —21 eV. Internal standards
were nandrolone-d3 for non-esterified drugs and testostero-
ne phenyl propionate for esters. The limits of detection cal-
culated from an analysis of the blanks (n = 30) were 0.08
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esters. La limite de détection est calculée sur [’analyse des
blancs (n=30) soit 0,08 pg/mg pour la nandrolone ; 6,20
pg/mg pour la boldénone ; 0,07 pg/mg pour la méthyl testo-
stérone ; 0,15 pg/mg pour 'éthinyl estradiol ; 2,10 pg/mg
pour la méthandiénone ; 0,86 pg/mg pour le propionate de
testostérone ; 0,95 pg/mg pour le cypionate de testostérone ;
1,90 pg/mg pour la nandrolone décanoate ; 3,10 pg/mg pour
la testostérone décanoate et 4,80 pg/mg pour la testostérone
undécanoate. Cette technique a été appliquée dans les
contrdles des denrées animales et de dopage humain. Sur les
306 analyses réalisées sur des échantillons d’urines et de
poils d’animaux provenant d’abattoirs, 20 ont été retrouvés
positifs aux anabolisants dans les poils : 6 a la boldénone, 1
a la méthandiénone, 2 au propionate de testostérone et 11 a
la méthyl testostérone. Dans le méme temps, toutes les ana-
lyses effectuées sur les urines étaient négatives pour les ana-
bolisants et leurs métabolites. Pour ['homme, 4 titre
d’exemple, sur un échantilion de 18 sportifs, 2 ont été trou-
vés positifs aux anabolisants stéroidiens dans les cheveux,
alors que les résultats urinaires étaient négatifs pour les
deux. Le premier cas est positif & la nandrolone et le second
a 'undécanoate de testostérone.

MOTS-CLES
Phanére ; Dopage ; Anabolisants Stéroidiens ; Esters de tes-
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Introduction

Utilisation illégale d’anabolisants stéroi-
diens pour I’augmentation de produc-
tion de viande de bétail

L'utilisation d’anabolisants stéroidiens et autres pro-
duits, type B-agonistes, permettant I’augmentation de la
masse corporelle des animaux de rente a été interdite en
Europe en 1989 pour faire face a ’abus de produits
dont I’innocuité pour la santé humaine n’a jamais été
prouvée. En effet, I’administration de ce type de sub-
stance permet un gain financier important pour les frau-
deurs, augmentant le poids de I’animal (environ 10 a
25 %), améliorant le classement de la carcasse et dimi-
nuant les cofits de production. Les animaux sont ainsi
plus beaux et moins chers a produire. L’association de
différents produits est parfois trés étonnante. On rap-
porte le cas en France d’une analyse au niveau du site
d’injection révélant la présence simultanée de testosté-
rone, testostérone cypionate, estradiol, estradiol ben-
zoate, méthandriol, stanozolol et norethandrolone (1).
Debruyckere et al. (2) rapporte trois cas suspects en
Belgique en 1989 pour lesquels les métabolites de nan-
drolone ont été retrouvés chez des humains qui avaient
consommé de la viande contaminée. Aux Etats-Unis,
cependant, il n’a jamais été remis en question 1'usage
de cing hormones : 3 physiologiques (testostérone,
estradiol et progestérone) et 2 synthétiques (trenbolone
et zéranol). Ces produits sont en vente libre sous forme

pg/mg for nandrolone, 6.20 pg/mg for boldenone, 0.07
pg/mg for methyl testosterone, 0.15 pg/mg for ethinyl estra-
diol, 2.10 pg/mg for metandienone, 0.86 pg/mg for testoste-
rone propionate, 0.95 pg/mg for testosterone cypionate, 1.90
pg/mg for nandrolone decanoate, 3.10 pg/mg for testostero-
ne decanoate and 4.80 pg/mg for testosterone undecanoate.
Applications to meat quality control and doping control have
been demonstrated. Of the 306 analyses realized based upon
hair and urine sampling in slaughtering houses, 20 were
positive for anabolic steroids in hair: 6 case for boldenone,
1 case for metandienone, 2 cases for testosterone propiona-
te and 11 cases for methyl testosterone. In the meantime, uri-
nalysis was always negative for these drugs or their metabo-
lites. In a series of 18 sportsmen, 2 were tested positive for
anabolic steroids in hair whereas urinalysis was negative for
both of them. The first positive case was nandrolone and the
second case concerned the identification of testosterone
undecanoate.

