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Analyse des B-agonistes
It 'aide de colonnes
d'immuno-affinite par CPG/8M

Cyril Jeannet") et Claude Rohrbasser*

Abstract. tJ-Agonists are used in human and veterinary medecine. These chemicals ru:e
(~/kg meat), causing analytical

active at very low concentration

problems of quantl-

fication. The purpose of this work was to develop and testa new analytical method using

the principle of immunoselectivity.

1. Introduction

Les j3-agonistes sont des medicaments
brevetes comme bronchodilatateurs  pour
I"utilisation en medecine humaine et vete-
rinaire. D'autre part, dapres des etudes
faites sur la consommation de j3-agonistes
par le betail, on a remarque que ces com-
poses provoquaient chez I'animal un ac-
croissement de la masse musculaire au
detriment des tissus graisseux.

Le probleme est que ces composes
produisent leurs effets @ des concentra-
tions deja ires faibles (quelques ~/kg de
viande). La determination en est donc ren-
due tres difficile.

Des methodes biochimiques ont ete
mises au point pour des analyses semi-
quantitatives. La plus actuelle de celles-ci
est la methode ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent  Assay). Elle utilise des
enzymes marques afin d'amplifier et de
visualiser la reaction anticorps antigene.

Le but de ce projet, est I'evaluation de
colonnes immunoselectives et l'etude de
leur application en vue d'etablir une me-
thode d'analyse de ces composes par voie
chimique.

2. Aspect chimique des I3-agonistes

Les ,8-agonistes sont produits sous for-
me de sels (sulfates, chlorhydrates). Ces
sels sont inodores et incolores avec des
points de fusion entre 150 et 300°. Les tJ-
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agonistes utilises contiennent tous au moins
un centre chiral donnant deux isomeres
optiques. La plupart des preparations sont
des melanges de deux isomeres. Depuis
peu, des etudes de l'activite pharmacolo-
gique des differents isomeres sont possi-
bles.

La structure commune a tous les ,8-
agonistes est le a-(tert-butylaminome-
thyl)benzyl alcoo!. Il exsite plusieurs tJ-

Tab. 1. (3-Agonisles etudies

ms
lenbuh.:r 1
albutamol
Fab
Ant;gene + Anticorps
Ep = ep; tope Sa = site actif
Cl = chalne Lourde
CL = chaine Legere

Fig. I. Antigime, anl;corps et reaction Ag-Ac
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agonistes, mais, pour ces essais, seuls le
clenbuterol et le salbutamol ont ete rete-
nus (tab. 1).

Dose Legale dans les viandes. Selon
I'office federal de la sante publique, le
salbutamol ne doit pas etre present dans
les viandes ni dans le lait. Pour le clenbu-
terol, la valeur limite est de 0,2 mg/kg dans
le lait et de 1 mg/kg dans la viande.

3. Methode de separation

3.1. Immunochimie

L' immunologie est une science fonda-
mentale, une science medicale mais aussi
une technologie. Dans cette derniere ac-
ceptation, elle a developpe tout un ensem-
ble de techniques basees sur la reaction
antigene-anticorps  (Ag-Ac) et regrollpees
SOliSle terme d'immllnochimie.

Antigene. On appelle antigene toute
substancesusceptibled' induire, lorsqu' elle
est introduite dans un organisme, la pro-
duction d'anticorps capables de le recon-
naltre. TOllte molecule d'anti gene est en
fait constitllee d'un assortiment de deter-
minants ou sites anti genes appeles epito-
pes, chacun constituant un motif molecu-
laire reconnu par un anticorps (jig. 1).

01

HN h icirl
).=T\.-NH

Fc

CompLexe  Ag-Ac
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Les molecules etudiees dans ce travail
sont appelees des haptenes. Ces dernieres
peuvent reagir avec Jes anticorps, mais ne
peuvent pas en produire. Pour la produc-
tion d' anticorps ]es reconnaissant, les hap-
tenes doivent etre fixes d de plus grosses
molecules.

Anticorps. Les anticorps sont ]es subs-
tances produites par un organisme animal
en reponse d la presence dune substance
(antigene) qui lui est etrangere. lis reagis-
sent specifiguement avec |I'antigene qui
les a induit.

La reaction antigene-anticorps. Lors-
que anti gene et anti corps correspondant
sont mis en presence, i]s reagissent speci-
figuement entre eux pour former un com-
plexe (fig. 1). La molecule dantigene se
fixe par son epitope dans un creux du site
actif de l'anticorps. Les reactions Ag-Ac
sont tres specifiques. Les anticorps peu-
vent reconnaltre soit de petites differences
dans ]a structure primaire d'un antigene,
soit meme des differences de charges, de

Passage de I'echantillon

Lavage de la colonne

A FRIBOURG

configuration
sterique.

