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Introduction générale 

 

L’Union Européenne remplit de vastes missions dans de multiples domaines, de l’économie au 

social jusqu’à l’environnement. Une des plus importantes de ces missions est d’assurer la 

sécurité des aliments et l’innocuité des produits consommés par ses citoyens. Avec l’une des 

réglementations les plus strictes au monde, l’UE assure un contrôle de la qualité et de la 

traçabilité de ses produits, malgré des marchés économiques toujours plus complexes avec 

une multitude d’acteurs et ouverts à l’international. De nombreux scandales et débats sur 

l’alimentation rendent les organismes de l’UE soucieux de cette thématique. Dans les années 

1990, des crises comme celle dite de la « vache folle » ou celle des « bœufs aux hormones » 

font comprendre l’importance d’une réglementation et d’un contrôle efficace des procédés 

d’élevage. Mais aussi l’importance d’une évaluation du risque séparée de la gestion du risque 

et la disponibilité de méthodes analytiques permettant d’anticiper de nouvelles stratégies de 

fraude. Entre les années 1960 et 1980, l’utilisation des antithyroïdiens comme promoteurs de 

croissance à des fins d’engraissement a suscité de vives réactions de la part de la presse et 

soulevé des interrogations concernant l’innocuité de ce type de substances. C’est pourquoi, 

en 1981, l’UE interdit son utilisation pour les animaux d’élevages.  

Le LABERCA, LABoratoire d’Etude des Résidus et Contaminants dans les Aliments, unité de 

recherche d’Oniris Vetagrobio Nantes et laboratoire français de référence (LNR) pour les 

promoteurs de croissance rentre parfaitement dans ce rôle de contrôle et de recherche. Le 

LNR est composé de l’unité promoteurs de croissance (UPC) et de l’unité contaminant (UCO). 

L’UPC se charge du contrôle de l’utilisation de promoteurs de croissance chez les animaux 

d’élevages. En plus des ATS, l’UPC recherche les résidus de stéroïdes, de β-agonistes et de 

corticostéroïdes. Le laboratoire se concentre sur la mesure des contaminants et résidus 

pouvant être présents dans les matrices biologiques et alimentaires et contribue à la gestion 

du risque associé. Pour cela, la spectrométrie de masse va être d’une utilité pour déterminer 

de manière qualitative et quantitative les éléments à détecter. Des plans de surveillance et de 

contrôle sont réalisés annuellement dans les états membres de l’Union Européenne pour 

s’assurer que les ATS ne soient pas utilisés en élevage. 

 Le Laberca a démontré que la présence de thiouracile pouvait être, non seulement liée à une 

administration frauduleuse, mais aussi liée à d’autres facteurs tels que l’alimentation. En effet, 

les plantes de la famille des brassicacées possèdent des précurseurs du thiouracile et leur 

ingestion par les animaux d’élevages peut amener à une excrétion de thiouracile dans l’urine 

(G. Pinel et al. 2006). Les seuils mis en place de 10 µg/L d’urine pour les bovins et 30 µg/L pour 

les porcs sont parfois dépassés par des individus qui n’ont pourtant pas reçu d’administration 

illégale d’ATS. Ces cas de faux positifs remettent en cause le processus de décision et 

l’utilisation de seuils actuels dans le cadre du contrôle de l’usage du thiouracile. La présence 

de thiouracile due à des facteurs autres que son administration illégale est une problématique 

pour les organismes de contrôle. C’est pourquoi l’enjeu de comprendre cette présence 

naturelle de thiouracile et de trouver une solution pour détecter efficacement les animaux 

traités est crucial. Les autres ATS ayant été utilisés à des fins anabolisantes comme le 6-
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méthylthiouracile ou le propylthiouracile ne posent pas la même problématique car ils ne sont 

pas retrouvés naturellement chez les animaux de production. 

Des études ont récemment permis de faire des avancées dans la recherche de critères 

spécifiques à l’usage du thiouracile. La détection de certains métabolites du thiouracile a 

permis de trouver des critères plus spécifiques pour discriminer les situations de fraudes d’une 

présence naturelle de 2-TU dans l’urine ou d’autres matrices animales. Ces études ont montré 

que pour le bovin et le porc, le 6-MTU est un bon candidat pour faire cette discrimination (Van 

Meulebroek et al. 2018a; Blokland et al. 2021). 

Cependant, peu d’études ont été conduites sur les ovins et l’état actuel des connaissances pour 

l’espèce ovine est bien inférieur à celui que l’on peut trouver chez les bovins. Il n’existe pas à 

l’heure actuelle de biomarqueurs spécifiques à ces situations de fraude pour les ovins. Le but 

de ce travail est d’évaluer si la présence de 6-MTU peut être spécifique de l’administration de 

thiouracile comme il l’a été démontré pour l’espèce bovine et porcine. 

L’expérience montée dans ce travail vise à comparer l’élimination urinaire de thiouracile et de 

ses métabolites entre une brebis témoin et deux brebis ayant reçu une administration à 

hauteur de 2 g/ 100kg de PV et 0,2g/100kg de PV de thiouracile (2-TU) pendant trois jours. 

Afin de comprendre au mieux l’état des connaissances actuelles sur la présence de thiouracile 

chez les ovins et les méthodes de contrôle au sein de l’Union Européenne, une étude 

bibliographique fera l’objet de la première partie de cette thèse. Après avoir abordé les 

matériels et méthodes utilisés, les résultats seront discutés avant une mise en perspective de 

nos observations dans le contrôle officiel. 
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Partie I Les antithyroïdiens : présentation, usage en 

tant que promoteurs de croissance et stratégies de 

contrôle au sein de l’Union Européenne 

1. Présentation des thyréostatiques 

1.1 Définition 
 

Les ATS ou thyréostatiques, en inhibant la production des hormones thyroïdiennes, 

provoquent une perturbation des différents métabolismes se trouvant sous la dépendance 

directe de ces hormones. Certains effets secondaires ont été attribués à l’usage des ATS et on 

a pu constater une dérive de leur utilisation primaire. Ainsi, l’augmentation de poids générée 

par les ATS a été utilisée dans la perspective d’optimiser l’engraissement des animaux de 

production (Vanden Bussche et al. 2009; Site du Collège National de Pharmacologie Médicale). 

L’expression « anti-hormone » qualifiait autrefois les thyréostatiques. Cette dénomination est 

désuète car les antithyroïdiens ne viennent pas contrer l’action des hormones thyroïdiennes 

mais inhiber leur synthèse. (de Brabander, Verbeke 1984) 

Plusieurs familles de molécules antithyroïdiennes existent. Nous pouvons regrouper ensemble 

les thyréostatiques artificiels, synthétisés par l’homme, mis au point pour lutter contre des 

maladies hyperthyroïdiennes. Des molécules dites inorganiques telles que des ions possèdent 

une activité antithyroïdienne, c’est le cas du lithium (Li), de l’ion perchlorate (ClO4
-) et du 

thiocyanate (SCN-) (Vanden Bussche et al. 2009). Il existe aussi des molécules provenant du 

monde végétal qui possèdent une activité thyréostatique naturelle. Les brassicacées sont 

connues pour avoir une telle activité antithyroïdienne due à la présence naturelle de 

glucosinolates. (Vanden Bussche et al. 2009)  

Les antithyroïdiens de synthèse d’intérêt sont majoritairement dérivés de la thiourée, 

composé organosulfuré de formule SC(NH2)2. Il s’agit de thioamides dont le thioacétamide est 

l’un des composés des plus courants. Ces molécules sont le plus souvent polaires, amphotères 

et de faible poids moléculaire (Vanden Bussche et al. 2009). Deux familles de molécules 

peuvent être citées : la famille des imidazolés (carbimazole, méthimazole) et la famille des 

thiouraciles (propylthiouracile, benzylthiouracile, méthylthiouracile…).(Site du Collège 

National de Pharmacologie Médicale; Paris et al. 2006). Les structures chimiques des 

principaux ATS d’intérêt sont illustrées dans la figure 1 ci-dessous. 
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Figure 1: structure chimique du thiouracile (2-TU ou TU), 4-thiouracile (4TU), 5-
méthylthiouracile (5-MTU), 6-méthylthiouracile (6-MTU), éthyl-thiouracile (ETU), dimethyl-
thiouracile (DMTU), propyl-thiouracile (PTU), phenyl-thiouracile (PhTU), benzyl-thiouracile 

(BTU), mercaptobenzimidazole (MBI), benzylpropylthiouracile (BPTU) et TU dérivé avec le 3-
iodobenzylbromide. (Pinel et al. 2005; Blokland et al. 2021) 

 

On peut y observer la présence commune du groupe isothiocyanate définie par la séquence 

R-N=C=S (Figure 2). C’est cette séquence d’azote, de soufre et de carbone qui est surement 

responsable de l’inhibition de la synthèse des hormones thyroïdiennes, même si le mécanisme 

exact de l’inhibition n’est pas parfaitement connu aujourd’hui (Vanden Bussche et al. 2009). 

On retrouve cette séquence dans les glucosinolates (Figure 2), principaux éléments soufrés 

présents dans les brassicacées (Vanden Bussche et al. 2009). 

 

 

Figure 2: structure chimique commune aux ATS et exemple de la structure des glucosinolates 
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Le thiouracile est produit par condensation entre l’éthyl formylacetate et des thiourées. En 

2000, sept compagnies en produisaient, six en Chine et une en Suisse. Son nom chimique est 

le 2,3-Dihydro-2-thioxo-4(1H)-pyrimidinone. Le thiouracile est légèrement soluble dans l'eau 

et l'éthanol, soluble dans l'acide fluorhydrique anhydre et les solutions alcalines. Les ATS ont 

en commun aussi un cycle pseudo aromatique qui rend possible la présence de nombreuses 

formes tautomériques, ce qui peut interférer dans la recherche par spectrométrie de masse 

des résidus d’ATS. Le thiouracile présente une douzaine de formes tautomériques différentes 

dont les principales sont décrites dans la figure 3 suivante (Boison 2012). Le thiouracile est 

une molécule amphotère, son faible poids moléculaire et sa forte polarité en font une 

molécule difficile à analyser. Il est difficile de la stabiliser dans le temps, ce qui pose des 

problèmes de conservation des échantillons lors des programmes d’analyse (Pinel et al. 2005). 

 

 

Figure 3 : les six formes tautomériques principales du 2-thiouracile (G. Pinel et al. 2006) 

 

1.2 Pharmacocinétique 
 

Le contrôle de l’utilisation des anabolisants passe par des méthodes analytiques qui 

permettent de détecter à partir de certaines teneurs les molécules d’intérêt. L’interprétation 

de ces résultats n’a de sens qu’au vu des propriétés pharmacocinétiques des molécules. La 

connaissance des profils de distribution, de métabolisation et d’élimination permet une 

meilleure interprétation des résultats. Outre le fait d’améliorer les connaissances sur le 

métabolisme de ces molécules, les études pharmacocinétiques des ATS aident à répondre à 

plusieurs questions. Pendant combien de temps peut-on détecter la molécule après 

administration ? Quelle est la matrice de choix pour trouver les plus fortes concentrations de 

résidus ? Peut-on retrouver des résidus dans les denrées ? (Heeremans et al. 1998) Par 

exemple, l’élimination du thiouracile est très rapide par voie urinaire, un résultat négatif d’un 
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échantillon d’urine ne veut pas forcément dire que l’animal n’a jamais reçu d’ATS au cours de 

sa vie mais que dans les 48 dernières heures il n’en a pas reçu.  

On retrouve des données surtout pour l’homme et le rat mais peu sur les bovins et encore 

moins chez les ovins (Paris et al. 2006). 

 Absorption  

Les ATS sont des médicaments dont la plupart sont administrables par voie orale. L’absorption 

par voie orale est excellente et rapide. Le temps entre l’administration et l’arrivée dans la 

circulation sanguine est rapide, elle est de l’ordre de 30min à 1h. La biodisponibilité, 

correspondant au rapport de la quantité absorbée par la voie d’administration donnée à celle 

obtenue par voie IV, est supérieure à 80 % (Paris et al. 2006). 

 Distribution 

Des protéines plasmatiques assurent le transport de la plupart des ATS dans l’organisme. (Paris 

et al. 2006) Les thyréostatiques possèdent une demi-vie plasmatique faible. Les ATS 

s’accumulent préférentiellement dans la thyroïde, lieu où ces molécules vont agir. (DE 

BRABANDER 1984; Paris et al. 2006) Après une injection de 5 mg de thiouracile chez un rat, le 

rapport entre la concentration de thiouracile dans la thyroïde par rapport au sang était de 7,5 

au bout de 10h et de 156 au bout de 48h.(International Agency for Research on Cancer 2001) 

Le thiouracile passe la barrière placentaire chez l’homme, le rat, le lapin et le chien (Site du 

Collège National de Pharmacologie Médicale 2022, International Agency for Research on 

Cancer 2001). 

 Métabolisation 

Dans l’étude de Van Meulebroek et al (2018), l’étude du métabolome des échantillons d’urine 

d’animaux traités au thiouracile a permis d’identifier de nombreux métabolites du thiouracile. 

Les auteurs ont mis en lien ces métabolites avec le principe actif de base, visible sur la figure 

4. On observe des métabolites de forte ressemblance avec le thiouracile et des liens logiques 

de métabolisation entre eux. Une certaine partie du thiouracile reste sous forme inchangée 

(Blokland et al. 2021; Van Meulebroek et al. 2018a). Des processus d’hydrogénation, de 

méthylation et d’autres réactions sont donc probables au sein de l’organisme. 
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Figure 4 : structure chimique et possible lien métabolique avec le thiouracil administré. En A, 

les biomarqueurs présentant un lien direct avec le TU, en B, des molécules ne présentant pas 

de ressemblance avec le 2-thiouracile (Van Meulebroek et al. 2018a)  

 

Excrétion 

L’excrétion des ATS par l’organisme est au cœur du sujet du contrôle des résidus 

antithyroïdiens. En effet, la recherche de la matrice la plus pertinente et savoir quand 

l’excrétion est maximale permet d’orienter les prélèvements à réaliser pour un contrôle 

efficace d’un usage illégal de ces molécules. 

La figure 5 montre la courbe d’excrétion de TU d’une génisse traitée au 2-thiouracile de T0 à T 

14 avec deux capsules de 2,5 grammes de 2-thiouracile par jour. On observe bien une excrétion 

de 2-thiouracile par voie urinaire. Après administration, le 2-thiouracile est donc rapidement 

retrouvé dans l’urine. 
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Figure 5 : courbe d’excrétion du 2-thiouracile (RIKILT Wageningen 2014) 

Plusieurs métabolites du 2-thiouracile administré sont retrouvés dans l’urine. La figure 6 de 

l’étude de (Van Meulebroek et al. 2018b) montre les métabolites qu’on peut ainsi retrouver 

dans l’urine après un traitement au 2-Tu. Pour les veaux, l’expérience montre que le 2-TU 

d’origine exogène disparait de l’urine après 48h après la dernière administration et 72 heures 

pour les vaches. 
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Figure 6 : boxplots des concentrations urinaires en TU post traitement. Ligne rouge : dernier 
résultat encore significativement différent de celui des contrôles. 

Des études faites sur d’autres ATS nous permettent de comprendre l’excrétion du 2-thiouracile 
dans le temps. Pour ce qui est du PTU, chez le rat, on observe 71,7% d’élimination urinaire, 
15,9% d’élimination biliaire et 2,3% d’élimination fécale (Lindsay et al. 1974). Dans l’étude de 
(Heeremans et al. 1998), du MTU a été administré chez des vaches et l’élimination a été 
étudiée. Les concentrations urinaires en MTU sont 50 à 100 fois supérieures au plasma et 250 
à 500 fois supérieures aux concentrations dans le lait.  

 



 
22 

 

1.3 Hormones thyroïdiennes et mécanisme d’action des antithyroïdiens 

1.3.1 Physiologie de la thyroïde (Shahid, Ashraf, Sharma 2024; Herve Julie 

2024) 
 

La thyroïde est une glande située à l’avant de l’encolure et à l’avant du cou pour l’homme, elle 

est positionnée de part et d’autre de la trachée. C’est une glande endocrine constituée d’un 

lobe gauche et d’un lobe droit rattachés par un isthme, elle est reliée à la circulation sanguine 

par les artères et veines thyroïdiennes crâniales et caudales. C’est par celle-ci que les 

hormones thyroïdiennes vont être libérées dans la circulation sanguine et ainsi agir sur 

l’organisme. 

Au niveau histologique, elle est constituée d’une capsule et d’un parenchyme composé de 

multiples follicules. Ces follicules sont structurés par une couche de cellules folliculaires qui 

forme l’épithélium de ces follicules sphériques et délimitant une cavité centrale remplie de 

colloïde, intervenant dans la production et le stockage des hormones thyroïdiennes. Cette 

couche de cellules est composée majoritairement de thyréocytes, responsable de la synthèse 

des hormones thyroïdiennes. 

