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Résumé — L’intérét du suivi d’une exposition au tabac par la mesure de la concentration de la cotinine dans les mi-
lieux biologiques est connu depuis longtemps. Métabolite principal de la nicotine, avec une demi-vie d’élimination
longue, le suivi de la cotinine permet 1’évaluation de 1I’'imprégnation tabagique dans les cas particuliers du tabagisme
passif chez I’enfant et chez I’adulte, dans les lieux publics ou le milieu professionnel. Le suivi de ce marqueur s’avere
également particulierement intéressant en santé au travail pour la surveillance d’expositions a certains solvants orga-
niques (benzene, toluéne, éthylbenzéne, xylene, hydrocarbures aromatiques polycycliques. .. ) dont les concentrations
ou celles de leurs métabolites sont influencées par la consommation de tabac. L'urine demeure la matrice biologique
de choix pour évaluer le degré d’exposition. Un seuil de positivité mesuré a 6 ng/mL dans 1’urine permet de distinguer
une population pédiatrique exposée ou non. D’autres matrices comme les cheveux ou la salive apparaissent depuis plu-
sieurs années comme utiles dans le cadre du dépistage de I’exposition au tabagisme environnemental. Le dosage de la
cotinine dans les cheveux montre une nouvelle fois I’intérét rétrospectif de 1’ utilisation de ce type de matrice. La salive,
avec un intérét moindre chez le nouveau né, a été utilisée dans plusieurs études pour distinguer des populations expo-
sées et non exposées avec un seuil de positivité fixé a 1 ng/mL. Deux types de méthodes sont principalement utilisées
pour le dosage de la cotinine : les méthodes chromatographiques HPLC-DAD, HPLC-MS, GC-MS et les méthodes
immunologiques (RIA ou immunoenzymatiques par ELISA). Des études récentes montrent I’évolution des techniques
ELISA. Elles peuvent par exemple étre utilisées dans la salive avec un seuil de positivité de la cotinine a 1 ng/mL
permettant de définir une population imprégnée. Actuellement, nombreuses sont les études qui utilisent avec succes les
techniques immunologiques en pédiatrie et en santé au travail. Les avantages apparaissent alors multiples notamment
en termes de coflit et de rapidité. Elles sont suffisamment sensibles et peuvent étre utilisées pour différents types de
matrices biologiques.

Mots clés : Cotinine, pédiatrie, toxicologie professionnelle

Abstract — It is well known today that tobacco exposure can be assessed by the measurement of several markers in
biological fluids. Cotinine, a nicotine metabolite with a longer biological half-life than nicotine, is probably the most
reliable index that can be used to measure exposure to environmental tobacco smoke in adults in the context of an
exposure at workplace, and also in children. Additionally, cotinine appears to be a very useful marker to investigate the
exposure of workers to organic solvents (benzene, toluene, ethylbenzene, xylene, polycyclic aromatic hydrocarbons. . .)
given that their concentrations and/or those of their metabolites can be influenced by tobacco smoke. Urine remains an
accurate biological specimen to assess the level of tobacco exposure of individuals. A urinary cotinine level of 6 ng/mL
(cut-off) is a precise and sensitive test in discerning exposed children to tobacco smoke from non-exposed children.
Other alternative biological specimens such as hair or saliva can also be used for this purpose. Hair cotinine has proved
to be a reliable tool for evaluating the level of environmental tobacco smoke in a pediatric population. Saliva has been
successfully applied in several studies amongst primary school children or in workers with a cut-off value for cotinine
of 1 ng/mL. Various assays are presently available for the measurement of cotinine in biological specimens. Most of
them are based on chromatographic (HPLC-UV, HPLC-MS, GC-MS) or immunoassay methods (RIA, EIA). Recent
studies showed that ELISA can be used to measure cotinine in saliva at a level as low as 1 ng/mL, this concentration
being the cut-off allowing to distinguish individuals exposed to environmental tobacco smoke from individuals not
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exposed. Currently, many studies dealing with tobacco smoke exposure in children or in adults in the workplace use
immunoassays with success to measure cotinine in various biological specimens. Advantages are mainly the short

working time and the cost.
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1 Introduction