KEY-WORDS
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d’implants qui sont placés sous la peau au niveaun de
I'oreille de I’animal. Le Codex alimentarius a fixé des
limites pour les résidus des deux hormones de synthe-
se et aucune pour les 3 hormones naturelles. Malgré
tout, des délais d’attente entre la derniére administra-
tion et I’abattage des animaux ont été fixés pour chacu-
ne des molécules.. Jusqu’a récemment, les méthodes de
contrdles officielles étaient exclusivement basées sur la
recherche urinaire de ces substances et/ou de leurs
métabolites. En maitrisant les données pharmacociné-
tiques (métabolisation et élimination) des ces molé-
cules, ces contrdles s’averent simples a détourner par
les fraudeurs. Considérant le potentiel des phanéres sur
la pérennité d’une molécule piégée dans la matrice
kératinisée du poil, nous avons publié en juillet 1997
une premiere méthode (3) permettant la recherche des
B-agonistes dans les poils. Cette publication a par la
suite été confirmée par la publication d’une méthode
officielle de référence LDH/LNR/98A en aoiit 1998
[4]. En décembre 1998, une méthode officielle de réfé-
rence LDH/LNR/98S (5) a été€ publiée suivie de peu par
notre publication (6) permettant la recherche des sté-
roides anabolisants dans le poil. Grace a ces tech-
niques, la combinaison des deux matrices (urine et
poil) apparait comme la seule procédure fiable pour lut-
ter contre 'utilisation frauduleuse de ces substances
interdites. En effet, I’urine apporte I’information d’une
imprégnation récente (15 a 21 jours) alors que le poil
permet quand a lui de détecter plus de six mois apres
I’administration de produits (3).
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Utilisation illégale d’anabolisants stéroi-
diens chez ’homme

Le dopage consiste a faire usage d’une ou plusieurs sub-
stances ou procédés permettant une amélioration artifi-
cielle physique ou mentale de ’athlete (7,8). L'usage
des anabolisants stéroidiens a été officiellement interdit
au milieu des années 70 par les autorités sportives.

En 1974, le marché des esters de testostérone attire for-
tement 1’attention, car on sait de plus en plus que les
esters sont indécelables dans les urines, leur métabolite
étant la testostérone qui est physiologique. Les athletes
s’intéressent donc a I’utilisation des esters de testostéro-
ne comme moyen de dopage plusieurs semaines avant
une compétition. La situation dans ’ex RDA exposée
par Franke et Berendonk (9) et d’autres documents (10-
14), n’est pas une exception. Un médecin californien,
Robert Kerr, a admis avoir prescrit des anabolisants sté-
roidiens & plus de 20 médaillés olympiques au Jeux de
Los Angeles en 1984 (15). Durant le Tonr de France
1998, des éléments des enquétes judiciaires relatées par
la presse, puis des aveux publics de sportifs publiés dans
deux livres (16,17), ont montré pour ce sport que le
dopage dans certaines équipes était plus ou moins géné-
ralisé et impliquait les médecins, les entrafneurs et les
cyclistes eux-mémes (18).

Il est bien connu qu’un temps de latence suffisant per-
met d’invalider les tests urinaires, ce qui explique le
faible pourcentage de résultats positifs de la part des
laboratoires accrédités par le Comité International
Olympique (CIO). Des tests faits sur des cyclistes pris
au hasard dans la région des Flandres en Belgique entre
1987 et 1994 ont aboutit & un taux de positivité de 7,8%
pour 4374 analyses (19). Par ordre décroissant de posi-
tivités aux tests urinaires, on trouve les amphétamines,
I’éphédrine, la nandrolone et la testostérone. Lors des
tests antidopages réalisés en 1988 par les 20 laboratoires
accrédités par le CIO, sur 47.069 échantillons analysés,
seulement 1153 cas positifs ont été trouvés (20). Le
relatif petit nombre de cas positifs est directement 1ié a
la matrice et aux techniques utilisées. Des technologies
performantes telles que la spectrométrie de masse tan-
dem (SM-SM) ou la spectrométrie de masse haute-réso-
lution (SMHR) permettent de matérialiser une prise
plus loin dans le passé. Cependant il n’y a pas eu
d’augmentation du nombre de cas positifs, car les habi-
tudes d’utilisation des agents dopants ont changé. Des
cyclistes du Tour de France, par des témoignages spon-
tanés et publiés, ont reconnu toujours prendre des ana-
bolisants stéroidiens, mais durant I’hiver, en arrétant un
ou deux mois avant les sélections et premieres compéti-
tions et poursuivant avec de 1’hormone de croissance
jusqu’aux épreuves (21-24). Parfois durant les compéti-
tions, les précurseurs hormonaux de la testostérone sont
consommés, notamment la déhydroépiandrostérone
(DHEA), I'androsténedione et ’ansdrosténediol, ainsi
que des hormones de croissance.
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Situation analytique actuelle
Analyses réalisées pour les bovins