La production des hormones thyroïdiennes suit un mécanisme qui est régulé et dépendant de 

nombreux facteurs. Le mécanisme de production des hormones thyroïdiennes est expliqué ci-

dessous et schématisé dans la figure 7. La thyroïde est sous contrôle de la TSH (thyréostimuline 

hormone), elle est libérée par la glande pituitaire elle-même sous le contrôle de la TRH 

(thyreotropin releasing hormone) sécrétée par l’hypothalamus. Un rétrocontrôle négatif existe 

entre les hormones thyroïdiennes et la sécrétion de TSH et TRH. C’est-à-dire que si la 

concentration en hormone thyroïdienne est amenée à diminuer alors on assistera à une 

augmentation de la libération de TSH et TRH, induisant une plus grande activité de la thyroïde 

et donc la production d’hormone thyroïdienne si la thyroïde le permet. 
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Figure 7 : synthèse des hormones thyroïdiennes (Boron, Boulpaep 2012; Herve Julie 2024) 

L’iode est un élément central dans la production de ces hormones, l’apport majoritaire d’iode 

provient de l’alimentation, les thyréocytes captent l’iode de la circulation sanguine à l’aide d’un 

transporteur sodium iode sous contrôle de la TSH. L’iode une fois dans le colloïde subira une 

oxydation (I- -> I+) rendue possible par une enzyme, la TPO, thyroperoxydase. Cette enzyme est 

probablement la cible des ATS, en inhibant l’activité de la TPO, les ATS vont enrayer la 

production d’hormone thyroïdienne. (Paris et al. 2006)  

La thyroglobuline, constituant majoritaire du colloïde, après iodation, permet la formation 

d’iodotyrosines sous forme de mono (MIT) ou di-iodotyrosines (DIT). La thyroperoxidase 

intervient une seconde fois dans le couplage des iodotyrosines entre elles pour former la tri-

iodothyronine (T3) et la tétra-iodothyronine (T4). Après endocytose par les thyréocytes et 

protéolyse de la thyroglobuline (Tg) on aboutit à la formation des deux hormones T3 et T4 qui 

peuvent être libérées dans la circulation sanguine. 

Dans la circulation, les hormones thyroïdiennes T3 et T4 sont majoritairement associées à la 

thyroxine binding protein (TBG), avec seulement 1 % de forme libre, T3 étant la forme active 

principale alors que T4, produite en plus grande quantité, agit comme une pro-hormone 

convertie en T3 par désiodation. 
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1.3.2 Effet physiologique des hormones thyroïdiennes sur l’organisme 

1.3.2.1 Pharmacodynamie et effet sur l’organisme (Herve Julie 2024; 

Shahid, Ashraf, Sharma 2024) 
 

Les hormones thyroïdiennes et surtout la T3, après circulation dans le sang et passage des 

membranes cytoplasmique et nucléaire via des transporteurs, vont venir se fixer sur des 

récepteurs nucléaires, situés dans le noyau des cellules cibles. Ces récepteurs possèdent un 

domaine de liaison à l’ADN et un domaine de fixation pour l’hormone. Classiquement, la 

fixation de T3 au récepteur va provoquer l’activation de gènes permettant la production de 

protéines. Ces protéines peuvent à leur tour activer ou inhiber d’autres gènes et donc modifier 

la présence d’autres protéines. Ce mécanisme d’action entraine des réactions en chaine et 

influe une multitude d’acteurs moléculaires et cellulaires.  

Les hormones thyroïdiennes auront un effet sur le métabolisme, la thermogénèse, la 

croissance et la maturation des tissus et des effets systémiques. Les hormones thyroïdiennes 

augmentent le taux métabolique de base. La consommation d’oxygène et la thermogénèse 

augmentées en sont le témoin. On aura une augmentation de l’appétit, des sécrétions et de la 

mobilité digestive. Elles influent sur la synthèse de lipides et la lipolyse, stimulent le 

métabolisme des glucides, ont un effet anabolisant sur le métabolisme des protéines mais à 

fortes doses ont un effet catabolisant. On note aussi un rôle permissif sur les catécholamines 

avec un effet chronotrope et inotrope positif. Une tachycardie peut être observée en cas 

d’hyperthyroïdie. Chez l’enfant en croissance, il y a un effet synergique avec l’hormone de 

croissance (GH) qui a un effet sur la croissance osseuse mais aussi sur la maturation et la 

différenciation des muscles striés et du système nerveux. Les hormones thyroïdiennes ont un 

impact sur le système reproducteur avec des effets sur la fertilité, l’ovulation et la puberté. 

1.3.3 Mécanismes de l’effet antithyroïdien des ATS 
 

Le mécanisme exact de l’inhibition de l’activité de la thyroïde par les ATS n’est pas encore 

complètement élucidé. Une théorie souvent mise en lumière est l’inhibition de la 

thyroperoxydase (TPO) (Paris et al. 2006 ; Site du Collège National de Pharmacologie Médicale, 

2022). Chez le rat, in vivo, le PTU inhibe l’activité de la TPO (Shiroozu et al. 1983). Les résultats 

de l’étude de Davidson et al. (1978) suggèrent que l’action initiale du 2-thiouracile, du 

propylthiouracile et du méthylmercaptoimidazole n’est pas d’agir comme inhibiteur de la TPO 

mais agit initialement en piégeant l’iode oxydé et bloque l’iodation de la thyroglobuline. 

 Une autre étude plus récente (Yoshihara et al. 2019), utilisant la technologie des puces à ADN, 

observe une régulation complexe des ATS sur l’activité de la thyroïde. Une modulation de 

l’expression de certains gènes des thyréocytes existe comme celui de l’iodotyrosine desiodase, 

enzyme responsable de la désiodation de la mono-iodotyrosine (MIT) et de la di-iodotyrosine 

(DIT).  

Les ATS inhibent la synthèse hormonale mais n’empêchent pas la libération des hormones déjà 

formées et stockées. Un temps de latence existe avant l’apparition des effets (Paris et al. 2006). 
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1.4 Utilisations thérapeutiques des antithyroïdiens 

1.4.1 Médecine humaine 
 

Le 2-thiouracile a commencé à être utilisé en 1943, ce fut le premier thionamide utilisé comme 

antithyroïdien. En médecine humaine, son utilisation a été stoppée à cause de ces nombreuses 

réactions secondaires, laissant place à des molécules moins toxiques telles que le 

propylthiouracile ou le methimazole (International Agency for Research on Cancer 2001). Les 

ATS sont encore utilisés aujourd’hui pour traiter l’hyperthyroïdie, y compris la maladie de 

Basedow, maladie auto-immune affectant la thyroïde. Elle peut être en partie traitée par 

l’utilisation de carbimazole ou de propylthiouracyle pour gérer les symptômes tels que la 

tachycardie, l’augmentation du métabolisme, l’amaigrissement, l’accélération du transit et 

l’agitation (Site du Collège National de Pharmacologie Médicale 2022). 

1.4.2 Médecine animale 
 

En médecine vétérinaire, les ATS sont utilisés pour traiter des maladies chez les animaux 

domestiques comme le chat et le chien. L’hyperthyroïdie du chat, résultant d’une hyperplasie, 

d’un adénome de la thyroïde ou plus rarement d’un adénocarcinome thyroïdien peut être 

traitée avec du méthimazole et son précurseur, le carbimazole (Sénécat 2023). Le thiouracile 

et le propylthiouracile ne sont plus utilisés dans la médecine vétérinaire (Kampmann, Hansen 

1981). 

 

1.5 Utilisations en tant que promoteurs de croissance 
 

L’utilisation de promoteurs de croissance, courante à partir des années 1960, n’a cessé 

d’évoluer. Les procédés de fraude ont changé avec les techniques scientifiques et les 

réglementations. Les enjeux économiques de rentabilité ont rendu la pratique intéressante 

pour les acteurs de la filière viande (Courtheyn et al. 2002; Ferrando 1973; CESBRON 2017). 

De nombreux pays, leaders en termes d’élevage, autorisent l’utilisation d’implants contenant 

des stéroïdes comme les Etats-Unis, le Canada, la Chine, l’Australie et l’Argentine (Skoupá, 

Šťastný, Sládek 2022). 

Dans les années 1960, le thiouracile et ses analogues dont le MTU figuraient dans la liste des 

promoteurs de croissance et d’engraissement pour les animaux de production comme le porc 

et le bétail. Cependant, la présence d’anabolisants comme les œstrogènes, les androgènes et 

la progestérone ont fait concurrence à l’utilisation des ATS au vu de leur efficacité. Cependant, 

l’interdiction en Europe, en 1980, des stéroïdes a provoqué un retour sur le devant de la scène 

des ATS. Dans les années 80, de nouveaux cas de fraude aux ATS sur bovins ont été identifiés. 

L’affaire des bœufs au MTU a fait réagir les associations de consommateurs et a permis de 

mettre en lumière cette pratique. (Mercier 1983). En 1982, des jeunes bovins ayant une 

croissance rapide et présentant une hypertrophie de la thyroïde ont été trouvés dans des 

abattoirs. La suspicion d’utilisation d’ATS avait été confirmée. Dans cette même période, la 
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présence de thiouracile avait été détectée dans plusieurs régions de France. (Comsa et al. 

1982)   

En 1983, une autre enquête de l’Académie française vétérinaire montre un emploi répandu de 

MTU en particulier dans le Nord et l’Ouest. Suite à ces enquêtes, des aliments contentant du 

MTU ont été retirés. Les substances antithyroïdiennes les plus utilisées à des fins 

d’engraissement sont le méthyl-2-thiouracile (MTU) puis le 2-thiouracile, le propyl-2-

thiouracile, le benzyl-2-thiouracile et le méthimazole (Pochard 1983). La plupart du temps, les 

ATS étaient incorporés dans l’aliment, l’éleveur recevait l’aliment déjà supplémenté. (Raynaud, 

Ruckebusch 1987). C’est ainsi qu’un aliment supplémenté en ATS, commercialisé sous le nom 

« aliment 300 », permettait à l’éleveur de gagner 300 francs de plus par bovins avec l’utilisation 

de ce produit. (Mercier 1983) 

La consommation de viande contaminée par du méthimazole en Espagne, dans les années 90, 

a peut-être participé à augmenter l’incidence d’aplasie cutanée chez les nouveau-nés selon 

Martínez-Frías et al. (1992). 

En 2006, dans le Sud-Ouest, des traces d’ATS sont détectées dans un élevage. 1800 veaux d’un 

cheptel sont concernés par des procédures d’abattage. L’intégrateur fournissait une ration 

supplémentée avec du 2-thiouracile pour augmenter la croissance des veaux. Les plans de 

surveillance orchestrés par la DGAL avaient permis de mettre en lumière ces actions illégales 

(PONS 2006). 

Le laboratoire de référence de Bilthoven a attiré l’attention sur l’arrivée d’une nouvelle 

molécule antithyroïdienne, le mercaptobenzimidazole. Cette dernière n’était donc pas encore 

incluse dans les programmes de contrôle car son usage n’avait pas été identifié (Courtheyn et 

al. 2002). 

Pour le MTU, d’après Mercier (1983), la posologie optimum chez les bovins est de 1,25 g de 

MTU pour 100kg de poids vif. Les études divergent vis-à-vis de la durée du traitement mais le 

plus fréquemment il était conseillé plus de quatre semaines de traitement et un envoi rapide 

à l’abattoir pour ne pas perdre le gain. La dose journalière de cinq grammes par animal 

pendant 30 jours était répandue selon Courtheyn et al. 2002. 

 

1.6 Effets des thyréostatiques sur la productivité des principales espèces 

de production  

 

1.6.1 L’effet « anabolisant » des thyréostatiques 
 

Un des premiers points qui permet de comprendre le gain de poids vifs de l’animal est 

l’augmentation de la taille du tube digestif. Les hormones thyroïdiennes facilitent l’action des 

catécholamines qui agissent sur la motricité du tube digestif. L’usage d’ATS va freiner l’activité 

des catécholamines sur le tube digestif et un ralentissement de la vidange gastrique et du 

péristaltisme est observé (Pohlschmidt, Forschner 1979). D’après Frens (1949), en 
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s’intéressant au poids des intestins et du rumen, 60% à 70% du gain de poids serait dû à cette 

diminution de tonus digestif. L’excrétion de fèces pendant le transport est diminuée, ainsi les 

animaux arrivent plus lourds à l’abattoir (Mercier 1983). 

Une diminution des hormones thyroïdiennes peut réduire l’assimilation énergétique de la 

cellule. Cet évènement impacte l’équilibre osmotique de l’organisme, provoquant une 

perturbation de l’activité rénale qui a pour résultante une rétention d’eau dans l’organisme. 

De plus, une diminution de l’activité hyaluronidase est observée, faisant accroître la taille des 

mucoprotéines conjonctives, ce qui permet le plus grand stockage de l’eau dans l’organisme 

(Pohlschmidt, Forschner 1979). 

On peut se questionner sur la véritable dénomination d’anabolisant ou promoteur de 
croissance pour les ATS. Un anabolisant est une substance susceptible de favoriser 
l’incorporation de l’azote dans des protéines. Les anabolisants vont accélérer la biosynthèse 
des protéines tissulaires avec comme conséquence, le développement musculaire (Ferrando 
1973; Prévost et al. 2014). Les nombreux effets des ATS ne vont pas dans ce sens car le gain 
de poids majoritaire ne provient pas de la prise de masse musculaire mais d’une stase digestive 
et d’une rétention d’eau dans les tissus. 

Le gain de poids avant abattage et la meilleure efficacité alimentaire permettent à l’éleveur 

de gagner en rentabilité. C’est pourquoi l’usage illégal des ATS pouvait être pratiqué par 

certains acteurs de cette filière. 

On peut noter que peu d’études ont été faites sur l’impact de l’usage de thiouracile sur la 

productivité des ovins. La littérature la plus abondante dans ce domaine est abordée pour 

l’usage du méthylthiouracile pour les bovins. Etant donné le caractère illicite de cette pratique, 

peu de récentes études existent sur les potentiels effets zootechniques de l’usage des ATS sur 

les animaux d’élevages.  

L’élevage d’ovin est soumis à beaucoup de problématique : dépeuplement des zones 

d’élevages, faible rentabilité, peu d’amélioration technique, marché économique difficile et 

une forte concurrence avec d’autres pays importateurs mondiaux (Theodoridis et al. 2021). 

Cette faible rentabilité a pu motiver certains acteurs de cette filière à utiliser des anabolisants 

et c’est pourquoi il est nécessaire de surveiller leurs usages chez les ovins. 

1.6.2 Effet chez les autres espèces de production 
 

Beeson et al en 1947 se sont intéressés à l’effet de l’ajout de thiouracile dans la ration de bœuf. 

L’administration de thiouracile n’a pas affecté l’ingestion alimentaire des animaux, le GMQ a 

été légèrement augmenté pour certains lots mais globalement le thiouracile n’a pas eu 

d’impact sur la croissance des animaux. Le poids de la thyroïde est significativement 

augmenté. 

Le MTU, un autre ATS, augmente de façon significative le gain moyen quotidien des bovins. De 

nombreuses études ont regardé le GMQ gagné par l’usage de MTU pendant une période allant 

de 4 à 6 semaines. Ainsi, on observe un gain augmenté de 600 g/J à 1100 kg/J pour les animaux 

traités au MTU par rapport aux animaux contrôles des études (Tangl, Kunffy, Farkas 1967; Frens 
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1949; ISAKOV, LAZIC 1968). La fin de la période de traitement doit coïncider avec l’abattoir car 

une perte du gain de poids obtenu par l’usage des ATS est observée dans les semaines après 

l’arrêt de l’administration (Tangl, Kunffy, Farkas 1967).  

Chez le porc et la volaille, on note peu d’effet sur le gain de productivité. Chez ces deux 

espèces, Acevedo, en 1948, pour le porc et Blakely et Anderson, en 1949, pour des volailles 

ont même noté une baisse du GMQ suite à une période de traitement au thiouracile (Acevedo 

et al. 1948; Blakely, Anderson 1949). 

 

1.6.3 Effet chez l’ovin 
 

Peu d’études existent sur l’effet du thiouracile sur la croissance des ovins. Andrews et al, en 

1947, montrent que l’ajout de thiouracile dans l’alimentation des agneaux n’entraine pas 

d’augmentation de croissance, on assiste même à une légère diminution des GMQ. Le 

thiouracile semble diminuer l’ingestion alimentaire des agneaux. 

En prenant un autre ATS, d’après (Mercier, 1983), l’usage de MTU chez les ovins n’a pas de réel 

intérêt agronomique. Un des effets qui pourrait être exploitable par l’éleveur est la réduction 

de la consommation d’aliment engendrée par les ATS.  

 

1.7. Impact pour le consommateur  

1.7.1 Risque lié à l’utilisation des antithyroïdiens en élevage 

L’IARC, l’international agency for research on cancer, dans le volume 79 sur le thème agents 
thyrotropic, a publié une série de fiches sur le potentiel effet cancérigène du thiouracile et des 
molécules apparentées (methimazole, methylthiouracile, propylthiouracile et thiouracile). 
Une première évaluation avait été réalisée en 1974, reconduite en 2001. D’après l’évaluation, 
il n’existe pas de preuves suffisantes du caractère cancérigène du thiouracile chez l’homme 
mais il existe suffisamment de preuves de l’effet cancérigène chez les animaux de laboratoire. 
Par conséquent, l’évaluation globale de l’IARC classe le thiouracile dans le groupe 2B. Ce 
groupe rassemble des agents potentiellement cancérigènes pour l’homme. Il en est de même 
pour le methylthiouracile et le propylthiouracile (International Agency for Research on Cancer 
2001). 