Bien que les conséquences du tabagisme actif soient
connues depuis longtemps chez 1’adulte, il faut attendre le
début des années 1970 pour voir apparaitre la notion de
tabagisme passif chez 1’enfant et de risques encourus par
I’entourage de fumeurs en milieu professionnel [1]. L’intoxi-
cation tabagique, quelqu’en soit I’ origine, peut étre évaluée par
la mesure d’un certain nombre de marqueurs dans les milieux
biologiques. Parmi ceux-ci, on peut distinguer des marqueurs
spécifiques de la consommation de tabac (nicotine, cotinine)
et des marqueurs non spécifiques pouvant avoir d’autres ori-
gines que la fumée de cigarette (thiocyanates, monoxyde de
carbone) [2]. En milieu professionnel ou en pédiatrie, la coti-
nine est aujourd’hui tres largement utilisée comme marqueur
biologique permettant de diagnostiquer et/ou de suivre les su-
jets confrontés a une exposition tabagique.

A cet effet, plusieurs matrices biologiques peuvent étre
employées, comme le sang, les cheveux ou la salive, ’urine
demeurant le milieu de choix dans le cadre du dépistage de
I’exposition au tabagisme. Les méthodes analytiques utiles au
dosage de ce marqueur sont variées et font appel pour 1’essen-
tiel a des méthodes séparatives et a des méthodes immunolo-
giques.

Cet article a pour objectif de préciser la place de la cotinine
et des méthodes permettant son dosage dans les matrices bio-
logiques, pour évaluer le degré d’imprégnation tabagique chez
les individus. Le cas particulier du tabagisme passif chez I’en-
fant et celui du I’exposition au tabac en milieu professionnel
font I’objet des paragraphes suivants.

2 Tabagisme passif chez I’enfant

Le tabagisme passif est défini comme 1’exposition involon-
taire d’un sujet non fumeur a la fumée de tabac dégagée dans
son voisinage par un ou plusieurs fumeurs [3]. Il est clairement
reconnu aujourd’hui que le feetus, le nourrisson et le jeune en-
fant sont particulierement exposés a ce risque, lorsque I’un des
parents ou les deux sont fumeurs. Les conséquences d’une telle
exposition chez les individus jeunes et a fortiori sur le foetus
pendant la grossesse sont nombreuses et souvent a 1’origine
de graves perturbations et complications. Nous ne résumerons
dans ce chapitre, que les éléments essentiels.

2.1 Tabagisme passif pendant la grossesse
et a la naissance : quelles conséquences ?

Le tabagisme passif augmente la mortalité foetale et néo-
natale de pres de 10 %, principalement par la survenue plus
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fréquente d’hémorragies placentaires et par rupture prématu-
rée des membranes [4]. Chez les fumeuses, les avortements
spontanés seraient augmentés de 80 % [5], et I’accroissement
du taux de prématurité serait de 1’ordre de 10 %, ce dernier
étant relié au nombre de cigarettes fumées [6]. De méme, le
tabagisme passif est responsable d’un retard de croissance uté-
rine ; la diminution du poids a la naissance serait en moyenne
de 200 g et proportionnelle & I’'importance de la consommation
de tabac [3].

L’existence de malformations spécifiquement reliées au ta-
bagisme pendant la grossesse demeure aujourd’hui encore lar-
gement controversée. Toutefois, il ressort d’une méta-analyse
portant sur plus de 2 millions de naissances (11 études), que
la survenue de fentes palatines serait augmentée de 30 % chez
les enfants de meres fumeuses [7].