Gleixner et Meyer ont trouvé de 1’estradiol et de la tes-
tostérone dans des poils de bovins par chromatographie
liquide avec une détection immunoenzymatique (25).
Les mé&mes auteurs ont aussi trouvé de la méthyl testo-
stérone et de 1’éthynyl estradiol dans des poils d’ani-
maux pour la production de viande par des tests immu-
noenzymatiques apres une SPE et une purification par
chromatographie liquide (26). Les veaux, au nombre de
8, étaient nourris avec 3,5 pg d’éthynyl estradiol et 35 pg
de méthyl testostérone par kilo de la masse du veau,
deux fois par jour et pendant 10 jours. Les concentra-
tions moyennes sont de 1,4 pg/mg pour 1’éthynyl estra-
diol et de 2,7 pg/mg pour la méthyl testostérone.

En France la détection du clenbutérol, entre autres ago-
nistes B-adrénergiques, et des anabolisants stéroidiens
dans les poils figurent désormais parmi les méthodes
officielles du Ministere de I’ Agriculture (4,5).

Analyses réalisées pour les humains

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM) représente la
méthode de prédilection pour la recherche des anaboli-
sants stéroidiens dans les urines. L’utilisation d’une
CPG-SM-SM a trappe d’ions a permis de détecter les
traces de 23 stéroides (27). Cette technique tres sen-
sible permet de détecter et de confirmer des cas positifs
qui n’auraient pu I’étre par des méthodes de CPG-SM
de routine. En diminuant la limite de détection, on aug-
mente donc la période de détection. La détection et
I'identification de la méthandiénone et du stanozolol
par CPG-SMHR a permis a Schanzer et al. (28) de
montrer que sur 116 cas positifs, 41 1’étaient en CPG-
SM et 75 en CPG-SMHR. La préparation des échan-
tillons inclus une extraction sur phase solide (SPE)
avec des cartouches de CI18 suivie d’une hydrolyse
enzymatique, puis d’une extraction liquide-liquide. La
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse s’est révélée étre un ountil trés efficace pour la
détection de 17 esters de la testostérone dans le plasma
humain (29). Dans le cas d’un bodybuilder de 32 ans
mort d’une crise cardiaque, il a été identifié dans ses
cheveux de la méthandiénone, de 1I’épiméthandiénone,
de la 6-B-hydroxy-méthandiénone, de I’énantate de
méthénolone, du décanoate de nandrolone, ainsi que
différents esters de testostérone (propionate, isocaproa-
te, phénylpropionate, énantate et décanoate) par CPG-
SMHR-SM (30). Kintz et al. rapportent la détection,
par CPG-SM, de stanozolol, de nandrolone et de testo-
stérone dans les cheveux de deux bodybuilders a des
taux trés élevés (31).

La loi n°99-223 du 23 mars 1999 relative a la protec-
tion de la santé des sportifs et a la lutte contre le dopa-
ge (32) ne précise pas la nature des échantillons préle-
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vés lors des contrdles par les médecins agréés, mais
précise qu’un décret en Conseil d’Etat déterminera les
examens et les prélévements autorisés. Nous espérons
que les phaneres seront retenus comme milieu utili-
sable en cas de contre-expertise.

Compte tenu du besoin et de I’intérét des tests dans les
phanéres pour la recherche des anabolisants stéroidiens
chez I'animal et I’humain, nous avons développé en
1998, puis validé en 1999, une méthode puissante utili-
sant la CPG-SM-SM a triple quadripdle (6). L’ autre inté-
rét majeur de I’analyse des phaneres est la détection pos-
sible des esters de testostérone qui ne sont par ailleurs
pas détectables dans les urines. Pour descendre a des
niveaux de détections aussi bas que 1 pg/mg, il est
important d’obtenir des extraits aussi propres que pos-
sible en vue de diminuer le bruit de fond analytique.
Bien qu’un peu complexe la méthode développée de pré-
paration des échantillons permettant d’augmenter le rap-
port signal/bruit reste accessible a tous les laboratoires.