La toxicité des ATS peut aller d’effets mineurs comme de l’urticaire, des vomissements, de la 
léthargie à des effets graves : lésions hépatiques et troubles hématologiques comme de 
l’agranulocytose (Nambiar et al. 2014). L’effet toxique peut être encore plus dangereux pour 
des jeunes personnes en croissance comme les nourrissons. Cette population est très 
vulnérable car ils possèdent un taux de consommation alimentaire par unité de poids élevé ce 
qui les rendent encore plus exposés aux résidus d'ATS. Le besoin de vérification de l’absence 
de ces résidus est donc primordial. (Gentili et al. 2016)  A noter de plus que la cuisson ne 
semble pas diminuer la présence des résidus d’ATS comme le montre (DE BRABANDER 1984). 
Les résidus sont même retrouvés plus concentrés après la cuisson dû à la perte en eau de la 
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viande. Par ailleurs, une étude en Espagne montre que la consommation de viande contenant 
des résidus d’ATS par des femmes enceintes pourrait être en lien avec la naissance de 
nourrissons présentant une aplasie cutanée congénitale (Sachs et al. 2016; Martínez-Frías et 
al. 1992).  

C’est pour ces raisons que le conseil de l’Union Européenne a interdit l’usage des ATS à des 
fins d’engraissement (E.C. Council directive 81/602) et place les agents thyroïdiens dans le 
groupe A de l’annexe 1 de la directive 96/23/CE .  

1.7.2 Impact sur la carcasse et la qualité de la viande  
 

D’après Tangl et al (1967), l’usage de MTU améliore la qualité de la carcasse et la saveur de la 
viande. De plus, l’organisation de la graisse dans la viande est plus uniforme. Andrews et al. 
(1947), montrent que dans les groupes d’agneaux traités au thiouracile il y a significativement 
un plus grand nombre de carcasses de qualité supérieure que dans le groupe témoin. 

La présence accrue d’eau entraine une consistance des masses musculaires plus molle. Les 
muscles ont tendance à s’affaisser et une flaque d’eau, liquide séro-hémorragique, est parfois 
constatée à l’abattoir sous les carcasses pendant le ressuyage. Une augmentation de la teneur 
en graisse est aussi notée. Le consommateur est souvent lésé car la viande est vendue au 
même prix alors que la viande d’animaux traités contient plus d’eau. Globalement, il n’y a pas 
de fort changement des caractéristiques macroscopiques de la viande (Courtheyn et al. 2002; 
Vanden Bussche et al. 2009; DE BRABANDER 1984). 

 

2. Réglementation des substances antithyroïdiennes 

2.1. Historique et acteurs de la réglementation  

La réglementation qui entre en vigueur en France pour l’utilisation des substances 
thyréostatiques provient d’un cadre national et européen. C’est ce cadre réglementaire qui 
permet de garantir aux consommateurs l’innocuité des aliments descendant des productions 
animales mais aussi de garder un contrôle éthique sur les méthodes d’élevages des animaux 
de production.  

En 1981, l’Union Européenne rédige une directive concernant l’interdiction de certaines 
substances à effet hormonal et substances à effet thyréostatique (Journal officiel des 
Communautés européennes 1981). Cette directive considère que certaines substances 
thyréostatiques sont susceptibles d’être un danger pour le consommateur et affectent la 
qualité de la viande. En cela, elle interdit l’administration, par n’importe quel moyen, de 
thyréostatiques à des animaux, la mise sur le marché d’animaux et de leur produit dont on a 
administré ces substances.  

La directive 96/23/CE s’inscrivait dans la volonté d’uniformiser la recherche et le contrôle des 
thyréostatiques. Pour lutter efficacement contre ces fraudes, un système de plans de 
surveillance pour la recherche des résidus ou substances est initié, ce sont les PSPC, les plans 
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de surveillance et de contrôle. Ces plans définissent les échantillonnages à réaliser selon les 
espèces. L’échantillonnage est effectué tout au long de la filière d’élevage et du processus de 
production des denrées animales. En cas de suspicion de fraude, des enquêtes seront initiées 
pour clarifier et juger la fraude. Les espèces concernées par ces contrôles sont les bovins, 
ovins, caprins, porcins, équidés et reptile (règlement délégué 2022/1644). Le nombre minimal 
d’échantillons pour les ovins et caprins représentent au moins 0,01% des animaux abattus de 
ces espèces (règlement d’exécution 2022/1646). 

Pour assurer la bonne implantation de la directive 96/23/CE, le texte  2002/657/CE établit les 
critères de performances requis et propose une ligne directrice à suivre pour les techniques 
d’analyses. Le règlement 2021/808/EU, entré en vigueur en juin 2021, vient remplacer la 
directive 2002/657/EC. Les laboratoires ont cinq ans pour se mettre à jour des nouvelles 
directives. La méthode utilisée durant cette thèse suit la directive 2002/657/EC. Une mise à 
jour de cette méthode est en cours afin de répondre au nouveau règlement mais sans 
modification du protocole analytique (2021/808/UE). Les paramètres qui doivent être évalués 
au cours de la procédure de validation sont la sélectivité, la spécificité, la linéarité, la justesse, 
la récupération, l'applicabilité, la robustesse, la stabilité, la répétabilité, la reproductibilité et 
les limites de décision (CCα) et de détection (CCβ).  

En 2017, le parlement et le conseil européen rédigent un texte pour remettre à jour la 
réglementation concernant le contrôle des antithyroïdiens et des autres substances soumises 
à un contrôle concernant la production animale (RÈGLEMENT UE 2017-625 ). Le laboratoire 
WFSR, anciennement nommé RIKILT, (Wageningen Food Safety Research, Pays-Bas) est l’EURL 
pour les substances thyréostatiques. Ce laboratoire de référence permet l’évolution, la 
recherche, la validation et la communication sur les nouvelles méthodes de recherche.  

L’EU-RL met à disposition des rapports, un de 2014 et un de 2022. Ces rapports n’ont pas de 
caractère officiel mais ils donnent des informations pour les acteurs du contrôle des 
substances dans les différents pays de l'Europe (RIKILT Wageningen 2014; EURL MMPR 
guidance paper 2020; Wageningen Food Safety Research 2022). 
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Figure 8 : chronologie de la réglementation européenne des ATS(Council directive 81/602/EC 
1981; 85/602/CEE 1985; 93/256/CEE 1993; Directive 96/22/CE; 96/23/CE 1996; 2002/657/CE 

2002; RÈGLEMENT UE 2017-625 2017; 2021/808/UE 2021; règlement délégué 2022/1644 
2022) 

2.2 La réglementation en France 

 Les directives européennes pour être effectives en France doivent être transposées en droit 
national. Les réglementations concernant la santé publique et la détection des fraudes sont 
codifiées par le code de la santé publique et le code rural et de la pêche maritime. La 
responsabilité du contrôle des substances comme les ATS dans les denrées d’origine animale 
est placée sous la responsabilité de la direction générale de l’alimentation (DGAL), faisant 
partie du ministère de l’agriculture. Pour ce qui est de l’alimentation animale et des produits 
transformés, c’est la direction générale de la consommation, de la concurrence et de la 
répression des fraudes qui en a la responsabilité. La DGAL organise un réseau de laboratoires 
nationaux de référence (LNR) qui permet la gestion des plans de surveillance et de contrôle 
dans les élevages. Les LNR sont à la tête d’un réseau de laboratoires pour les analyses de 
routine. Ces laboratoires comme les laboratoires départementaux sont mandatés par les 
DDPP et DDESTPP. Les LNR participent à des missions de recherche dans une démarche 
d’amélioration continue, dont cette thèse s’inscrit.  

Les laboratoires doivent être accrédités pour exercer leur activité. Ils se soumettent au respect 
des normes iso et des contrôles réguliers leur permettent de garder cette accréditation (audit 
cofrac). Le respect de la norme ISO 17025 permet de s’assurer de la fiabilité des résultats et 
garantit le système d’assurance qualité. 
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2.3 Les plans actuels de surveillance et de contrôle 
 

Les états membres, de par la directive 96/23/CE, ont mis en place un plan national de 

surveillance des résidus en suivant les lignes directrices données par les directives 

européennes. Depuis 2007, les données des campagnes de détection des résidus 

d’anabolisants sont recueillies par l’EFSA, Autorité Européenne de Sécurité Alimentaire. L’EFSA 

rédige des rapports annuels sur les résultats de dépistage des substances surveillées dans les 

produits animaux et les animaux. Pour l’année 2022, le rapport signale que la majorité des 

pays respecte les critères d’échantillonnages fixés par la directive 96/23/CE et 97/747/CE. 

En 2022, pour le groupe A2, 21 échantillons sont revenus positifs dans sept pays. 19 bovins 

dépassaient le seuil de thiouracile et deux porcs au Portugal dépassaient le seuil en 6-

méthylthiouracile. 197 échantillons de chèvres et moutons ont été analysés, aucun n’est 

ressorti positif au ATS (European Food Safety Authority, Salvatore, Ferrer 2024). 

 

Tableau I: résultats des plans de contrôle chez les bovins et ovins ; données recueillies des 
rapports de l’EFSA de 2007 à 2022 (Pour 2022 : European Food Safety Authority, Salvatore, 
Ferrer 2024) 

Année Bovin Mouton et chèvre 

2022 19/5309 (19 TU et 2 MTU) 0/197 

2021 30/5353 (30 TU) 2/197(TU) 

2020 29/5304 (29 TU) 4/201 (TU) 

2019 50/4728 (50 TU) 2/270(TU) 

2018 35/4119 (35 TU et 2 MTU) 6/206 (TU) 

2017 32/4527 (TU) 2/205 (TU) 

2016 34/3956 2/215 

2015 56/4403 1/270 

2014 48/4788 (TU) 2/273 (TU) 

2013 62/5151 (TU) 1/274 (TU) 

2012 29/5478 (TU) 1/259 (TU) 

2011 50/5539 (TU) 9/246 (TU) 

2010 42/5552 (TU et ethylthiouracile) 2/243 (TU) 

2009 27/5539 (TU) 0/280 

2008 179/4802 (TU) 1/222 (TU) 

2007 62/5361 (TU) 0/357 (TU) 

 

Depuis 2007, les plans de contrôle permettent de maintenir un état de vigilance vis-à-vis de 

l’utilisation de certaines substances. Pour ce qui est des ATS, chaque année on retrouve des 

échantillons suspects sans qu’il s’agisse forcément de fraude. Des enquêtes sont réalisées et 

des tests de confirmation sont effectués pour s’assurer du caractère illégal ou non de ces 

suspicions (Tableau I). 
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3.  Avancée des recherches scientifiques 

3.1 Observation et compréhension de la présence de 2-thiouracile chez 

des animaux non traités  
 

Les données récoltées dans le cadre des plans de recherche annuels exigés par la directive 

96/23/CE ont permis de mieux caractériser l’occurrence naturelle d’ATS dans les populations 

animales et d’affiner les stratégies de détection et de contrôle (Woźniak et al. 2018; Wozniak 

et al. 2012; Le Bizec et al. 2011; Wauters et al. 2015). Le tableau II rend compte des résultats 

des études sur l’occurrence du 2-thiouracile. 

Tableau II : concentrations urinaires de 2-thiouracile d’animaux de production (d’après Le 
Bizec et al. 2011; Wauters et al. 2015) 

 

Ces données mettent en valeur la présence naturelle dans les populations de 2-thiouracile. Le 

Bizec et al. (2011) décrivent aussi une hétérogénéité des concentrations de thiouracile 

retrouvée entre les groupes de bovins mâles, femelles et jeunes. Les teneurs en thiouracile 

urinaire sont les plus fortes dans le groupe des veaux mâles de plus de 6 mois. Le graphique 

suivant montre la fréquence de distribution du thiouracile dans des échantillons d’urine de 

veau. 

 

Espèce Bovin (Le 
Bizec et 
al. 2011) 

Porc (Le 
Bizec et 
al. 2011) 

Ovin (Le 
Bizec et 
al. 2011) 

Bélier (Le 
Bizec et 
al. 2011) 

Brebis (Le 
Bizec et 
al. 2011) 

Petit ruminant 
(Wauters et al. 
2015) 

Bovin 
(Wauters et al. 
2015) 

Nombre 
d’individus 

1098 201 26 13 6 85 3894 

Moyenne 2-TU 
urinaire (µg/L) 

1,4 0,9 3, 3 3,5 1,3 1,6 1,7 

Médianne2-TU 
urinaire (µg/L) 

0,3 0,5 2,2 1,7 1,0 0 0 

Max 2-TU 
urinaire (µg/L) 

22,5 7 14,3 14,3 3,0 27 145,00 

95 % centile 2-TU 
urinaire (µg/L) 

6,2 2,9 12,9 14,3 3,0 7,3 8,1 
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Figure 9 : fréquence de distribution du thiouracil dans des échantillons d’urine de veau 
(d’après Le Bizec et al. 2011; Wageningen Food Safety Research 2022) 

Différentes études (Le Bizec et al. 2011; Wauters et al. 2015) ont mis en évidence la présence 

de 2-thiouracile dans les populations d’animaux de production. Les concentrations trouvées 

sont souvent faibles < 10 µg/L mais parfois elles dépassent les seuils européens de 10 µg/L. 

Etant donné la grande proportion d’animaux présentant de faibles concentrations de 2-

thiouracile et qu’une administration illégale semble peu probable au vu du nombre d’animaux 

trouvés et de l’interdiction de cette pratique depuis plus de 40 ans, on peut qualifier cette 

présence de « naturelle ». 

Cela nous amène à nous interroger sur le pourquoi de la présence du 2-thiouracile dans les 

urines des animaux d’élevage. Une cause depuis longtemps suspectée est le rôle des 

brassicacées dans la formation endogène de 2-thiouracile. (Kennedy, Purves 1941; Kiebooms 

2014). En effet, les auteurs avaient observé l’effet goitrogène des graines de brassicacée sur la 

thyroïde des rats (Kennedy, Purves 1941). 

Pinel et al. (2006) ont pu établir une corrélation entre la présence de 2-thiouracile et une 

alimentation à base de brassicacée. 
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Figure 10 : élimination urinaire de 2-thiouracile, Pinel et al. (2006). 

L’introduction de brassicacées dans la ration coïncide avec la présence de 2-thiouracile dans 

l’urine. Les auteurs n’ont pas mis en évidence la présence de 2-thiouracile dans les feuilles de 

chou ou le tourteau de colza. Le 2-thiouracile ne provient donc pas directement de la plante 

mais des mécanismes permettent après ingestion la formation endogène de 2-thiouracile. 

3.2 Les brassicacées, compréhension dans la présence endogène de 2-

thiouracile 
 

Les brassicacées sont une famille de plantes anciennement appelée crucifères. Les membres 

les plus connus sont le colza, le chou, le navet, la moutarde. Le colza est un des membres les 

plus courants des brassicacées, considéré comme un oléagineux, il est utile dans la production 

d’huile destinée à la consommation humaine ou la production de biocarburant. On retrouve 

le colza aussi sous forme de tourteau qu’on retrouve fréquemment dans la ration des animaux 

de production en France. Un des atouts du tourteau est sa richesse en matière protéique. En 

2022, la France a produit 4,5 millions de tonnes de colza. (France 2024; Franzke et al. 2011)  

La famille des brassicacées est connue depuis longtemps pour contenir des substances avec 

une activité antithyroïdienne. Cette famille de plantes contient des composés sulfurés 

responsables de l’activité goitrogène (Zukalová, Vašák 2002; Bussche et al. 2011). Ces 

composés appelés glucosinolate ou thiouglucoside, sont biologiquement inactifs. Une 

hydrolyse, rendue possible par une enzyme, la myrosinase, permet la transformation de ces 

thioglucosides en plusieurs molécules : le glucose, des sulfates, des thiocyanates, des 

composés soufrés et des isothiocyanates. Le résultat de l’hydrolyse des glucosinolates est 

donné dans l’annexe 1. Certains de ces produits de réaction possèdent une activité goitrogène 

(Vanden Bussche et al. 2009). L’Oxazolidine-2-thione ou VOT, appelé goitrin possède une 
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activité antithyroïdienne, l’équivalent de 133% du propylthiouracile (Brabander, Verbeke 

1982). On peut même retrouver une certaine quantité de VOT dans le lait, ce qui pour les 

enfants qui consomment beaucoup de lait, représente un danger pour leur santé (Courtheyn 

et al. 2002). 

Du 2-thiouracile est détectable dans le tourteau après une étape d’incubation et en plus 

grande quantité lorsque de la myrosinase est ajoutée alors qu’il n’est pas détectable sans cette 

étape d’incubation. Le 2-thiouracile semble suivre une voie de synthèse similaire à 

l’oxazolidine-2-thione et aux thiocyanates, eux-mêmes des antithyroïdiens naturels. Ceci 

donne une explication de la présence en faible concentration de 2-thiouracile dans l’urine des 

animaux de production (Bussche et al. 2011). Cependant, les brassicacées ne semblent pas 

être le seul facteur expliquant la présence endogène de TU.  