optique ou de conformation

3.2. Separation par immunoaffinite

En genera] les anticorps utilises dans
cette technique sont lies de fac;on covalen-
te d un support acti ve. La solution d' echan-
tillon est passee d travers ]a coJonne. Les
interactions imrnunochirniques  immobili-
sent les molecules desirees qui restent
fixees aux anticorps, alors que ]es compo-
sants de ]a matrice passent a travers Ja
coJonne. Les restes de composes non lies,
peuvent etre elimines completement par
lavage de Ja colonne. Pour cela on utilise
une solution qui n'influence pas l'interac-
tion immunochimique.  Apres la procedu-
re de lavage, les produits lies aux anti corps
sont e]ues. La procedure d'elution est ba-
see sur differents principes, tels que la
competition de ligands, J]es changements
de forces ioniques, le changement de sol-
vant et le changement de pH. Les condi-
tions optimales d' elution peuvent changer

Elution

<o

| |

Elimination de la matrice )

Fig. 2. Representation

Tab. 2. Conditions chromatographiques

. )iPCd'Inj~clcllr

01. u'injeelion

cmp. d~I'mj cleur
10ul: u'injc 'lion
al. \c leu
Type de colonn~
Temp. d' dcpan

mdienl d 1'mp,

schematique d'une separation

Analyse 8M

immwlOchimique

phtl. pillb
phllcss | min
He 15p. i

HP--25 mx 0,, mm x 0,1\ mm

O' I min

10 Imm 250 2 min
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avec Janticorps. Pour les substances etu-
diees, ]'eluant choisi est: ethanol-eau-tam-
pon acetate pH 4 dans un rapport vlv de
80: 15:5.

La quantite maximum de molecules
qui peuvent etre fixees sur une colonne
immunoselective  depend de ]a quantite et
de I'orientation des molecules d' anticorps
dans ]acolonne. L'efficacite de la capture
immunochimique  depend du debit, du
volume dans lequel une certaine quantite
d' echantillOn est dissous et de la nature de
la solution echantillon. Un flux lent com-
bine d une faible concentration d'haptene
conduit @ une haute retention.

4. Analyse par CPG/SM

L'analyse des extraits recuperes apres
elution sur ]a colonne se fait par spectros-
copie de masse. Il est necessaire de pou-
voir identifier les produits afin de diffe-
rencier Jes differents t3-agonistes. Pour
cela il est indispensable d'avoir une frag-
mentation ou le pic moleculaire M+ est
visible (ionisation chimique).

Optimisation des conditions de I'ana-
lyse chromatographique (tab. 2). Chro-
matographe en phase gazeuse HP 5890
couple @ un spectrometre de masse HP
5989 MS Engine (quadrip6le).

Mode de ionisation. Dans ce genre
d' analyse, i]est de regle que la detection se
fasse au moyen de trois masses specifi-
ques situees au-des sus de 100 uma (par
ionisation chimique). L 'utilisation de I'am-
moniac dilue d 10% dans le methane pre-
sente les memes avantages que I'utilisa-
tion de I'ammoniac  pur en minimisant
fortement les inconvenients (pollution du
systeme, attaque des joints, etc. ...). Les
trois masses choisies pour la detection
sont les 3 plus abondantes.

Derivatisation  par silylation. Le
clenbuterol et le salbutamol ne peuvent
pas etre analyses dans leur forme nonnale,
car leur stabilite et leur volatilite ne per-
met pas une bonne separation chromato-
graphique. On forme des derives avec le
MSTFA  (N-methyl-N-(trimethylsilyl)tri-
fluoroacetamide).  La reaction est celie du
schema.

Chromatogrammes et spectres: voIr
jig.3a.

5. Essais de colonnes immunoselecti-
yes

Les essais preliminaires se font avec
une colonne de marque Randox. Celle-ci
est normalement utilisee pour des analy-
ses enzymatiques, elle contient des anti-
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corps capables de fixer le clenbuterol. Il a
été possible de détecter le clenbuterol dans
de I’urine de porc jusqu’a une concentra-
tion d’environ | pg/l.

Les essais sont poursuivis sur des co-
lonnes préparées avec deux gels du labo-
ratoire d’hormonologie de Maloie (Belgi-
que), 'un spécifique an clenbuterol et
I"autre utilisable pour plusieurs $-agonis-
tes (spécialement le salbutamol et le
clenbuterol).

Mode opératoire. Le mode de prépara-
tion de la colonne est fourni par le fabri-
cant. L’échantillon est introduit dans la
colonne & I’aide d’une seringue et son
passage dans la colonne est facilité en
appliquant un léger vide dans le récipient
de récupération. Le réglage du débit doit
se faire de fagon & ce que le processus dure
environ 20 min. La colonne est ensuite
lavée, puis le résidu est récupéré avec 5 ml
de solution d’élution. Ce dernier est éva-
poré a sec puis traité avec 200 ml de
MSTFA. L"échantillon est ainsi prét pour
I’analyse CPG/SM.

5.1. Essais avec le gel N° 1
Pour tester cette colonne, des solu-
. tions standards sont éluées sur la colonne.
Les masses absolues de clenbuterol passé
sont de 25, 35, 50 et 500 ng.