Rappel sur Dincorporation des molé-
cules dans les phaneres et ses consé-
quences sur les conditions d’extraction
des anabolisants

Les substances médicamenteuses, présentes dans la cir-
culation générale suite & une consommation, sont incor-
porées dans les phanéres par la voie endogene. Les
molécules absorbées ou transférées par la transpiration le
sont par la voie endogeéne-exogeéne. Et enfin, les molé-
cules déposées par I’environnement extérieur (pollution,
traitements cosmétiques) sont absorbées par la voie exo-
géne.

Le mécanisme généralement proposé pour 1’absorption
des molécules dans les phanéres par la voie endogeéne est
une diffusion passive a partir du sang vers la base des
follicules des poils et des cheveux. Les facteurs suivants
favorisent alors I’accumulation des substances : le pH
isoélectrique des cheveux étant proche de 6 matérialise
le caractere acide de la matrice capillaire (33) et donc
une bonne absorption des substances basiques ; un autre
point important est I’interaction médicamenteuse avec la
mélanine. Les mélanocytes sont des cellules hautement
spécialisées, dont le pH intracellulaire a été estimé entre
3 et 5 (34). L’accumulation de molécules basiques y est
donc favorisée.

Howells et al. (35) a étudié la fixation de plusieurs molé-
cules (y compris le clenbutérol, la nandrolone, le dié-
thylstilbestrol et la trenbolone) a la mélanine sur des
Sepia officinalis. Les molécules basiques et hydrophobes
étaient les plus fortement li€es. La désorption par I’étha-
nol était complete pour les molécules neutres mais par-
tielle pour les molécules basiques. Ceci suggere que la
fixation de ces derniéres implique aussi un facteur
ionique et qu’une sonication méthanolique sur un échan-

tillon de poudre de cheveux pourrait étre un prétraite-
ment efficace pour extraire les anabolisants stéroidiens.

Matériel et méthodes
Réactifs

Le méthanol, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle, le
dichlorométhane, le 2-mercaptoéthanol et le iodure
d’ammonium sont fournis par Prolabo (Paris, France) ;
la soude NaOH 1 M vient de chez Carlo Erba ; le N-
Méthyl-(triméthylsilyl)-trifluoroacétamide (MSTFA)
est fourni par Regis (Morton grove, IL, USA).

La boldénone, I’estradiol, I’éthynyl estradiol, la
méthandiénone, la méthyl testostérone, la testostérone
cypionate, la testostérone décanoate, la testostérone
phényl propionate et la testostérone propionate nous
ont été fournis par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France) ; la testostérone undécanoate vient de
chez Organon (Bruxelles, Belgique) ; la nandrolone-d,
est un produit Cambridge Isotope Laboratories, CIL
(Andover, MA, USA).

La solution d’étalon interne (E.I.) est un mélange a
1 pg/ml dans le méthanol de nandrolone-d; (E.L.; pour
les non-esters) et de testostérone phényl propionate
(E.IL, pour les esters).

L’agent de dérivatisation est un mélange de MSTFA-2-
mercaptoéthanol-NH,I (1000:6:2, v/v/m).

Instrumentation

Le chromatographe est le modele 5890 séries II plus de
chez Hewlett-Packard (Les Ulis, France) et il est équi-
pé de I’injecteur automatique A200S de chez Finnigan
Mat distribué par ThermoQuest (les Ulis, France). Le
systtme de CPG est couplé avec un spectrométre de
masse triple quadripéle TSQ 7000 de chez Finnigan
Mat (Manchester, UK). La colonne capillaire de chro-
matographie est une CP SIL 8 CB, 30 mx0,25 mmD.I.,
0,25 um d’épaisseur de film de chez Chrompack (Les
Ulis, France). L'hélium est le gaz vecteur utilisé.
L’injecteur est & une température de 290° C et I’injec-
tion en mode splitless est pulsée par une montée de
pression rapide maintenue pendant 0,75 min. Le volu-
me d’injection est de 2 pl. Les températures du SM sont
de 300° C pour la ligne de transfert, 160° C pour la
source et de 70° C pour les quadripdles. La températu-
re initiale du four est de 80° C pendant 2 min. et aug-
mente a raison de 15° C/min. jusqu'a 310° C, tempéra-
ture finale maintenue pendant 14 min. Le SM est en
mode d’ionisation par impact électronique. Le gaz de
collision est I’argon & une pression de 1,7 mTorr. Les
ions parents correspondent aux ions moléculaires des
14 composés (sauf pour la méthandiénone et 1'éthynyl
estradiol). Deux ions fils ont é€té choisis sur des critéres
de spécificité et d’abondance, et ils sont sélectionnés
par le troisieme quadripdle (Tableau).
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Pour les extractions sur phase solide, on utilise des car-
touches de NH, (500 mg/3 ml) et de Silice (500 mg/
3 ml) de chez IST distribué par Touzart et Matignon
(Courtaboeuf, France), et une station d’extraction dis-
tribuée par Prolabo (Paris, France).