Des études se sont donc penchées sur le rôle du tube digestif dans la formation de 2-

thiouracile. Kiebooms et al. (2012) se sont intéressés aux mécanismes microbiologiques et 

moléculaires impliqués. En mettant en contact des matrices élaborées à partir de brassicacées 

et le contenu du tube digestif, les auteurs ont pu constater que le TU est principalement formé 

dans le côlon et, dans une moindre mesure, dans le rumen des bovins, il est moins retrouvé 

dans les intestins et l’estomac. La colonisation bactérienne semble donc jouer un rôle 

important dans cette présence. Après élimination des bactéries par filtration, du TU était 

encore présent, indiquant un rôle extracellulaire des molécules. Une stérilisation rapide 

réduisait la concentration de TU de 80%, soulignant l’importance des bactéries dans ce 

processus. Une enzyme d’origine bactérienne, différente de la myrosinase, serait impliquée. 

En 2014, Kiebooms et al. ont identifié neuf espèces bactériennes, dont Escherichia coli et, 

Enterococcus feacium, responsables de la formation de TU. Une enzyme membranaire 

transformerait les glucosinolates en des précurseurs du TU via une activité de type myrosinase. 

 

3.3 Différencier le statut endogène / exogène du 2-thiouracile à l’aide de 

biomarqueurs spécifiques 
 

Malgré plusieurs révisions des seuils, 10 µg/L chez les bovins et 30 µg/L pour les porcs et ovins 

(Blokland et al. 2021), des animaux peuvent présenter des taux de 2-TU dépassant les seuils 

de concentrations limites sans avoir d’administration illégale. Les niveaux de 2-thiouracile 

dans l’organisme sont influencés par plusieurs facteurs et non juste par une voie exogène 

illicite. Trouver des biomarqueurs discriminant la présence endogène de 2-thiouracile par 

rapport celle exogène pourrait pallier aux insuffisances de l’approche par le seuil (Wauters et 

al. 2015). 

En utilisant la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (système Q-

exactive Orbitrap), Van Meulebroek et al. (2018) ont réussi à trouver des biomarqueurs en 

comparant les métabolomes de l’urine d’animaux traités et témoins. Le métabolome peut être 

considéré comme l’ensemble des molécules issu du métabolisme présentes dans un 

échantillon biologique (Feussner et al. 2023). Cette approche a déjà été efficace pour d’autres 
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recherches d’anabolisants comme la prednisolone, l’estradiol et la nandrolone. Elle permet 

d’orienter en dépistage un échantillon vers un groupe considéré comme témoin ou vers un 

autre considéré comme ayant potentiellement reçu un traitement (Van Meulebroek et al. 

2018a; Destrez 2009). 

L’étude réalisée avec 8 veaux et 8 vaches a permis d’identifier 11 molécules. Les biomarqueurs 

trouvés présentent une structure moléculaire proche de celle du 2-thiouracile, participant à 

confirmer la qualification de métabolite de ces biomarqueurs. Des voies de métabolisation 

sont suggérées dans la figure 4. Ce sont des processus qui se déroulent probablement dans le 

tube digestif et le foie des animaux. 

De plus, une approche multi-biomarqueurs, en utilisant la présence ou non de plusieurs 

marqueurs ensemble, permet d’avoir de bons résultats de spécificité et de sensibilité. Pendant 

le traitement avec des ATS, en utilisant un panel de biomarqueurs, le test a donné, pour les 

vaches, des valeurs de sensibilité de 100% et de spécificité de 94,9%. Pour les veaux, la 

sensibilité était plus faible, de l’ordre de 90%. 

Ils ont estimé que le TU exogène disparait de l’urine au bout de 48h pour les veaux et 72h 

pour les vaches. Pour les veaux, un seul a été retrouvé positif au bout de 24h avec le seuil à 

30 µg/L alors que 4 veaux sur 5 sont revenus positifs grâce à la méthode des biomarqueurs. 

Pour les vaches, la méthode des biomarqueurs a permis d’identifier toutes les vaches traitées 

au bout de 24h et pour certaines jusqu’à 72h. Cette nouvelle stratégie permet une bonne 

discrimination des échantillons et offre de bonnes perspectives dans la recherche des résidus 

d’ATS (Van Meulebroek et al. 2018a). 

Dans la recherche de biomarqueurs spécifiques à l’usage illégale de 2-thiouracile, Blokland et 

al. (2021) se sont intéressés à plusieurs métabolites du 2-thiouracile : le 4-hiouracile, 5-

méthyl-2-thiouracile, 6-méthylthiouracile (6-MTU), diméthyl-thiouracile et le S-méthyl-

thiouracile. Ce choix a été fait sur l’identification des métabolites les plus abondamment 

trouvés sur les animaux de l’étude et comparés à des étalons de référence. En s’intéressant à 

leurs présences au sein de la population et dans des lots de bovins traités, non traités et 

nourris aux brassicacées (tableau III), ils ont observé que le 6-MTU n’est retrouvé que dans le 

groupe traité au 2-thiouracile. La présence de cette molécule pourrait donc être liée à 

l’administration de 2-TU. On peut donc considérer que le 6-MTU pourrait être spécifique du 

traitement au 2-thiouracile. 
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Tableau III : concentration moyenne (µg/L) et intervalle de confiance à 95% des 
concentrations de 2-thiouracile et de ses métabolites des bovins de l’expérience et des 
contrôles nationaux (Blokland et al. 2021). 

 Données expérimentales en µg/L Données des 
programmes de 

contrôle 
Groupe contrôle Groupe ration 

brassicacées 
Groupe 2-
thiouracile 

2-thiouracile 8.6 ± 8.0 10.3 ± 6.8 4504 ± 774 14.5 ± 2.6 

4-thiouracile 0.9 ± 0.3 2.8 ± 1.6 0.9 ± 0.4 16.5 ± 5.6 

6-methyl-2-
thiouracile 

0 0 11.2 ± 3.9 <0.1 

5-methyl-2-
thiouracile 

0 0 0.9 ± 0.3 0.7 ± 0.5 

S-methyl-
thiouracile 

0 0 57.7 ± 45.5 5.7 ± 1.1 

 

Le 6-MTU a donc été identifié comme marqueur potentiel de l’utilisation frauduleuse du 2-TU 

chez le bovin et le porc. Il serait intéressant de voir s’il est aussi relevant chez l’espèce ovine. 

 

3.4 Les stratégies décisionnelles 
 

En 2022, l’EURL de Wageningen rédige un rapport rassemblant la recherche des dernières 

années sur les contrôles des résidus et propose des recommandations pour la commission 

européenne et les états membres. Il permet de mettre à jour le rapport de 2014.  

 

Les valeurs des seuils préconisées par l’EURL apparaissent dans le tableau IV. Dans le rapport 

EURL MMPR guidance paper 2020 un seuil de 10 µg/L pour toutes les espèces dans la thyroïde 

et l’urine avait été préconisé. Les laboratoires doivent s’assurer que pour les méthodes de 

dépistage, le CCβ est inférieur au MMPR tout comme le CCα pour les méthodes de 

confirmation, c’est-à-dire inférieur à 10 µg/L. 

Tableau IV :  présentation des MMPR pour les ATS (EURL MMPR guidance paper 2020) 

 

SUBSTANCES MATRICE MMPR* 

2-THIOURACILE 
METHYLTHIOURACILE 
PROPYLTHIOURACILE 
TAPAZOLE 
BENZYLTHIOURACILE 
MERCAPTOBENZIMIDAZOLE 

Urine 
Thyroïde 

10 µg/L pour toutes les 
substances 

*minimun method performance requirements  

 

Le rapport de 2022 préconise de changer le seuil de suspicion de 10 µg/L à 30 µg/L pour le 

porc et de rester à 10 µg/L pour les bovins. Dans les cas où les seuils sont dépassés, ils 

préconisent de regarder la concentration en 4-thiouracile. Si du 2-thiouracile et du 4-
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thiouracile sont trouvés, alors il est probable que cette contamination soit due à une cause 

naturelle comme une alimentation à base de colza. 

De plus, la recherche de 6-methylthiouracile permet de différencier les animaux : si du 6-MTU 

est présent dans un échantillon alors l’échantillon est non conforme. La figure 11 illustre la 

stratégie de décision soutenue par l’EURL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: stratégies de décision pour le porc et le bovin (d’après Blokland et al. 2022) 

 

L’EURL spécifie bien que pour les bovins, les porcins, les chèvres et les moutons, la présence 

de 2-thiouracile peut être due à l’alimentation et pas uniquement à une administration d’ATS 

(Wageningen Food Safety Research 2022). 

 

 

 

 

 

2-TU 

Porc: ≤30 µg/L 

Bovin: ≤10 µg/L 

2-TU 

Porc: >30 µg/L 

Bovin: >10 µg/L 

Conforme 

Présence de 4-

TU  

Analyse 6 MTU 

> CCα 

<CCα 

Non conforme 

4-Tu > 10 µg/L 
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4. L’analyse des thyréostatiques par LC-MS/MS  

4.1. Historique des méthodes d’analyse des thyréostatiques 
 

Les méthodes d’analyses ont grandement changé depuis ces dernières décennies, ces 

techniques ont évolué en suivant la recherche et les innovations technologiques.  

La taille et la masse de la thyroïde représentent un critère de dépistage du traitement des 

animaux par du 2-thiouracile. Les ATS vont induire une diminution du taux d’hormones 

thyroïdiennes, ce qui va stimuler la sécrétion de TSH, augmentant ainsi l’activité des 

thyréocytes. Résulte une augmentation de la taille et du poids de la thyroïde, comme l’illustre 

la photo de la figure 12. (DE BRABANDER 1984) Cette méthode est facilement applicable en 

abattoir car il suffit de prendre le temps d’observer la taille anormale des thyroïdes. Le poids 

de la thyroïde de bovins traités au MTU ou avec du méthimazole est souvent multiplié par trois 

en comparaison à une glande normale. Le critère de sélection des thyroïdes suspectes était 

une masse supérieure à 60 grammes (Mercier 1983; Vos et al. 1982). 

 

 

Figure 12: thyroïde de bovin physiologique (17g), thyroïde sous influence de MTU (196g), 
goitre important (633g) (DE BRABANDER 1984). 

Cet examen fut relié à l’histologie, l’utilisation d’ATS va induire des modifications histologiques 

de la thyroïde, celle-ci peut être identifiée par examen histologique. (Mercier 1983; Dalton, 

Harold 1948). Dans les années 1970, une méthode de colorimétrie, se basant sur la réaction 

entre l’ATS et le 2,6 dichloroquinonechloroimide a été utilisée. ; Birkett et al. 1970).  

Des techniques chromatographiques ont été inventées dans les années 70 (Buick et al. 1998), 

mais la technique qui a permis une grande avancée en matière de qualité d’analyse est la 

spectrométrie de masse couplée à la chromatographie. (Paris et al. 2006, Pinel et al. 2005).  
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4.2. LC-MS/MS technique privilégiée pour l’analyse des thyréostatiques 
 

Pour détecter les antithyroïdiens dans les différentes matrices animales, les méthodes de 

séparation chromatographique en phase gazeuse ou liquide (GC, LC) couplées aux techniques 

de spectrométrie de masse (MS) ont permis une grande avancée et une homogénéisation des 

techniques de recherche entre les laboratoires (Vanden Bussche et al. 2009; Schilt et al. 1989; 

DE BRABANDER, Batjoens, Hoof 1991). Elle permet de répondre aux critères de performance 

de la directive 2002/657/CE. Ces méthodes doivent fournir des indications sur la structure 

chimique de l’analyte. La décision  2002/657/CE note la justesse minimale à avoir, des 

caractéristiques de reproductibilité, des critères de performance applicables à la détection par 

spectrométrie de masse et à la chromatographie.  

La sensibilité de la spectrométrie de masse est impactée par la polarité, la taille et la structure 

du 2-thiouracile. La dérivation avec le 3IBBr (3-iodobenzylbromide) (Figure 13) permet de 

contrer ces caractéristiques limitantes. Cette étape permet aussi une meilleure stabilité du 2-

thiouracile. (Pinel et al. 2005; De Brabander et al. 2007). 

 

Figure 13 : dérivation du 2-thiouracile avec le 3-IBBr 

 

Des études adaptent cette méthode pour différentes matrices. Le tableau V en fait la liste. Ces 

méthodes permettent d’analyser des concentrations avec un CCα inférieur à 2 µg/L, ce qui est 

satisfaisant pour répondre aux critères de la réglementation. 

Tableau V : étude de détection du 2-thiouracile sur différentes matrices par chromatographie 
et spectrométrie de masse 

MATRICE URINE DE 
BOVIN 

THYROÏDE LAIT ET 
FROMAGE 

FECES ALIMENT 

ÉTUDE (Chiesa et al. 
2016), (Van 
Meulebroek et 
al. 2018b; 
Tölgyesi et al. 
2018) 

(Chiesa et al. 
2016), 
(Wauters et al. 
2017) 

(Bertuzzi et al. 
2016) 
(Woźniak et al. 
2021) 

(Witek et al. 
2018) 

(Kiebooms 
et al. 2015) 

 

La méthode utilisée dans cette étude et utilisée habituellement par le Laberca permet la 

recherche simultanée, par chromatographie liquide haute performance couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem (triple quadripôle), des principaux thyréostatiques connus. 

Une détection et une identification à des concentrations inférieures à 1 μg.L-1 de ces molécules 
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est ainsi possible (Protocole: PROMOTEURS DE CROISSANCE DANS L’URINE DÉTECTION ET 

IDENTIFICATION DE THYRÉOSTATIQUES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE COUPLÉE À LA 

SPECTROMÉTRIE DE MASSE EN TANDEM, LABERCA/T-u.1.04 2021d). Les étapes de cette 

méthode sont décrites dans la partie matérielle et méthode de ce travail. 

  

5. Objectif de la thèse 

Ce travail s’inscrit dans la recherche continue du contrôle des résidus d’anabolisants en 

Europe. Les laboratoires de référence comme le Laberca participent à cette recherche 

scientifique active. Ces dernières années, l’UPC, l’unité sur les promoteurs de croissance, a 

déjà réalisé de nombreuses avancées dans le domaine du contrôle des ATS, que ce soit dans 

le domaine des méthodes d’analyses (Pinel et al. 2010) mais également dans la compréhension 

de la présence de 2-thiouracile (G. Pinel et al. 2006, Le Bizec et al. 2011). Les avancées 

scientifiques ont permis de comprendre de mieux en mieux la présence de 2-thiouracile à un 

niveau faible dans l’urine des principales espèces de production (bovins, porcins) et l’impact 

des brassicacées sur cette présence. Peu d’études ont fait le parallèle chez les espèces 

mineures comme les ovins. Ce présent travail aura pour but de vérifier si les schémas 

décisionnels proposés par l’EURL pour les bovins et le porc sont transposables aux ovins. La 

recherche d’un ou plusieurs biomarqueurs spécifiques à l’usage de 2-thiouracile est nécessaire 

pour pouvoir discriminer les animaux traités au 2-thiouracile de ceux contaminés via 

l’alimentation. Ainsi, ce travail permettra de vérifier si le 6-MTU est détectable dans l’urine 

d’ovins traités au 2-TU et s’il est absent dans l’urine d’ovin non traité au 2-thiouracile. Il sera 

vérifié que la présence à faible dose de 2-thiouracile et de 4-thiouracile dans l’urine n’est pas 

synonyme de fraude. L’impact d’une ration enrichie en brassicacée sur la quantité de 2-

thiouracile et de ces métabolites sera étudié. De plus, est-ce qu’une administration de 2-

thiouracile entraine une forte excrétion urinaire de 2-thiouracile jusqu’à dépasser les seuils 

fixés par l’EURL. En outre, l’étude de l’excrétion urinaire du 2-thiouracile et de ces métabolites 

apportera des informations concernant la pharmacocinétique des ATS et ainsi de disposer d’un 

meilleur recul sur les analyses et les décisions. 
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Partie II : Partie expérimentale 

1. Présentation et objectif de l’expérience 

L’expérience menée a pour but de répondre aux objectifs décrits ci-dessus. L’étude de 

l’excrétion urinaire des ATS chez la brebis après une administration de 2-thiouracile nous 

apportera des informations sur la cinétique d’excrétion du 2-thiouracile et de ces métabolites 

chez cette espèce. L’observation des métabolites rencontrés, en comparant ceux trouvés chez 

la brebis témoin de ceux retrouvés chez les brebis ayant eu une administration de 2-

thiouracile, nous permettra d’identifier, s’il existe, un ou des biomarqueurs discriminant les 

animaux traités des animaux non traités.  

L’excrétion urinaire va être étudiée sur 10 jours chez trois brebis : une brebis témoin, une 

brebis à laquelle sera administré 0,2 g/100kg de PV de 2-thiouracile pendant trois jours et une 

troisième brebis avec une concentration plus forte, de 2 g/100 kg de PV. L’analyse par UPLC-

MS/MS de l’urine récoltée matin et soir des trois brebis, nous permettra d’observer l’évolution 

des concentrations urinaires du 2-thiouracile, du 4-TU, du 5-MTU et du 6-MTU au cours du 

temps, avant, pendant et après l’administration du 2-thiouracile par voie orale. On observera 

aussi l’impact d’une alimentation enrichie en brassicacées sur l’excrétion du 2-thiouracile et 

de ces métabolites avec le rajout de colza et de choux dans la ration de la brebis témoin à J-3 

du protocole. Par la suite une analyse des résultats des concentrations urinaires de 2-TU, 4-

TU, 5-MTU et 6-MTU mesurées dans l’urine de près de 200 moutons nous a permis de voir les 

concentrations naturelles de ces métabolites observables chez cette espèce. Ces données 

proviennent des résultats des contrôles annuels exigés par l’UE et d’une étude d’occurrence 

de ces composés chez les ovins réalisée au LABERCA en 2023. 