Discussion des résultats. L’ analyse
CPG/SMn’adonnéque de tres faibles pics
insignifiants par rapport au bruit de fond.
Ces résultats ne peuvent pas étre pris en
considération pour le dépistage du clenbu-
terol. Cette colonne est inutilisable pour
I’analyse du clenbutérol par voie chimi-
que. Sacapacité est trop faible pour que les
extraits obtenus soient mesurables. Bien
que des traces soient détectables, la limite
de détection ne satisfait pas la norme offi-
cielle fixée pour la viande (1 mg/kg).

5.2. Essais avec le gel N°2

Ce gel ayant théoriquement une plus
grande spécificité pourle salbutamol, qua-
tre solutions standards sont éluées. Les
masse absolues sontde 25,35, 50et 500 ng
et le volume des solutions est de 50 ml.

Discussion des résultats. Les résultats
obtenus montrent que la colonne est sélec-
tive pour le salbutamol, et que la capacité
donnée par le fabriquant est correcte. Sur
les chromatogrammes, on remarque que
les deux pic (de 50 et 500 ng) ont laméme
hauteur, ce qui démontre que la capacité
de la colonne est effectivement de 50 ng
pour le salbutamol.

Chromatogrammes: voir fig. 3b.

5.3. Essais avec de urine
Pourcetessai, onutilise de!’urined’un
veau ayant subi un traitement au salbuta-
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Fig. 3a. Spectres de masses

mol. Afin d’étre siir que la colonne aie
toujours de I’affinité pour le salbutamol,
on traitera une urine de veau négative avec
ajout de salbutamol et une urine négative
sans ajout.

Discussion des résultat. Le butfixéest
atteint, le traitement au salbutamol d’un
animal a pu étre mis en évidence gréce a
cette technique d’analyse.

5.4. Test croisé

La colonne étant également sélective
au clenbuterol, son affinité a ét€ comparée
avec celle du salbutamol. Les masses ab-
solues de chaque composé sont de 50 et
500 ng.

Discussion des résultats. Les résultats
sont surprenants, mais trés intéressants,
car le pic du clenbuterol est nettement plus
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Fig. 4. Schéma du montage

visible que celui de salbutamol. De plus, la
capacité pour le clenbuterol est plus gran-
de que 50 ng.

Considérations sur le gel N°2. Les
résultats obtenus avec cette colonne ont
été une révélation. En effet, il a été possi-
ble d’une part de mettre en évidence le
traitement d’un veau au salbutamol par
I’analyse de son urine, et d'autre part,
chose trés surprenante, il s’est avéré que
cette colonne est encore meilleure pour le
dépistage de clenbuterol. Elle peut donc
&tre utilisée simultanément pour la con-
firmation de la présence de clenbuterol et
de salbutamol.

6. Conclusion

Durant ce travail, deux gels contenant
des anticorps sélectifs au clenbuterol et
aux f-agonistes ont été testés.

Les résultats obtenus sont trés intéres-
sants, car ils permettent I’ utilisation d’une
seule colonne pour 1’analyse de deux [-
agonistes.

En effet, I’identification de clenbute-
rol et de salbutamol peut se faire avec une
colonne contenant le gel d’ immunoaffini-
té pour les B-agonistes, ce qui devrait
confirmer, par CPG/SM, les résultats ob-
tenus avec la méthode ELISA.
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Pouvoir utiliser une seule colonne
présente de nombreux avantages:

— Seule une faible quantité d’échantillon
est nécessaire pour I'analysc des deux
B-agonistes.

— Le passage de I’échantillon sur une
seule colonne présente un gain de temps
considérable.

— Le temps de I’analyse CPG/SM est
plus court, car une seule injection four-
nit deux résultats.

— Le cofit est réduit, car ces gels greffés
sont trés chers (entre 300 et 400 frs. le
ml).

— La grande sélectivité de ces colonnes,
associée & la sélectivité des masses en
analyse SM et au temps de rétention
surlacolonne chromatographique, font
de cette technique une méthode d'iden-
tification tres fiable.

Cette méthode présente quelques dé-
savantages:

— La quantification est difficile, car le
seuil de détectionen SM est trop élevé.
11 faudrait explorer d’autres conditions
de mesure en CPG/SM.

— La réponse relativement faible obte-
nue sur le SM, liée & une capacité
également faible de la colonne immu-
nosélective sont les deux facteurs qui
limitent la sensibilité. La sensibilité de
cette méthode est évaluée a 2 mg/l
d’urine. Dans la situation actuelle,
seule la méthode ELISA, moins sélec-
tive, permet de détecter des concentra-
tions plus faibles.

Les résultats obtenus dans ce travail
pourront &tre appliqués dans la mesure ou
la qualité de ces gels reste constante. 1l est
donc nécessaire de tester différents lots
avant d’établir une méthode, alors la con-
firmation de la présence de clenbuterol et
de salbutamol dans des concentrations 22
mg/] pourra se faire par analyse CPG/SM
a I’aide d’une colonne d’immunoaffinité
pour les B-agonistes.
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