Le broyeur a boulet est le modele EI 4000 de chez
Kleco (Visalia, CA, USA).

Echantillonnage

Pour les bovins, les poils sont prélevés au moment de
I’abattage avec 50 ml d’urine. Les poils sont prélevés
sur la téte de préférence. Aucune distinction n’est faite
vis-a-vis de la couleur des poils pour les animaux bico-
lores.

Chez I’homme, la meilleure zone de prélevement des
cheveux se situe au niveau du vertex postérieur, car la
variation de vitesse de pousse y est moindre. De plus,
le cheveux s’altére moins avec 1’4ge et le sexe de la per-
sonne n’a pas d’influence. Les prélévements doivent
8tre au moins de 150-250 mg. S’il n’y pas de cheveux
ou s’ils sont trop courts, les poils pubiens ou axillaires
seront alors prélevés.

Le probleme d’une contamination externe est tres
important surtout pour les drogues. L’approche est bien
é¢videmment différente pour les anabolisants stéroi-
diens qui se prennent par voie orale ou autre voie thé-
rapeutique sous présentation pharmaceutique normale.
Selon les recommandations de la Society of Hair
Testing, notre procédure de lavage comprend un lavage
de 2 min. au méthanol suivi de 2 lavages a 1’eau chau-
de pendant 3 min. et enfin par 2 lavages de 3 min. au
dichlorométhane (36,37). Les échantillons sont ensuite
finement coupés aux ciseaux et broyés.

Prétraitement des échantillons (iden-
tique qu’ils soient d’origine bovine ou
humaine)

Les anabolisants stéroidiens non-esters sont stables
dans des conditions alcalines fortes ; une digestion par
de la soude molaire semble étre alors un prétraitement
efficace de i’échantillon pour avoir le meilleur recou-
vrement des molécules recherchées a partir des poils.
Malheureusement, les esters de testostérone et de nan-
drolone sont eux dans ces conditions irrémédiablement
hydrolysés. L'extraction des stéroides a partir des pha-
neres sera alors divisée en deux étapes.

Une masse 100 mg de poudre de phaneres est mise
dans un tube vissé avec 10 pl de solution d’étalons
internes a 1 pg/ml et 1,5 ml de méthanol. Le tube vissé
est alors déposé dans un bain ultrasonique pendant
2 heures a 50° C. Apres une centrifugation, la phase
méthanolique (avec les esters) est évaporée sous un
courant d’air sec & 60° C. La poudre restante est digé-
rée par ajout de 2 ml de NaOH 1 M pendant 15 min. &
80° C ; cette seconde étape permet d’extraire au mieux
les anabolisants stéroidiens non-esters.

Préparation des échantillons
Extraction liquide-liquide

Le résidu sec issu de la phase méthanolique est reconsti-
tué avec 2 ml d’eau distillée et de 100 pl de NaOH 0,1 M.
I’addition de 2 ml d’acétate d’éthyle permet une extra-
ction liquide-liquide efficace des composés qui nous
intéressent par une agitation douce du tube pendant 10
min. Apres une centrifugation, la phase organique est
déposée dans un autre tube propre. Cette extraction

Tableau I : Anabolisants stéroidiens ey de leurs paramétres spectrométriques.