Ce projet expérimental et de thèse a été réalisé par plusieurs personnes : le personnel du 

Laberca, le CRIP et moi-même. Pour ma part, j’ai réalisé le prélèvement des échantillons durant 

les 10 jours, le suivi médical des brebis et leur alimentation. J’ai apporté une aide vis à vis de 

la réalisation du protocole de l’expérience, son organisation et sur l’analyse et l’interprétation 

des résultats.  

2. Matériels et méthodes  

2.1 Expérimentation animale 

2.1.1 Présentation des animaux d’expérience 
 

Les animaux de l’expérimentation ont été fournis par le CRIP, Centre de Recherche et 

d’Investigation Préclinique, structure d’Oniris Vet AgroBio Nantes. Cet organisme nous a fourni 

les moutons, les bâtiments et une aide technique. Les moutons ont été choisis parmi un 

troupeau d’une vingtaine d’ovins. Quatre brebis ont été sélectionnées, deux brebis qui auront 

reçu une administration de 2-thiouracile et une brebis témoin. Une quatrième brebis était 
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présente pour accompagner la brebis témoin qui, lors de son isolement dû à l’expérimentation, 

ne pouvait pas rester seule pour des questions de bien-être animal. 

Une saisine était nécessaire pour avoir l’autorisation d’effectuer une expérience comportant 

des animaux. Le protocole de l’expérimentation a été évalué pour juger de la nécessité 

d’utiliser des animaux pour cette expérimentation et du respect du bien-être animal. La saisine 

est référencée sous le numéro APAFIS#15159-2018051920446340v2. 

Dans une politique actuelle de réduction de l’utilisation des animaux d’expérimentation, les 

brebis utilisées dans le cadre de ce travail ont pu, après une période définie, participer à une 

autre expérimentation du CRIP. 

2.1.2 Gestion technique des animaux  
 

Les quatre brebis ont été groupées en deux lots de deux. L’organisation et la disposition des 

brebis a été faite pour minimiser les contacts entre la brebis témoin et les brebis dites 

contaminées, c’est-à-dire les brebis à qui on aura administré du 2-thiouracile. Les brebis 

étaient dans deux box paillés (figure 14) avec eau et foin à volonté de 5 m sur 4 m. Une zone 

de 2 mètres séparait les deux box pour éviter des contacts entre les moutons et des échanges 

de fluides ou de particules. Un contact visuel avec le reste du troupeau a toujours été possible. 

 

Figure 14 : box paillé des brebis 

Les animaux étaient nourris avec du blé en complément du foin. Deux semaines avant le début 

de l’expérimentation, les brebis ont été isolées du reste du troupeau, un arrêt des concentrés 

a été effectué. Le but étant de minimiser les sources possibles de brassicacée dans 

l’alimentation. 

Un contrôle journalier des animaux était effectué visant à juger l’état de santé des brebis, le 

suivi de leur alimentation et les éventuels traitements à leur donner.  
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2.1.3 Les différentes matrices étudiées et les méthodes de prélèvement 
 

Dans cette expérience, trois matrices ont été prélevées : l’urine, les fèces et la laine. L’urine est 

la matrice de choix pour la recherche des ATS. (DE BRABANDER 1984). Pour récupérer l’urine, 

les brebis étaient placées dans des couloirs individuels (figure 15) pour faciliter la contention. 

Un opérateur se positionne à l’arrière afin de recueillir l’urine dans des pots de prélèvements. 

Si une miction provoquée par le stress de la manipulation n’avait pas lieu alors une stimulation 

de la commissure inférieure de la vulve de la brebis permettait, dans la plupart des cas, de 

provoquer la miction. Dans les cas où une brebis s’abstenait d’uriner, il suffisait d’attendre un 

moment puis de recommencer la stimulation pour la faire uriner. 

 

Figure 15 : couloir individuel de collecte 

Les fèces sont récupérées lors d’une défécation naturelle ou directement par prélèvement 

dans le rectum.  

Un carré de peau sur la cuisse des brebis préalablement tondu avant le début de l’expérience 

signale la zone à tondre pour le prélèvement. Les tontes suivantes au même endroit 

permettaient de venir couper court la laine et ainsi de venir récolter l’échantillon de laine 

nouvellement produite. 

Tous les échantillons ont été placés dans des pots de prélèvement en polypropylène, ils ont 

été identifiés, enregistrés et congelés au sein du Laberca. Les échantillons de fèces et de laine 

n’ont pas été analysés par la suite et sont stockés au Laberca pour de futurs projets. 
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2.1.4 Préparation du 2-thiouracile à administrer  

 

Le 2-thiouracile administré est une poudre provenant de Sigma, référencée T7750. Par souci 

de rigueur, la pureté du produit a été testée a posteriori. Le produit contient du 2-thiouracile 

pur à plus de 99% mais des traces inférieures à 1% de 6-MTU ont été identifiées. Le produit 

utilisé n’avait donc pas une pureté de 100% ce qui peut représenter un problème dans notre 

expérience. Les doses rencontrées dans le produit sont néanmoins minimes. Les 

concentrations de 6-MTU retrouvées chez les brebis traitées ne peuvent pas être expliquées 

par la seule présence de l’impureté identifiée dans le produit. Suite au résultat rencontré, une 

commande du même produit a été entreprise, la pureté de cet autre lot de thiouracile rend 

compte du même niveau d’impureté. L’impureté n’était donc pas liée au premier lot mais 

semble inhérente à ce produit. 

Le 2-thiouracile pesé et aliquoté en début d’expérimentation était administré le matin après 

la récolte d’urine. Le 2-thiouracile en poudre était mélangé avec du blé dans une seringue 

drogueuse et administré directement dans la bouche des brebis. En début d’expérience, les 

brebis prenaient naturellement le 2-thiouracile dans les gamelles avec le blé mais les fois 

suivantes, habituées à l’odeur, elles ont refusé de le manger, d’où la nécessité de la seringue 

drogueuse. Andrews et al. en 1947, ont aussi montré que les moutons n’apprécient guère les 

aliments contenant du thiouracile. 

 

2.1.5 Protocole d’administration et de collecte des échantillons 

 

Le protocole de l’expérimentation est décrit dans le tableau VI suivant. L’ovin n°1 correspond 
à la brebis qui a reçu une forte dose de 2-thiouracile, la brebis n°2 correspond à la brebis avec 
une faible dose de 2-thiouracile. La brebis n°3 est la brebis témoin. La brebis n°3, à partir de 
J3, une fois l’administration de 2-thiouracile finie pour les deux autres brebis, a eu une ration 
enrichie en brassicacées. Ce changement de ration a eu pour but d’observer les effets des 
brassicacées sur l’excrétion de 2-thiouracile et de ces métabolites. 
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Tableau VI: protocole de l’expérimentation 
 

J-2 
4/12 

J-1 
5/12 

J0 
6/12 

J1 
7/12 

J2 
8/12 

J3 
9/12 

J4 
10/12 

J5 
11/12 

J6 
12/12 

J7 
13/12 

Ovin 
N°1 

© 
L 

© 8h : administration 
orale de 2g/100kg 

de TU 

© 

8h : administration 
orale de 2g/100kg 

de TU 

© 

8h : administration 
orale de 2g/100kg 

de TU 

© 

© 
L 

© © © © 
L 

Ovin 
N°2 

© 
L 

© 8h : administration 
orale de 

0,2g/100kg de TU 

© 

8h : administration 
orale de 

0,2g/100kg de TU 

© 

8h : administration 
orale de 

0,2g/100kg de TU 

© 

© 
L  

© © © © 
L 

Ovin 
N°3 

© 
L 

© © © © © 
L 

© © © © 
L 

  
Alimentation foin (absence brassicacées)  

Alimentation avec brassicacées (granulé avec colza, choux) 

© : Récolte des échantillons, urine, fèces avec en priorité l’urine, matin (8h) et après-midi (17h) 

L : Récolte de laine 

A J0, après la collecte de l’urine du matin, le premier traitement a eu lieu, puis à J1 et J2. 

 

2.2 Matériel et réactif  

2.2.1 Substance de référence, produits chimiques et réactifs 
 

Les substances de référence sont disponibles chez Sigma Aldrich, elles sont stockées dans du 

méthanol et conservées au congélateur. Les solutions sont à des concentrations de 0,1 ng/uL 

ou 0,01 ng/uL. 

Les produits et réactifs utilisés pour la recherche des ATS sont listés ci-dessous. 

 - Hydroxyde de sodium 1M (Fisher Scientific 1052-8240) 

 - Acide formique (LGC-Standards – SO-9679-B001) 

 - Acide chlorhydrique 37 % (Grosseron 20252-290) 

 - Eau ultra pure (produite par le système MILLI-Q du LABERCA) 

 - Acétonitrile qualité HPLC (Acros 1021-7050) 

 - Chloroforme (Grosseron 22711.324) 

 - Dihydrogénophosphate de potassium KH2PO4 (Merck - 1048730250) 

 - Hydrogénophosphate de sodium Na2HPO4 (Fluka - 71640) 

 - Méthanol (Fisher Scientific 1028-4580) 

 - Solution tampon phosphate de pH 8  

Le réactif de la dérivation est le 3-IBBr (3-iodobenzylbromide). 
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2.2.2 Equipement 
 

En plus du matériel usuel de laboratoire, les agitations se font par centrifugation et vortex. Un 

bain à ultrasons, une balance de haute précision et un four sont nécessaires pour la dérivation. 

Des blocs chauffants et des évaporateurs sous flux d’azote permettent l’évaporation du 

chloroforme utilisé dans les extractions.  

L’analyse est réalisée par chromatographie liquide (UPLC ACQUILITY avec pompe binaire, 

échantillonneur automatique et chambre thermostatée) couplée à un analyseur de masse 

triple quadripolaire (Xevo, Waters). La colonne de chromatographie est une Acquility UPLC 

BEH (100 mm x 2,1 mm x 1,7 µm) et le logiciel d’exploitation pour lire et interpréter les 

chromatogrammes d’ions est Masslynx. 

2.3 Technique analytique et appareils de mesure 

2.3.1 Préparation de l’échantillon 
 

Initialement, il est nécessaire d'identifier les échantillons et de s'assurer qu'il y a une quantité 

suffisante pour effectuer les analyses nécessaires. Les conditions de transport et de stockage 

doivent garantir l'intégrité des échantillons et ne pas altérer les résultats. Si l'analyse des 

échantillons est effectuée dans les 48 heures, ils peuvent être conservés au réfrigérateur à une 

température maximale de +8°C. Dans le cas contraire, ils doivent être placés au congélateur à 

une température inférieure ou égale à -10°C. 

Les échantillons étant stockés dans le congélateur, la première étape de la préparation 

consistera à la remise à température ambiante. Cinq millilitres sont prélevés dans un tube 

Falcon avant d’être centrifugés à 2000 g pendant 5 min. Un millilitre d’urine est ensuite 

mélangé à la solution de tampon phosphate. Suit l’ajout des 2 étalons internes, le DMTU et le 

MBI-d4. 

Un échantillon blanc d’urine est préparé de la même manière. Cet échantillon d’urine ne 

contient pas d’ATS. Il permet de s’assurer qu’il n’y aura pas de contamination dans l’analyseur. 

L’échantillon standard lui est préparé avec de l’eau, la solution tampon et les 2 étalons internes. 

Il permet de vérifier le bon fonctionnement de l’appareil. 

Comme il s’agit d’analyse quantitative une gamme extraite est réalisée à partir de plusieurs 

échantillons d’urine blanche supplémentés à des niveaux différents à partir de solutions 

individuelles de 2-TU, 4-TU, 5-MTU et 6-MTU et les étalons internes. 

Par la suite, l’ajout du 3-IBBR dans les échantillons est réalisé, c’est l’étape de dérivation. Puis 

une mise à pH acide est réalisée. 
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2.3.2 Extraction liquide / liquide 
 

Une extraction liquide / liquide est réalisée au chloroforme avec évaporation sous flux d’azote, 

ce qui permet de ne garder que les résidus sous forme solide. Les étapes de cette extraction 

sont décrites dans la figure 16 ci-dessous. 

 

 

Figure 16 : diagramme illustrant les étapes de l’extraction liquide/liquide 

 

Après la phase d’extraction des composés, les extraits sont analysés par LC-MS/MS. 

 

2.3.3 Séparation chromatographique 
 

La chromatographie liquide est soumise à des conditions particulières, le solvant A composé 

d’eau et d’acide formique et le solvant B composé d’acétonitrile et d’acide formique vont être 

soumis à un gradient d’élution lors de la chromatographie. Le débit est de 0,6 mL/min avec 

une température de colonne à 50°C. Le gradient d’élution des solvants A et B est présenté.  

Tableau VII : gradient d’élution 

Temps (min) 0 0,45 4,5 9 9,1 10 10,1 12 

Solvant A (%) 30 30 40 70 100 100 30 30 

Solvant B(%) 70 70 60 30 0 0 70 70 

 

Les échantillons vont être injectés sous un ordre précis pour éviter des erreurs de 

contamination. Les temps de rétention des analytes sont décrits dans le tableau VIII. 
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Tableau VIII : temps de rétention indicatif des analytes 

Analyte 2TU 4TU 5MTU 6MTU DMTU MBI-d4 BPTU 

Temps de rétention (min) 3,08 2,7 4,3 4,1 5,4 3,1 4,5 

 

2.3.4 Détection par spectrométrie de masse (mode d’ionisation et de 

détection)  
 

Les conditions spectrométriques dans lesquelles sont réalisées les analyses sont présentées 

ci-dessous. 

Tableau IX : paramètre associé du spectromètre de masse 

Polarité ES+ 

Capillaire (kV) 3,5 

Température source (°C) 150 

Température de désolvatation (°C) 450 

Débit du gaz de désolvatation (L/h) 850 to 1000 (conseillé) 

Débit gaz rideau (L.h-1) 150 

Pression de nébulisation (bars) 7 

Débit du gaz de collision (mL/min) 0,15 

 

Le mode d’enregistrement des signaux est le mode SRM (selected reaction monitoring) et 

l’analyseur est un triple quadripôle. Par rapport à ce modèle de spectromètre de masse, les 

énergies de collision des métabolites sont données dans le tableau IX. 

Pour chaque analyte, il existe des transitions spécifiques qui permettent leur identification. Le 

tableau X présente les transitions des principales molécules d’intérêt. Par exemple, pour le 6-

méthylthiouracile, la transition 1 est 359,0 > 217,0 avec un potentiel de cône fixé à 35 V, une 

énergie de collision programmée à 15 eV et pour la transition 2 est 359,0 > 90,0 avec un 

potentiel de cône fixé à 35 V, une énergie de collision à 40 eV. Une transition complémentaire 

est disponible pour le 6-méthylthiouracile avec une transition de 359,0 > 299,0 avec un cône 

à 35 V et une énergie de collision à 20 eV. Le 4-TU et 2-TU possèdent les mêmes transitions 

mais des temps de rétention différents, il en est de même entre le 5-MTU et le 6-MTU. Les 

rapports d’intensité entre transitions différentes sensiblement selon les isomères de position. 
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Tableau X : transitions diagnostiques suivies pour chaque analyte 

Molécule Transition 
1 

Cône 
(V) 

Energie 
de 
collision 
(eV) 

Transition 
2 

Cône 
(V) 

Energie de 
collision (eV) 

Tr 
(min) 

El 
associé 

2-Thiouracile (2-TU) 345,0 > 
217,0 

35 20 345,0 > 
90,0 

35 25 3,08 DMTU 

6-Méthylthiouracile (6-
MTU) 

359,0 > 
217,0  

35 15 359,0 > 
90,0 

35 40 4,13 DMTU 

DMTU 373,0 > 
217,0 

35 20 373,0 > 
90,0 

35 55 5,48 El 

Mercaptobenzimidazole-
d4 (MBI-d4) 

371,0 > 
217,0 

35 20    3,18 El 

 

Pour obtenir des résultats quantitatifs, il est nécessaire de réaliser des gammes d’étalonnages. 

Un premier travail avec des échantillons pris dans les différents groupes nous a permis de 

constituer les bonnes gammes pour chaque brebis avant de commencer l’analyse de tous les 

échantillons. Pour être optimale, les gammes doivent encadrer les concentrations des 

échantillons. Des gammes avec des concentrations plus importantes ont donc été utilisées 

pour les brebis traitées plutôt que pour la brebis témoin. Des dilutions ont été nécessaires 

pour les échantillons de la brebis traitée avec 2 g/100kg de PV afin d’éviter la saturation des 

signaux. 

 

2.4 Performances et critères de qualité de la méthode d’analyse 
 

L’interprétation des résultats est cadrée par les critères de qualité définis dans la décision 

2002/657/EC. Elle prend en compte la validation des résultats de l’échantillon blanc, du blanc 

supplémenté, des standards, la présence des étalons internes et externes et les bons signaux 

ioniques. 

Des procédures de validation de la méthode analytique sont nécessaires. Des critères sont 

mesurés et contrôlés comme la sélectivité, la spécificité, la linéarité, la justesse, la 

récupération, l’applicabilité, la robustesse, la stabilité, la répétabilité, la reproductibilité, les 

limites de décision et de détection (CCα, CCβ). La répétabilité est dépendante de conditions 

où les résultats d'essais indépendants sont obtenus par la même méthode sur des individus 

d'essai identiques dans le même laboratoire, par le même opérateur, utilisant le même 

équipement. La reproductibilité est dépendante des conditions où les résultats d'essais sont 

obtenus par la même méthode sur des individus d'essai identiques dans différents 

laboratoires, avec différents opérateurs et utilisant des équipements différents. La robustesse 

est la sensibilité d'une méthode d'analyse aux variations des conditions d'expérience qui peut 

s'exprimer par une liste des échantillons, des analytes, des conditions d'entreposage, des 

conditions d'environnement et/ou de préparation de l'échantillon pour lesquels la méthode 

peut être appliquée telle quelle ou moyennant certaines modifications mineures.  
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La capacité de détection (CCβ) est la plus petite teneur en substance pouvant être détectée et 

identifiée dans un échantillon avec une probabilité d'erreur β de 5%. La limite de décision 

(CCα) est la limite à laquelle et au-delà de laquelle il est permis de conclure avec une 

probabilité d'erreur α qu'un échantillon est non conforme avec α égale à 1%. Cette limite de 

décision est dépendante de la méthode et de la substance à identifier. Elle est de 1 µg/L pour 

le 2-TU dans le cadre des PSPC et de 0,23 µg/L pour le 6-MTU (2002/657/CE). 

 

3. Résultats  

3.1 Présentation de chromatogrammes 
 

Les résultats sont obtenus en analysant les chromatogrammes après passage dans le 

spectromètre de masse via le logiciel Masslynx. La figure 17 illustre les résultats obtenus pour 

un échantillon d’urine ne contenant pas d’ATS, le blanc, et pour un échantillon d’urine d’une 

brebis traitée au 2-thiouracile. On remarquera la présence de 2-TU, 4-TU, 5-MTU et 6-MTU 

pour cette dernière.  

 

 Brebis traitée avec 0,2g/100kg de 2-TU Urine témoin 

2-TU  
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4-TU  

  

 

  

5-
MTU 

 

   

6-
MTU 

 
  

 
  

 

Figure 17 : chromatogrammes d’ion d’un échantillon d’urine témoin et d’un échantillon 

d’une brebis traitée au 2-thiouracile, les flèches bleues correspondent aux TR attendus des 

substances recherchées, en rouge des signaux qui ne correspondent pas à la substance 

recherchée 

 



 
54 

 

En comparant les chromatogrammes du blanc avec celui de la brebis traitée, on observe bien 

que les pics formés à des transitions spécifiques ne se retrouvent pas définis chez l’échantillon 

blanc.  

Pour valider la présence d’une substance, plusieurs critères doivent être respectés : 

- présence de deux transitions au TR attendu, le temps de rétention doit être compris 

dans l’intervalle de confiance par rapport à la référence (2,5% en LC) 

- le rapport du signal sur le bruit doit être supérieur à trois pour chaque transition 

considérée 

- la réponse des étalons doit être satisfaisante 

- le rapport de l’intensité des transitions est compris dans l’intervalle accordé  

Une feuille de critères d’identification est placée en annexe 2. Ce programme permet de 

confirmer ou non la présence de la substance recherchée en prenant en compte les temps de 

rétention, les transitions et les rapports des signaux des étalons et le l’analyte. Si la présence 

de la molécule identifiée est validée alors on peut quantifier sa présence. 

Les gammes réalisées nous permettent de quantifier les teneurs en analytes des échantillons. 

Une feuille de quantification est placée en annexe 3. La droite de régression nous permet de 

quantifier la concentration en analyte dans l’échantillon. 

 

3.2 Vérification des résultats 
 

Justification d’un point aberrant  

Lors du traitement des données, chez la brebis témoin, un résultat ne semble pas cohérent 

avec le reste des analyses. On note pour le 3ème jour d’administration que l’échantillon d’urine 

du soir a des valeurs de 2-thiouracile de 3,67 µg/L, de 4-TU de 89,91 µg/L, de 5-MTU de 1,45 

µg/L et de 6-MTU de 0,93 µg/L. Alors que pour le reste de l’expérience, les maximums 

retrouvés sont de 1,30 µg/L pour le 2-TU, de 40,09 µg/L pour le 4-TU, de 0,43 µg/L pour le 5-

MTU et le 6-MTU n’a pas été identifié. Se pose la question de la validité de ce résultat. Le risque 

d’une erreur d’échantillonnage n’est pas nul pendant l’expérimentation. La possibilité d’une 

erreur d’annotation des échantillons, d’une erreur de lecture et d’enregistrement, reliée à la 

multitude d’acteurs impliqués dans le processus, a pu rendre possible la lecture d’une urine 

d’une brebis contaminée à la place de l’urine témoin. Une contamination de cette brebis par 

les deux autres brebis traitées peut aussi expliquer la présence de 6-MTU dans l’urine et des 

concentrations augmentées des autres molécules. Etant donné les fortes concentrations 

excrétées de 2-thiouracile dans l’urine des brebis traitées, on peut envisager que des 

contaminations se sont faites entre les boxes des brebis malgré la distance entre les boxes et 

les précautions prises. Du foin, de la paille contaminée par de l’urine peut facilement se 

déplacer d’un box à l’autre malgré les précautions prises. Cette contamination ne pourrait 

représenter que de faibles concentrations, ce qui expliquerait que dès l’échantillon d’urine 
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suivant on retrouve des valeurs normales chez cette brebis. Dans l’étude de Blokland et al. 

(2021), les auteurs font part aussi de contaminations du groupe contrôle. L’hypothèse émise 

par les auteurs est la contamination du box du groupe témoin via les paniers d’alimentation 

qui étaient utilisés en commun pour les groupes traités et contrôles. 

La présence d’un échantillon avec des valeurs bien différentes des échantillons des autres jours 

chez la brebis témoin nous amène à étudier la présence de ces quatre métabolites sur une 

population plus large de moutons. Ce caractère aberrant est renforcé par les résultats d’une 

étude d’occurrence de ces mêmes molécules menée sur environ 200 prélèvements d’urine 

d’ovins. 

Analyse des concentrations en 2-thiouracile et métabolites d’une population de moutons 

extérieurs à l’étude  

Pour comprendre l’excrétion urinaire des molécules apparentées au 2-thiouracile, il est 

intéressant de regarder sur une population plus grande de moutons. Une étude a été menée 

au sein du Laberca dans le cadre d’un stage. Ce travail avait pour but de caractériser la 

présence de 2-TU, 4-TU, 5-MTU et 6-MTU dans l’urine d’ovin provenant d’éco-pâturage, de 

pâturage urbain et d’échantillons provenant des PSPC. Le Laberca ayant déjà une banque de 

données et d’échantillons importante, nous avons pu rajouter d’autres échantillons des PSPC. 

Au total, les concentrations urinaires de 179 échantillons d’urine de moutons sont présentées 

dans le tableau suivant. 

Tableau XI : concentrations du 2-TU et de ses métabolites dans 179 échantillons d’urine 
d’ovins 

Métabolite 2-TU 4-TU 5-MTU 6-MTU 

Moyenne (µg/L) 0,96 12,0 0,33 ≤CCα 

Médiane (µg/L) 0,19 1,41 0,17 ≤CCα 

Min (µg/L) ≤CCα ≤CCα ≤CCα ≤CCα 

Max (µg/L) 30,65 150,88 2,07 ≤CCα 

P25 (µg/L) ≤CCα 0,26 ≤CCα ≤CCα 

P75 (µg/L) 0,82 12,94 0,47 ≤CCα 

Ecart-type(µg/L) 3,23 24,4 0,4 0 

 

Cette population de moutons montre une hétérogénéité dans les concentrations urinaires de 

2-TU et 4-TU mais aucun échantillon ne révèle la présence de 6-MTU. 

L’absence de 6-MTU dans une population d’ovins avec des systèmes d’élevages hétérogènes 

indique que cette substance n’est pas présente à l’état naturel dans l’urine des ovins. De plus, 

cette substance est aussi absente dans l’urine des autres prélèvements de la brebis témoin et 

des deux brebis avant l’administration de 2-TU. Ces arguments nous amènent à prendre 

comme décision de retirer l’échantillon aberrant de la suite de l’analyse des résultats. 
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3.3 Cinétique d’élimination urinaire du 2-thiouracile et de ses métabolites 
 

Les analyses nous permettent d’obtenir la concentration des molécules recherchées dans 

l’urine au fil du temps. Nous avons recherché le 2-TU, le 4-TU, le 5-MTU et le 6-MTU. 

3.3.1 Comparaison des excrétions du 2-thiouracile et de ces métabolites 
 

Nous pouvons comparer les molécules excrétées et leur cinétique d’élimination au fil du temps 

entre les différentes brebis. Ainsi, on peut regarder si l’administration à plus ou moins forte 

concentration de 2-thiouracile entraine une modification des molécules retrouvées dans 

l’urine ainsi que la variation des concentrations de ces molécules. Les tableaux XII et XIII 

donnent un aperçu de ces profils d’élimination urinaire. 

Tableau XII : concentrations urinaires maximales du 2-thiouracile et de ses métabolites 
observés pendant l’expérience (en µg/L) * donnée du témoin en enlevant un point aberrant. 

 2-TU 4-TU 5-MTU 6-MTU 

Brebis témoin* 1,3 40,09 0,76 0 

Brebis 0,2 g/100 kg 91,73 4,24 6,64 5,99 

Brebis 2 g/100kg 54585,0 3905,0 1880,0 12365,0 

 

Les concentrations retrouvées chez la brebis fortement traitée sont bien supérieures aux 
concentrations retrouvées chez les autres brebis et ceci pour les quatre métabolites. 
Regardons la différence de métabolites retrouvés avant et pendant le traitement avec le 
tableau XIII. Les moyennes des concentrations urinaires des trois jours précédant 
l’administration et les trois jours avec administration de 2-thiouracile sont données dans le 
tableau suivant. 

 

Tableau XIII : concentrations urinaires moyennes du 2-thiouracile et de ses métabolites 
observés pendant les 3 jours d’administration et les 3 jours avant (en µg/L), * donnée du 
témoin en enlevant un point aberrant. 

 

 2-TU 4-TU 5-MTU 6-MTU 

Pré-
traitement 

Pendant 
traitement 

Pré-
traitement 

Pendant 
traitement 

Pré-
traitement 

Pendant 
traitement 

Pré-
traitement 

Pendant 
traitement 

Brebis 
témoin* 

0,2 0,5 1,2 9,1 0,04 0,26 0 0 

Brebis 
0,2g/100 

kg 

0,3 32,3 1,0 1 ,9 0 1,8 0 2,1 

Brebis 
2g/100kg 

0,4 30959,2 1,3 1419,2 0 1064,2 0 7000,0 
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Avant la période d’administration, les concentrations en ATS sont homogènes entre les trois 

brebis. On observe la présence de 2-TU et de 4-TU à des faibles niveaux, inférieurs à 2 µg/L 

pour les 3 brebis. On pourrait qualifier ces concentrations de teneur basale en 2 et 4-thiouracil. 

Malgré le retrait des granulés des brassicacées dans l’alimentation, on retrouve encore la 

présence de 2-TU et 4-TU. Il serait intéressant de savoir quelles sont les causes de cette 

présence.  

Le 6-MTU est absent de l’urine des brebis hors traitement, tout comme le 5-MTU. Seule la 

brebis témoin présente de très faibles teneurs de 5-MTU, moins de 0,3 µg/L. 

Pendant la phase de traitement, les concentrations urinaires varient énormément comparées 

à celles des jours avant le traitement, surtout chez la brebis fortement traitée. Le 2-TU est 

retrouvé chez toutes les brebis mais on le retrouve en très forte concentration chez la brebis 

ayant eu la forte dose, avec des valeurs dépassant les 54000 µg/L. On note la présence de 5 et 

6-MTU chez les brebis traitées alors qu’il n’y en avait pas avant. La brebis fortement traitée 

possède des concentrations bien supérieures à celle qu’on peut trouver naturellement. 

L’administration de 2-TU provoque une hausse des concentrations urinaires en 2-TU et 4-TU 

mais aussi provoque l’apparition de 5-MTU et 6-MTU chez les brebis traitées. Les 

concentrations retrouvées chez la brebis fortement dosée sont bien supérieures à celle 

faiblement dosée. La quantité administrée de 2-thiouracile module logiquement les quantités 

retrouvées dans l’urine. 

 

3.3.2 Cinétique d’élimination urinaire du 2-thiouracile et de ses 

métabolites  
 

L’intérêt de regarder la cinétique d’élimination dans le temps du thiouracile et de ses 

métabolites est de pouvoir comparer les molécules excrétées avant l’administration, pendant 

et après. Les figures 18 et 19 montrent les excrétions urinaires du thiouracile et de ces 

métabolites en fonction du temps chez la brebis traitée avec 2 g/100 kg de PV. L’axe des 

abscisses représente les dix jours d’expérience, deux prélèvements par jour sont faits, un le 

matin et un en fin d’après-midi. L’axe des ordonnées représente les concentrations urinaires 

de thiouracile en µg/L. 



 
58 

 

 

Figure 18 : courbe d’élimination urinaire du 2-TU chez une brebis traitée, courbe en pointillé : 

administration de 2 g/100kg de PV de 2-thiouracile 

 

Figure 19 : courbe d’élimination urinaire du 4-TU, 5-MTU et 6-MTU chez une brebis traitée, 

droite en pointillé : administration de 2 g/100kg de PV de 2-thiouracile 
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Les deux graphiques représentent l’excrétion urinaire des métabolites d’intérêt au cours des 

dix jours d’expérience chez la brebis traitée avec 1,2 g de 2-TU pendant 3 jours. Le graphique 

illustrant l’élimination des analytes de la brebis faiblement traitée est placé en annexe 4. Pour 

les quatre métabolites recherchés, l’excrétion urinaire est observée dès la première collecte 

d’urine post administration. Environ 8 heures après la première administration, on retrouve le 

thiouracile et ses métabolites en fortes concentrations dans l’urine. Les urines analysées lors 

de la première récolte d’échantillons post administration correspondent aux concentrations 

les plus hautes retrouvées : 54585 µg/L pour le 2-TU, 3905 µg/L pour le 4-TU, 1880 µg/L pour 

le 5-MTU et 12365 µg/L pour le 6-MTU. La cinétique d’élimination n’est pas stable dans le 

temps pendant les 3 jours d’administration. En comparant les concentrations retrouvées le soir 

avec celle du matin suivant, on remarque qu’elles sont toujours plus fortes en fin de journée 

qu’en matinée. L’excrétion semble très rapide et les concentrations trouvées diminuent 

rapidement, assez vite pour avoir une différence entre le matin et le soir. On retrouve les pics 

de concentration souvent le soir, environ 8h après l’administration.  

24 h après la dernière administration, on retrouve encore des concentrations bien supérieures 

aux taux basaux pour le 4-TU et le 5-MTU, 48 heures après la dernière administration, on 

retrouve des concentrations de 2-TU supérieures à 10 µg/L.  

10h après la dernière administration de 2-TU, la concentration de 6-MTU urinaire est de 8890 

µg/L puis tombe à 200 µg/L à 24h, continue de baisser jusqu’à 0,25 µg/L 48h après. Le 6-MTU 

n’est plus décelable au-delà. 

3.4 Cinétique d’élimination urinaire du 2-thiouracile et de ses analogues 

chez la brebis avec une ration enrichie en brassicacées 

Une fois passés les trois jours d’administration, l’excrétion urinaire des composés cibles a été 

observée après ajout de colza et choux dans la ration de la brebis témoin. A J3, des granulés 

avec du colza ont été rajoutés et à J4 du chou a été donné dans la ration. La figure 20 retrace 

l’excrétion des différents métabolites urinaires de cette brebis. 

 

Figure 20 : excrétion urinaire de 2-thiouracile et ses métabolites chez la brebis avec une 
ration enrichie en brassicacées. 
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Le graphique précédent représente les concentrations urinaires des quatre métabolites en 

fonction du temps. Les concentrations en 2-TU et 5-MTU ne dépassent pas 2 µg/L au cours des 

10 jours d’expérience. On ne note pas de réelle différence de concentrations retrouvées dans 

l’urine avant et après l’introduction de brassicacées dans la ration. Les concentrations en 4-TU 

restent basses et ne dépassent pas 2,7 µg/L sauf en deux points. A J2 et J9, des concentrations 

de 40 µg/L et 18 µg/L sont présentes. La technique analytique n’a pas détecté de 6-MTU durant 

l’expérience chez la brebis témoin sauf sur un point, qualifié d’aberrant précédemment. Une 

période plus longue est peut-être nécessaire pour observer un impact des brassicacées dans 

l’excrétion urinaire de 2-TU et des autres métabolites. De plus, les quantités données à la 

brebis ont pu être trop faibles pour qu’on puisse assister à une réelle différence. Les aliments 

donnés : granulés contenant du colza et les choux pouvaient contenir peu ou pas de 

précurseurs du thiouracile comme les isothiocyanates. 