Composé Ion parent (m/z) Energie de collision (eV) 1= jon fils (m/z) | 2d ion fils (m/z)
Nandrolone-ds (E.L;) 421,2 21 133 287
Nandrolone 419,2 21 182 194
Estradiol 416,2 21 129 285
Testostérone 432,2 21 209 301
Boldénone 358,1 -16 122 147
Méthyl testostérone 446,2 -18 301 356
Ethynyl estradiol 425,2 -18 193 231
Méthandiénone 282,1 -16 122 161
Testostérone propionate 416,3 -18 209 401
Testostérone cypionate 484,3 -21 209 469
Nandrolone décanoate 500,3 21 182 194
Testostérone décanoate 514,3 21 209 499
Testostérone phényl propionate (E.L7) 4923 21 209 477
Testostérone undécanoate 528,4 21 209 513
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liquide-liquide est effectuée en paralléle sur les pha-
néres digérés par la soude. Les deux fractions d’acéta-
te d’éthyle sont regroupées dans le méme tube.

Extraction liguide-solide sur des cartouches de NH,

La purification des stéroides se fait par fixation des
impuretés ionisées sur des colonnes amines (38). Les
cartouches sont activées avec 3 ml d’acétate d’éthyle.
Les échantillons (les 2 fractions d’acétate d’éthyle
réunies) sont alors déposés sur les cartouches, mais
I’éluat contenant les stéroides est immédiatement récu-
péré, car ces composés ne sont pas retenus par la phase
stationnaire. Une élution supplémentaire est réalisée
avec 1 ml d’acétate d’éthyle. L’évaporation est faite
sous un courant d’air sec a chaud.

Extraction liquide-solide sur des cartouches de silice.

Le résidu est reconstitué par 1 ml de chloroforme. Apres
I’activation des colonnes de silice par 3 ml de chloro-
forme, les esters de testostérone et de nandrolone sont
directement récoltés apres le dépot de 1’échantillon sur
la colonne. Une élution avec 1 ml de chloroforme est
effectuée. Une derniére élution par 2 ml de chlorofor-
me-acétate d’éthyle (3 : 1, v/v) est réalisée afin de récu-
pérer les stéroides non-esters. D’autres impuretés
polaires sont ainsi retenues par la phase stationnaire.

Dérivatisation

Quelques anabolisants stéroidiens n’ont pas un “bon”
comportement chromatographique principalement di a
la présence de groupes hydroxyles et cétoniques dans
leur structure [39]. Parmi les nombreux réactifs de déri-
vatisation des groupements hydroxyles, le MSTFA
apparait étre celui de choix pour une triméthylsilylation
(dérivé TMS). La présence d’un catalyseur est toutefois
recommandée pour une totale dérivatisation : NH,I
avec un agent réducteur (le 2-mercaptoéthanol). La
colonne analytique doit &tre uniquement dédiée a 1’ana-
lyse des dérivés TMS qui pourraient altérer le compor-
tement des autres dérivés.

Résultats

Application au controle de Putilisation
d’anabolisant chez I’animal de rente

Dans le cadre de I’établissement d’un état des lieux de
I'utilisation d’anabolisants dans le cheptel des bovins
francais, un comité interprofessionnel d’éleveurs a déci-
dé de faire une série d’analyses, poils et urines, sur des
animaux “ douteux " présélectionnés par la conforma-
tion visuelle de leur carcasse qui laisse 4 penser que
I’animal a regu un traitement aux anabolisants. L’essai a
été entrepris a partir de prélevements effectués en abat-
toir dans toute la France sur 306 animaux. Des préleve-
ments de poils et d’urines ont été réalisés pour chaque
animal. Les résultats positifs retrouvés dans le poil sont

de 37, répartis de la fagon suivante : les B-agonistes avec
le clenbutérol dans 17 cas, les hormones stéroidiennes
avec la méthyl testostérone dans 10 cas, la testostérone
propionate dans 2 cas, la méthandiénone dans 1 cas et la
boldénone dans 6 cas, et enfin le mélange B-agoniste-
hormone avec 1 cas de clenbutérol-méthyl testostérone.