 

4. Discussion 

4.1 Bilan des résultats 
 

L’administration de 2-thiouracile entraine une excrétion urinaire rapide de 2-TU, 4-TU, 5-MTU 

et 6-MTU. Dès 8 heures, après la première administration, on retrouve ces métabolites dans 

l’urine. Les concentrations retrouvées dépassent largement les seuils définis par l’EURL, de 10 

µg/L. Les concentrations retrouvées dépassent les 1000 µg/L pour les quatre substances. Le 6-

MTU est apparu dans l’urine des ovins traités et n’est pas présent naturellement chez les ovins 

de l’expérience. Le 6-MTU semble donc n’être présent que chez les ovins ayant reçu du 2-

thiouracile par voie orale.  

L’ingestion de brassicacées n’a pas modifié de manière significative l’excrétion de 2-thiouracile 

et apparentés dans notre expérience et n’a pas entrainé d’excrétion de 6-MTU dans les urines 

dans les heures et jours suivants. 

4.2 Validité des résultats 
 

Lors de cette expérience, les analyses des échantillons ont été effectuées deux fois. Cependant, 

le délai entre les analyses semble trop important car toutes les concentrations avaient 

fortement diminué. La période prise entre les deux analyses, plus de deux mois, ne nous a pas 

permis de pouvoir exploiter les secondes analyses. Les résultats donnés précédemment ne 

sont donc le fruit que d’une seule analyse. En effet, dû à la faible stabilité des ATS face au temps 

de stockage et aux cycles de congélation, décongélation, on ne peut pas comparer 

quantitativement les résultats avec une période trop longue entre les analyses.  

Certains résultats ont été obtenus à partir d’échantillons dilués car les concentrations 

rencontrées étaient trop importantes, comme les résultats du 2-TU pour la brebis traitée avec 

1,2 g.  
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La présence d’un point aberrant pourrait remettre en cause la nature spécifique du 6-MTU. 

Plusieurs explications peuvent justifier ce résultat aberrant. La solution la plus plausible pour 

nous est une erreur d’identification ou de contamination lors de la collecte des échantillons. 

Cette hypothèse est confortée par l’étude d’occurrence du 6-MTU dans une population d’ovins. 

En effet, sur les 178 échantillons d’urine d’ovin pris dans les PSPC et les études du Laberca, 

aucun n’a montré la présence de 6-MTU. Les contrôles des PSPC à venir sur la présence de 6-

MTU dans les populations d’ovins pourront affirmer ou non cette présence naturelle. 

 

4.3 Impact de l’administration de 2-thiouracile sur l’excrétion urinaire de 

2-thiouracile et de ses métabolites 
 

Présence naturelle de 2-thiouracile chez l’ovin 

Les premières analyses avant l’administration de 2-thiouracile ont permis d’identifier la 

présence d’un taux basal de 2-TU, 4-TU et 5-MTU dans l’urine des brebis. Des études avaient 

déjà caractérisé cette présence de 2-TU dans les populations d’ovins. L'étude de Le Bizec et al. 

(2011) observe des concentrations urinaires de 2-TU comprises entre CCα et 14,3 µg/L et avec 

une moyenne de 3,3 µg/L et une médiane de 2,2 µg/L pour une population de 26 ovins.  

L’étude de Wauters et al. (2015) montre aussi la présence naturelle de 2-TU dans la population 

d’ovins et dans les autres espèces telles que le bovin et le porc. 

Excrétion de 2-TU après son administration par voie orale 

Nous avons observé que l’administration de 2-thiouracile entraine une forte excrétion de 2-

TU. En effet, chez la brebis traitée avec 1,2 g de 2-thiouracile, des concentrations urinaires de 

plus de 54000 µg/L sont retrouvées (tableau XII). L’expérimentation de Blokland et al. (2021) 

rend compte de ce même phénomène chez le porc et le bovin (figure 21). Contrairement à 

notre étude, le traitement à de faibles doses de 2-thiouracile : 0,2 g/100kg de PV, entraine une 

forte excrétion de 2-TU chez le porc. Dans notre étude, à cette dose, la brebis n’excrète pas 

plus de 100 µg/L de 2-TU avec une moyenne sur la période d’administration de 30 µg/L. Dans 

l’étude de Blokland, l’excrétion est de l’ordre de 10000 µg/L chez le porc. La barrière de l’espèce 

et les conditions expérimentales peuvent expliquer une telle différence. Le porc est un 

monogastrique alors que le mouton est un ruminant, les deux ont des habitudes alimentaires 

différentes. Un autre point qui diffère est la présence, lors de la première semaine post-

traitement, d’une concentration supérieure à 30 µg/L chez le porc alors qu’elle diminue 

rapidement chez nos ovins de l’expérience. Au bout de 48h, les concentrations de 2-TU chez 

la brebis traitée à 2 g/100kg de PV sont inférieures à 10 µg/L. L’administration du 2-TU est 

différente entre les études. L’étude de Blokland mélange le 2-thiouracile dans l’aliment, ce qui 

crée un niveau constant de 2-TU dans l’organisme au lieu de provoquer de forts pics d’excrétion 

provoqués par l’administration quotidienne de TU. Dans cette étude, une faible dose de 2-

thiouracile n’a pas été étudiée chez les bovins, espèce qui partage le plus de points communs 

avec les ovins. 
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Figure 21 : diagrammes de la concentration logarithmique (µg/L) de 2-thiouracile dans les 
échantillons d’urine. Limite de cases aux 25 et 75 percentiles, trait centrale = médiane, trait 

du bas et du haut = minimun et maximun, BT = avant traitement, DT = pendant le traitement, 
ATw1,2 = première, deuxième semaine de traitement (Blokland et al. 2021). 

Pour les deux brebis traitées, on a des concentrations pendant l’administration qui dépassent 

les seuils conseillés par l’EURL de 10 µg/L. Cela prouve que l’utilisation des seuils est utile, 

pendant une période de traitement les concentrations urinaires en 2-TU sont largement 

supérieures aux seuils mis en place. Cependant, l’excrétion urinaire de 2-thiouracile diminue 

rapidement et se rapproche des valeurs basales de 2-thiouracile. L’utilisation de biomarqueurs 

a donc son importance pour différencier de manière stricte les animaux traités aux 2-

thiouracile des animaux non traités.  

 

Excrétion de 4-TU, 5-MTU et 6-MTU après l’administration de 2-TU par voie orale 

Peu d’études reflètent l’impact de l’administration orale de 2-TU sur les concentrations 

urinaires de 4-TU, 5-MTU et 6-MTU chez l’ovin et chez les autres espèces de production. 

L’administration de 2-thiouracile chez les deux brebis traitées entraine une excrétion urinaire 

de 2-TU, de 4-TU, de 5-MTU et de 6-MTU. Cette excrétion est relativement forte (tableau XIII), 

les concentrations dépassent largement les seuils pour tous les métabolites. L’administration 

de 2-TU n’est visible pas que par l’excrétion urinaire de 2-TU mais on peut aussi l’observer par 

une augmentation de l’excrétion urinaire de 4-TU, 5-MTU et 6-MTU. Le rapport de L’EURL en 

2022 propose comme recommandations que si du 2-TU et du 4-TU sont rencontrés dans un 

échantillon alors l’origine de cette présence est surement due à une implication de 

l’alimentation et non à un apport exogène. Cependant, dans notre expérimentation, la forte 

excrétion de 2-TU et 4-TU est due à l’administration de 2-TU et ne s’explique pas que par 

l’alimentation. La présence de 6-MTU permet cette distinction, autre recommandation de 

l’EURL. 
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4.4 Usage du 6-méthylthiouracile comme biomarqueur discriminant de 

l’usage illégal du 2-thiouracile chez les ovins 
 

L’expérience réalisée montre bien le lien entre l’administration de 2-TU et l’excrétion urinaire 

de 6-MTU. L’administration de 2-TU provoque, en moins de 8h, l’apparition de ce métabolite 

dans les urines et on le retrouve jusqu’à 48h après la dernière administration. Reste à s’assurer 

que le 6-MTU ne peut pas être produit naturellement comme peut l’être le 2-TU, le 4-TU ou le 

5-MTU. En effet, en s’intéressant à des échantillons d’urine de moutons des PSPC, d’éco-

pâturages et de pâturage urbain, une étude du Laberca (Anaïs Dubourg; 2023) a pu mettre en 

valeur l’occurrence naturelle de 2-TU, 4-TU et 5-MTU chez les ovins. Sur tous les échantillons 

d’urine, les analyses n’ont pas permis d’isoler de 6-MTU. La variété d’élevages sélectionnée 

permet de soutenir l’argument selon lequel le 6-MTU ne peut pas être retrouvé chez les ovins 

naturellement. Les résultats des PSPC provenant de nombreux élevages ne montrent pas non 

plus de présence de 6-MTU (tableau 9). Les deux brebis de l’expérience ne présentaient pas 

de 6-MTU avant l’administration de 2-TU. Ces nombreux résultats concordants nous poussent 

à voir le 6-MTU comme un biomarqueur de l’administration orale de 2-TU.  

L’étude de Blokland et al, en 2021, nous conforte dans cette démarche. En travaillant avec des 

bovins et des porcs, ils ont montré que le 6-MTU n’était pas présent naturellement et qu’il 

était spécifique de l’administration de 2-thiouracile. Les ovins semblent donc suivre la même 

tendance que les bovins et les porcs. Les auteurs soulignent aussi qu’il est, logiquement, un 

indicateur de l’administration de méthylthiouracile (MTU), autre ATS utilisé comme 

anabolisant. 

La démarche conseillée par l’EURL et le rapport de 2022 semble être transposable aux ovins 

d’après nos résultats. En effet, le 6-MTU semble être un bon marqueur spécifique du 

traitement au 2-thiouracile chez les ovins. 

Pour conforter ces résultats, une étude comportant plus d’animaux pourrait être envisagée. 

En effet, notre étude ne comportant que trois moutons, les lots n’étaient composés que d’un 

seul individu. Le but principal de l’expérience étant d’observer l’excrétion urinaire de 6-MTU 

après une administration de 2-TU, nous pouvions le voir que sur un seul individu. Cet effectif 

restreint ne nous permet pas de faire des traitements statistiques pour confirmer nos 

hypothèses. Un minimum de cinq ovins dans chaque groupe nous aurait permis de s’assurer 

statistiquement de la validité de nos résultats.  

De plus, la période de traitement utilisée dans notre expérience semble courte par rapport à 

celle utilisée dans les élevages dans un contexte de fraude. L’administration de 2-thiouracile a 

été effectuée sur trois jours alors que d’autres études montraient une période d’administration 

qui allait de 3 à 4 semaines. Cette plus longue période d’administration peut entrainer une 

modification de la cinétique d’élimination des ATS.  

Cependant, une utilisation de plus d’animaux et sur une durée plus longue entraine des coûts 

d’expérimentation plus importants. L’avantage de notre expérimentation est sa facilité, sa 

rapidité d’organisation.  
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Discordance entre la formation de 6-MTU à partir de 2-TU exogène et l’absence de 6-MTU à 

partir du 2-TU endogène 

Les ovins présentent des concentrations naturelles de 2-TU, 4-TU, 5-MTU. Les concentrations 

maximums retrouvées naturellement sont de l’ordre de 30 µg/L pour le 2-TU et 140 µg/L pour 

le 4-TU (tableau XI). On a pu voir qu’en administrant du 2-TU par voie orale, du 4-TU, du 5-

MTU et du 6-MTU sont fortement excrétés, des voies métaboliques existent donc entre ces 

molécules apparentées. On peut donc se demander pourquoi on ne retrouve pas de 6-MTU 

chez les animaux présentant du 2-TU endogène. Lorsqu’on administre du 2-TU par voie orale, 

on retrouve du 6-MTU dans l’urine. Pourtant, le 2-TU endogène, retrouvé parfois à des 

concentrations de plus de 30 µg/L (tableau X) ne semble pas former de 6-MTU. On peut se 

demander s’il y a une différence de voie métabolique entre ces sources de 2-thiouracile qui 

empêche la formation de 6-MTU dans le cas du 2-thiouracile endogène. Les concentrations 

formées de 6-MTU sont peut-être également trop faibles pour être détectables par les 

techniques analytiques. Dans le cas d’une brebis contrôlée lors du PSPC, présentant une 

concentration de 30 µg/L de 2-TU, c’est presque la même concentration que la brebis traitée 

avec 0,2 g/100kg de PV de 2-TU. Or, chez cette première brebis, on ne retrouve pas de 6-MTU 

alors qu’on retrouve du 6-MTU chez la brebis traitée. On peut donc se demander par quel 

mécanisme le 2-TU par voie orale est transformé en 6-MTU alors que le 2-TU qu’on retrouve 

chez des animaux non traités n’implique pas de retrouver du 6-MTU dans l’urine.  

Les recherches de Kiebooms (2014) peuvent apporter une piste de réflexion. Le 2-TU produit 

après ingestion de brassicacée est principalement présent dans le gros intestin. Les 

nombreuses bactéries et leurs métabolismes permettent probablement cette présence 

endogène. On peut se poser la question si la différence de lieu d’absorption du 2-TU peut 

entrainer des différences dans ses biotransformations. Le 2-TU ingéré par voie orale doit être 

surtout absorbé via les intestins grêles. Peut-être que la distribution du 2-TU exogène et du 2-

TU endogène n’est pas la même, ce qui pourrait expliquer les différences de métabolisation et 

donc pourquoi du 6-MTU n’est pas présent avec la présence de 2-TU endogène. 

Une autre piste de réflexion peut être apportée par l’origine du 2-TU naturel. Le 2-TU d’origine 

naturelle provient probablement de précurseur tel que les glucosinolates présents dans les 

brassicacées. La présence de certains métabolites pourrait dépendre du précurseur initial. La 

figure 22 présente la formation possible de 5-MTU à partir de glucosinolate. La conformation 

initiale des glucosinolates rend chimiquement possible cette synthèse. Pour la synthèse de 6-

MTU, on pourrait s’intéresser à un isomère de position du dérivé méthyle du glucosinolate, 

cet isomère pourrait expliquer chimiquement la formation de 6-MTU à partir des 

glucosynolates. Si cet isomère de position des glucosinolates est absent in vivo chez les ovins 

alors on pourrait expliquer pourquoi on ne retrouve pas de 6-MTU dans les urines. La figure 

22 décrit les étapes biochimiques qui pourraient expliquer la formation de 5-MTU et 6-MTU à 

partir de glucosinolates. L’absence de la molécule B, isomère de position du dérivé méthyle de 

la molécule A pourrait expliquer l’absence de 6-MTU dans l’urine d’ovin non traité. 
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Figure 22 : formation de 5-MTU et 6-MTU à partir de glucosinolates ( à partir de Kaplaneris et 
al. 2015 et J.Lebreton) 

Discordance dans les concentrations urinaires observées entre la brebis recevant une faible 

dose et la brebis recevant une forte dose de thiouracile 

La concentration urinaire de 2-TU observée chez la brebis recevant 2 g/100 kg de PV de 2-TU 

par voie orale est en moyenne, sur les trois jours d’administration, de l’ordre de 30000 µg/L. 

Pour la brebis recevant 0 ,2 g/100 kg de PV, les concentrations observées sur ces trois jours 

d’administration sont de l’ordre de 30 µg/L. Un facteur 1000 est ainsi observé entre les 

concentrations urinaires de 2-TU des deux brebis alors que la dose administrée par voie orale 

n’est que 10 fois moins forte. Un rapport de 600 est observé en comparant les maximums 

d’excrétions urinaires de 2-TU entre les deux brebis. La différence entre la concentration de 2-

TU urinaire des deux brebis est importante alors que la dose administrée n’est que 10 fois 

moins forte. On peut se demander pourquoi on ne retrouve pas plus de 2-TU dans l’urine de 

la brebis faiblement traitée. On n’aurait pu s’attendre à retrouver un facteur 10 dans les 

concentrations urinaires observées entre les deux brebis. Une hypothèse formulable est 

qu’une certaine quantité de 2-TU est stockée dans l’organisme ou métabolisée sous d’autres 

formes. Le 2-TU peut être en partie lié à des protéines ce qui expliquerait qu’on ne retrouve 

pas la totalité du 2-TU administré dans l’urine. 
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Compréhension de la formation du 6-MTU à partir de 2-TU 

Van Meulebroek (2018) et Blokland (2021), à travers leurs études, montrent la présence de 6-

méthylthiouracile dans l’urine après l’administration de 2-TU chez les bovins et les porcins. Le 

2-TU a une structure proche du 6-MTU (figure 1). Un lien logique est fait entre l’administration 

orale de 2-TU et l’apparition de 6-MTU dans l’urine des ovins. Il serait intéressant de 

comprendre par quels mécanismes biologiques ce phénomène existe. 

 

Figure 23 : méthylation du 2-TU en 6-MTU 

Comme de nombreuses substances xénobiotiques, après absorption, le 2-TU subit des 

biotransformations et des métabolites sont formés. Ces biotransformations nécessitent des 

enzymes. Par exemple, la méthyltransférase est une enzyme qui permet de transférer d’une 

molécule à une autre des groupements méthyles (Francioso et al. 2020). L’hypothèse de 

l’action de méthyltransférases est envisageable, cette voie chimique est possible, mais dans 

des conditions particulières, présence de bases fortes puis agents de méthylation. Ces 

biotransformations sont présentes dans la plupart des tissus mais le rein et le foie semblent 

être des organes plus actifs que les autres dans ces méthylations (Lindsay et al. 1974 ; Abou-

Donia 2015). Après le passage de la barrière intestinale, le 2-TU, via la circulation sanguine, 

passe par le foie dans lequel potentiellement la réaction de méthylation se fait. Il est ensuite 

excrété par l’urine en passant par le rein. Le processus de méthylation (figure 23) pourrait être 

mis en parallèle avec un processus de détoxification de ce xénobiotique par l’organisme. 

(Sarcione, Sokal 1958) Ce processus pourrait augmenter l’excrétion du TU absorbé. D’autres 

études pourraient être réalisées pour mieux comprendre ce phénomène. Il serait intéressant 

d’étudier le ou les lieux de la réaction de méthylation et s’il y a un certain pourcentage de 2-

TU qui est métabolisé en 6-MTU.  

Cette méthylation pourrait être comparée à une autre réaction de méthylation, celle 

responsable d’une étape de la transformation de l’uracile en thymine (figure 24). 
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Figure 24 : réaction de méthylation de l’uracile catalysée par une enzyme (Mishanina, Koehn, 
Kohen 2012). 

L’étude de Mishanina, Koehn, Kohen, en 2012, s’intéresse aux mécanismes et aux structures 

des enzymes responsablent de la méthylation biologique de l’uracile. La thymidylate synthase 

(TSase) et la flavin-dependent thymidylate synthase (FDTS) sont des méthyltransférases 

utilisant des cofacteurs comme le CH2H4folate comme source de méthyl. D’autres enzymes 

sont responsables de cette méthylation comme la S-adenosylmethionine (SAM)-dependent 

RNA methyltransferases. Cette méthylation de l’uracile intervient dans la biosynthèse de l’ADN 

et modification post-traductionnelle de l’ARN. L’uracile présente une structure proche de celle 

du thiouracile mais ces deux molécules ne sont pas identiques. On peut penser que de telle 

enzymes peuvent intervenir in vivo mais il faut garder un certain recul sur la transposition des 

enzymes responsables de la méthylation car ces enzymes peuvent être très spécifiques de 

leurs réactifs et il en existe une grande diversité. 

 

Recherche de méthode pour augmenter le délai entre dernière administration et détection de 

la fraude 

Deux jours après la dernière administration de 2-TU, du 6-MTU était encore détectable chez 

les deux brebis traitées. L’excrétion du 6-MTU est rapide et après deux jours, on n’observe plus 

de 6-MTU. L’étude de Van Meulebroek et al. (2018b) a pu montrer des résultats similaires. En 

effet, l’utilisation d’un panel de biomarqueurs a permis de détecter des bovins traités 48h 

après la dernière administration et jusqu’à 72h, pour certains individus. L’arrêt des traitements 

des ATS à  des fins de fraude précède souvent l’abattoir (Tangl, Kunffy, Farkas 1967). On peut 

donc penser que les dernières administrations d’ATS sont souvent proches du moment de 

l’abattoir et donc de l’analyse, si le prélèvement se fait à l’abattoir. Cependant, il est facile 

d’imaginer que plus de 48h se passent entre la sortie de l’élevage et l’arrivée à l’abattoir des 

animaux. Il serait pertinent d’avoir une méthode qui permette de détecter la fraude avec un 

délai plus long entre la dernière administration et l’analyse. 

Le 2-TU, le 6-MTU et les ATS en général se concentrent dans la thyroïde : 48 h après une 

injection de 5 mg de 2-thiouracile chez un rat (International Agency for Research on Cancer 

2001), le rapport de concentration en 2-thiouracile entre la thyroïde et le sang est de 156. Le 

MTU est 20 à 200 fois plus concentré dans la thyroïde que dans les muscles (DE BRABANDER 

1984). Cette bioaccumulation thyroïdienne pourrait être intéressante dans la recherche de 
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biomarqueurs car on peut penser que les biomarqueurs seront détectables plus longtemps. 

En effet, dans notre étude, le 6-MTU disparait aux alentours de 48h, une méthode qui 

permettrait d’augmenter ces délais serait pertinente dans la lutte de l’utilisation de TU. Surtout 

que la thyroïde n’est pas un organe d’excrétion ou de forte métabolisation comme le foie, son 

pouvoir de stockage dans le temps est peut-être plus important. Une étude 

pharmacocinétique montrant la concentration de 6-MTU dans la thyroïde en fonction du 

temps après une administration de 2-TU serait pertinente. Cela nous permettrait de voir si le 

6-MTU est surtout un métabolite urinaire du 2-TU ou si sa distribution est étendue à d’autres 

organes. 

D’autres matrices peuvent être d’intérêt comme les poils, les phanères, les fèces, la salive… 

Même si l’urine est connue pour être la matrice de choix pour détecter le 2-thiouracile (RIKILT 

Wageningen 2014), l’excrétion est forte mais elle diminue rapidement. Trouver une matrice 

dans laquelle le 6-MTU serait stocké plus longtemps permettrait d’augmenter le délai entre 

dernière administration et analyse pertinente. Par exemple, vu les fortes valeurs de 6-MTU 

excrétées, 7000 µg/L (tableau X), si une partie part dans les onglons ou la laine, on peut faire 

l’hypothèse que ce métabolite soit détectable bien des jours après. 

Des études seraient donc pertinentes vis-à-vis de la nature de la matrice à détecter pour 

répondre à la rapidité d’excrétion du 6-MTU. 

 

Recherche d’autres biomarqueurs 

Une autre perspective pour augmenter le délai entre la dernière administration et l’analyse de 

l’échantillon, pour s’assurer de la réelle utilisation d’ATS, serait de trouver d’autres marqueurs 

de l’usage illégal de 2-TU. L’étude de Van Meulebroek et al. (2018) a identifié d’autres 

biomarqueurs que le 6-MTU. La figure 4 présente ces métabolites.  

Des biomarqueurs ne présentant pas de ressemblance structurelle avec le 2-thiouracile 

existent, comme le montrent les molécules B de la figure 4. Une diversité de biomarqueurs 

existe donc et d’autres biomarqueurs spécifiques à l’usage de 2-thiouracile chez les ovins 

peuvent être recherchés. 

La recherche d’autres matrices peut se faire en même temps que la recherche d’autres 

biomarqueurs. Peut-être que certains duos matrice-biomarqueurs sont plus pertinents que le 

duo urine/6-MTU pour détecter l’usage de 2-thiouracile.  

Une étude reprenant différentes matrices d’intérêt comme la thyroïde et en comparant les 

métabolomes d’animaux traités et d’animaux témoins pourrait nous permettre d’identifier 

d’autres biomarqueurs. Ces biomarqueurs pourraient illustrer la fraude sur une phase de 

« washout » plus longue, c’est-à-dire le temps depuis la dernière administration de 2-TU. 
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Conservation de l’analyse 

Le 2-thiouracile et ses apparentés sont des molécules instables dans le temps (Vanden Bussche 

et al. 2009). Un stockage trop long entre la récolte de l’échantillon et l’analyse pourrait 

diminuer les concentrations retrouvées dans l’échantillon et donc interférer l’analyse. La 

conservation de l’échantillon va donc aussi jouer un rôle important dans ce contrôle. 

Par souci de vérification, nous avons refait les analyses des échantillons des trois brebis 

pendant la période de traitement pour vérifier qu’on obtenait les mêmes résultats. Les 

tendances se sont vérifiées mais toutes les concentrations ont diminué. Les métabolites 

recherchés se sont donc rapidement dégradés en l’espace de deux mois, temps entre les deux 

analyses. La congélation et la décongélation des échantillons ont pu accélérer ce phénomène. 

Etant donné les faibles concentrations retrouvées après un ou deux jours suivant la dernière 

administration, il faut être sûr que la conservation des ATS contenus dans l’urine soit 

correctement faite. A ces concentrations, on peut vite descendre en dessous des seuils de 

détection de la méthode d’analyse et donc rater l’excrétion de 6-MTU, indicateur de la fraude. 

L’EURL conseille de descendre le pH à 1 et d’ajouter une solution d’EDTA. Il faut aussi éviter les 

cycles de congélation et de décongélation (Wageningen Food Safety Research 2022). L’EURL 

pousse à trouver d’autres protocoles pour augmenter la conservation de ces molécules très 

instables. Ces protocoles de conservation pourraient être mis en place au plus tôt après la prise 

de l’échantillon dans la ferme ou l’abattoir. 

D’autres études pour améliorer la conservation des ATS et surtout du 6-MTU seraient 

pertinentes pour améliorer la qualité de l’analyse. 

4.5. Discussion de l’effet d’une ration enrichie en brassicacée sur 

l’excrétion urinaire de 2-thiouracile et apparenté 
 

Les résultats de notre étude montrent la présence de 2-TU, 4-TU et 5-MTU sur les premiers 

jours de l’expérience, période où aucun ATS n’était administré. La consommation de 

brassicacée peut entrainer une excrétion de 2-TU urinaire chez le bovin (G. Pinel et al. 2006). 

On peut se demander pourquoi, chez ces brebis, dans nos conditions d’expérience, de telles 

concentrations sont retrouvées. Les brebis n’avaient accès qu’à du foin, du blé et de l’eau. Le 

but était d’éviter toute contamination par des brassicacées. On peut expliquer cette présence 

urinaire de 2-thiouracile par une consommation de brassicacée malgré nos efforts d’éviction. 

Le foin peut contenir des plantes de cette famille. La période d’éviction des autres aliments, 

d’une semaine avant l’expérience, n’est potentiellement pas assez longue pour permettre à 

l’organisme de ne plus avoir d’effet de la ration antérieure. D’autres facteurs pourraient être 

responsables de cette excrétion naturelle de 2-thiouracile.  

Reste à vérifier si la consommation de colza et de choux pendant le dernier tiers de 

l’expérience a modifié l’excrétion de 2-thiouracile et de ces métabolites. L’analyse des données 

du témoin ne semble pas montrer un réel impact de la ration enrichie en brassicacée sur 

l’excrétion des métabolites. L’étude de G. Pinel et al. (2006) a montré le lien entre l’ingestion 

de brassicacée et l’excrétion urinaire de TU. Dans notre expérience, nous n’avons pas réussi à 
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montrer un tel impact. Une étude avec des conditions expérimentales plus contrôlées serait 

pertinente : aliment avec des ingrédients connus et contrôlés, plus d’animaux pour pouvoir 

interpréter statiquement les résultats, un environnement plus confiné qui empêche les 

contaminations, une période avec une ration supplémentée en brassicacée plus longue et avec 

des proportions plus fortes de brassicacée. Dans l’étude de Kiebooms (2014), un mélange de 

colza entier, moulu, en farine, de brocoli et de chou-fleur composant 30% de la ration a été 

utilisé. 

 

 

 

4.6 Perspectives 
 

L’utilisation des métabolites dans les PSPC est déjà en cours. D’après Blokland et al. 2021, 
aucun cas de 6-méthylthiouracile n’a été signalé au cours des dix dernières années. 
Globalement, l’usage du 2-thiouracile et des ATS n’est pas d’actualité dans l’engraissement des 
animaux de production. La surveillance active de la part de l’Europe renforce cette non-
utilisation. Le 6-MTU, en plus d’être utilisé pour détecter les fraudes d’utilisation du 2-
thiouracile chez les bovins et les porcins, peut permettre de détecter les fraudes chez les ovins. 
Actuellement, le 2-TU est dosé lors des campagnes de détection, on peut se demander si le 6-
MTU urinaire ne suffirait pas aux méthodes de détection. Il permettrait de détecter l’usage de 
2-thiouracile et de 6-MTU en même temps. Pour ce qui est des analyses d’urine, la détection 
du 6-MTU résoudrait la problématique de savoir si l’origine du 2-thiouracile est endogène ou 
non. Seuls les animaux présentant du 6-MTU ressortiraient des campagnes de détection et des 
enquêtes pourraient alors être lancées. La recherche d’un seul métabolite au lieu de trois 
pourrait faire gagner en efficacité le laboratoire et diminuer les coûts d’analyse. 
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Conclusion générale 

L’amélioration des performances zootechniques des animaux de production, rendue possible 
notamment par l’usage de promoteurs de croissance, peut accroître la rentabilité des 
élevages. Toutefois, l’emploi de certaines substances soulève des préoccupations d’éthique et 
d’innocuité pour le consommateur. Les antithyroïdiens de synthèse (ATS) ou thyréostatiques 
sont strictement interdits en élevage au sein de l’Union Européenne. Pour s’assurer de 
l’absence de leur utilisation dans les filières de production animale, des contrôles sont 
pratiqués par les Etats via des plans de surveillance et de contrôle. Le contrôle de l’usage du 
2-thiouracile, principal ATS, s’appuie sur la recherche de ses résidus dans les urines. La 
possibilité que l’animal excrète cette substance sans avoir été traité complique sa mise en 
évidence. Des seuils ont été établis pour juger de la conformité d’un échantillon biologique, 
respectivement 10 µg/L et 30 µg/L dans les urines de bovins et de porcins. La présence 
naturelle de 2-thiouracile dans l’urine des animaux de ces espèces constitue une réelle 
problématique pour le contrôle et la prise de décision. Cette excrétion naturelle de 2-TU est 
en partie expliquée par des régimes alimentaires riches en brassicacées. Des études récentes, 
menées notamment par le LABERCA, ont permis d’identifier des biomarqueurs potentiels, 
dont le 6-MTU, pour discriminer les deux situations chez les bovins et les porcins. La pertinence 
du test basé sur le 6-MTU, et sa robustesse, n’ont jamais été investiguées chez les ovins alors 
que les animaux de cette espèce excrètent spontanément eux aussi du 2-TU lorsque leur 
alimentation est riche en brassicacées. L’objectif de notre travail a donc été d’évaluer le 
caractère diagnostique du 6-MTU pour signer une administration frauduleuse de 2-thiouracile. 
Nous avons caractérisé les concentrations urinaires du 2-TU et de trois de ses métabolites, le 
4-TU, le 5-MTU et le 6-MTU par couplage LC MS/MS. Des cinétiques d’élimination ont été 
construites sur 10 jours chez trois brebis après administration per os de différentes doses de 
2-TU pendant trois jours. Nous avons mis en évidence l’excrétion urinaire de 6-MTU chez les 
brebis traitées par le 2-TU jusqu’à 48h post-administration. Nous avons aussi démontré 
l’absence de ce métabolite dans les urines d’animaux non traités provenant de plans de 
surveillance français (n=200) et/ou dont le régime alimentaire était fortement enrichi de 
brassicacées. La démonstration du caractère diagnostique du 6-MTU comme marqueur d’une 
fraude au 2-TU chez l’ovin aura une application directe à court terme dans les réseaux de 
laboratoire en charge du contrôle en France et en Europe. 
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Annexe 

Annexe 1 : Représentation de l’hydrolyse des glucosinolates due à une enzyme, la myrosinase 

(Vanden Bussche et al. 2009) 

 

 

  

Annexe 2 : Feuille de critères d’identification (2002/657/CE) pour les analyses de 
confirmation par chromatographie couplée à la spectrométrie de masse. 
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Annexe 3 : Feuille de quantification pour les analyses de confirmation par chromatographie 

couplée à la spectrométrie de masse 
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Annexe 4 : courbe d’élimination urinaire du 2-TU, 4-TU, 5-MTU et 6-MTU chez une brebis 

traitée (droite en pointillé : administration de 0,2 g/100kg de PV de 2-TU) 
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RESUME : 

Le thiouracile (2-TU), principal antithyroïdien de synthèse (ATS), fut l’objet d’utilisations 
illégales en élevage dans le but d’augmenter la croissance des animaux de production. Les 
ATS sont interdits d’usage au sein de l’Union Européenne depuis 1981. La possible présence 
endogène de thiouracile dans l’urine des animaux de production rend difficile la déclaration 
de conformité d’un échantillon. La recherche de biomarqueurs spécifiques de l’usage 
frauduleux du thiouracile est donc cruciale. Notre étude vise à évaluer la pertinence du 6-
MTU comme marqueur diagnostique de l’usage de 2-TU chez les ovins. Les cinétiques 
d’élimination urinaire de 2-TU, 4-TU, 5-MTU et 6-MTU chez deux ovins traités avec 2 et 0,2 
g/100 kg de PV de thiouracile par voie orale ont été étudiées par LC-MS/MS. Du 6-MTU a 
été détecté dans l’urine des brebis traitées 8 h après la première administration et jusqu’à 
48 h post-administration. L’étude rétrospective de 200 échantillons d’urine d’ovins 
provenant de plans de surveillance a démontré l’absence de 6-MTU dans l’urine 
physiologique d’ovin. Cette étude confirme l’intérêt du 6-MTU comme biomarqueur 
discriminant une administration de thiouracile chez les ovins. 
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