Cela correspond a un pourcentage sur cette étude de
12,1 % sur des bovins suspects présélectionnés. Les
résultats positifs retrouvés dans les urines sont de 2 et
uniquement sur les animaux positifs au clenbutérol.
D’autres études (environ 200 cas) ont été réalisées dans
le cadre d’affaires a caracteres judiciaires ol des résul-
tats identiques en terme de recouvrement entre les
urines et les phanéres ont été mis en évidence. Les
molécules stéroidiennes les plus fréquemment retrou-
vées sont la méthyl testostérone (fig.1), le décanoate de
testostérone et la nandrolone. La molécule B-agoniste la
plus fréquemment retrouvée est le clenbutérol.
L’ensemble de ces résultats matérialise d’une maniére
évidente, 1’intérét de 1’association poil et urine dans la
recherche d’une utilisation frauduleuse de substance
anabolisante interdite d’utilisation en Europe.
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Figure 1 : Chromatogrammes d’un extrait de 100 mg de
poudre de poils de bovin trouvé positif pour la Méthyl
Testostérone a la concentration de 3,4 pg/mg.

A = chromatogramme représentant la somme des 2 ions fils
de I’ion parent m/z 446

B = ion fils m/z 301 C = ion fils m/z 356
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Application au contréle du dopage chez
I’homme

L’application dans le dopage humain s’est faite dans le
contexte judiciaire de trafic de substances illicites. Sur
une série de 18 sportifs de deux équipes différentes,
deux individus ont été reconnus comme COnsomma-
teurs de stéroides. Le premier cas identifié 1’était a la
nandrolone avec 5,1 pg/mg (fig.2). L’analyse urinaire
du méme individu a donné des résultats négatifs (infé-
rieurs & 0,05 ng/ml) pour la norandrostérone (NA) et la
noréthiocholanolone (NE), les métabolites urinaires de
cette méme nandrolone et de ses précurseurs. Il a été
récemment prouvé qu’une voie endogene inconnue
aboutit a ces métabolites, mais avec des seuils toujours
inférieurs a 2 ng/ml d’urine [40-42]. Le second cas fait
état de la détection d’undécanoate de testostérone a une
concentration de 15,2 pg/mg (fig.3), bien que dans
I’urine de ce mé&me sportif le rapport testostérone/épi-
testostérone soit nettement inférieur a 6. Les deux spor-
tifs ont reconnu spontanément leurs pratiques régu-
lieres du dopage aprés avoir pris connaissance de nos
résultats.
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Figure 3 : Chromatogrammes d’un extrait de 50 mg de
poudre de cheveux d’un sportif trouvé positif pour
U’Undécanoate de Testostérone & une concentration de
15,2 pg/mg.
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Figure 2 : Chromatogrammes d’un extrait de 50 mg de
poudre de cheveux d’un sportif trouvé positif pour la
Nandrolone a une concentration de 5,1 pg/mg.

A = chromatogramme représentant la somme des 2 ions fils
de I’ion parent m/z 418

B = ion fils m/z7 182 C = ion fils m/z 194

Conclusion

La technique de recherche des agents dopants anaboli-
sants par CPG-SM-SM dans les phanéres que nous
avons validée et publiée [6] a montré son intérét incon-
testable, en complément de ’urine, pour la recherche
des agents dopants anabolisants que ce soit dans le
domaine du contrdle de la production animale ou dans
le domaine du contréle du dopage chez le sportif.

Cependant une différence importante d’application
existe entre ces deux domaines. En effet, en liaison
avec nos travaux le ministere de I’ Agriculture a publié
deux techniques officielles de détection des B-agonistes
et des anabolisants stéroidiens dans les phaneres et les
utilisent. De plus I'interprofession a fait effectuer un
grand nombre de contrdles aléatoires dans les poils des
animaux avant abattage dans les différentes régions de
France. Nous en avons réalisés plus de 1000 a ce jour.
Pour I'instant, le ministere de la Jeunesse et des Sports
n’a pas inclus en plus de ’urine, seul prélévement bio-
logique officiel actuel, ce milieu dans la loi n°99-223
du 23 mars 1999, mais nous espérons que d’autres
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milieux, dont les phanéres, figureront dans les décrets
d’applications a paraitre. De plus a ce jour, aucun club,
aucune fédération, ne nous a demandé, ni spontané-
ment, ni suite & nos propositions d’effectuer des ana-
lyses sur ce milieu inaltérable, non falsifiable et qui
permet une mise en évidence rétroactive de la prise
d’agents dopants anabolisants. Par contre les
Procureurs de la République et les Juges d’Instruction
nous désignent réguliérement en cas de suspicion de
prise d’agents dopants illégaux pour effectuer la
recherche, 1’identification et le dosage dans les pha-
neres en plus de 1’urine que ce soit chez I’homme ou
chez les animaux de rente.
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