A la naissance, chez les nourrissons exposés in utero au ta-
bagisme passif, il existe une altération précoce des parametres
respiratoires [8], caractérisée notamment par une réduction du
calibre des voies aériennes et une altération des propriétés mé-
caniques du systeme respiratoire. Or, on sait aujourd’hui que
les nourrissons qui développent des bronchiolites durant la
premiere année de vie sont ceux qui ont, a la naissance, des
voies aériennes de petit calibre [3].

2.2 Tabagisme chez le nourrisson et I’enfant :
quelles conséquences ?

Il est clairement démontré aujourd’hui (méta-analyse rete-
nant au total 32 publications) que 1’exposition au tabagisme
passif multiplie par deux le risque de mort subite inexpliquée
du nourrisson [9]. C’est ainsi que 1’augmentation du risque
chez le nourrisson exposé pendant et apres la grossesse a été
évalué a 108 % (IC95 % : 83 a 138 %) et si le nourrisson n’est
exposé au tabac qu’apres la naissance a 94 % (IC95 % : 55 a
143 %).

De la méme facon, toutes les études épidémiologiques
s’accordent pour montrer que le tabagisme facilite la surve-
nue d’infections des voies aériennes supérieures et inférieures.
Cette relation est dose-dépendante, et I’'influence du tabagisme
passif maternel est toujours prépondérante. Une méta-analyse
portant sur 50 articles fait ressortir, pour I’enfant exposé au ta-
bagisme maternel, une augmentation du risque de développer
des épisodes de bronchites, de bronchiolites, et de pneumopa-
thies de 72 % (IC95 % : 55 a 91 %) [10].

Au niveau de la sphere ORL, il est également établi que
les otites moyennes aigués sont plus fréquentes et d’une durée
plus longue chez les enfants exposés. L’ablation des végéta-
tions adénoides serait par ailleurs quatre fois plus fréquente
chez ces enfants [3].
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En ce qui concerne 1’asthme, toutes les études (études épi-
démiologiques et études prospectives) démontrent le lien fort
de causalité entre I’apparition d’un asthme et I’exposition des
enfants au tabagisme passif. Une méta-analyse (60 articles),
portant sur des enfants d’age scolaire exposés au tabagisme
d’au moins ’'un des parents, révele que 1’augmentation de la
prévalence de 1’asthme est de I’ordre de 21 % (IC95 % : 10 a
34 %). Cet effet est dose-dépendant, 1’effet du tabagisme ma-
ternel est plus fort et I’effet est d’autant plus marqué que 1’en-
fant est petit [11].

Concernant le risque de cancer, les études relatives aux re-
lations entre exposition passive au tabagisme et survenue d’un
cancer, montrent des résultats contradictoires. Ces études chez
I’enfant sont toutefois peu nombreuses et soulignent le pro-
bleme du délai écoulé entre I’exposition et le début de la pa-
thologie [3]. Néanmoins, une étude a montré que 18 % environ
des cancers du poumon chez les non-fumeurs seraient en lien
avec une exposition passive durant I’enfance [12]. Une autre
étude canadienne (étude cas/contrdle portant sur 114 femmes)
montre que le risque de cancer du poumon est maximal pour
une exposition avant I’age de 7 ans [13]. A linverse, les ré-
sultats d’une méta-analyse n’objectivent pas de relation entre
I’exposition au tabagisme passif pendant I’enfance et le can-
cer du poumon, mais montrent, en revanche, une relation entre
cette exposition et I’ensemble des cancers de 1’enfant, tumeurs
du cerveau et lymphomes notamment [3].

Enfin, il est établi aujourd’hui que le tabagisme passif chez
I’enfant peut aggraver certaines maladies respiratoires chro-
niques telles que la mucoviscidose [14].

Un dernier point concerne 1’impact potentiel de 1’exposi-
tion tabagique sur le comportement des enfants. A cet effet,
une étude américaine portant sur une cohorte de 2256 enfant
agés de 4 a 11 ans, a montré une augmentation significative
des troubles graves du comportement dans le groupe d’enfants
exposés in utero [15].

En conséquence, du fait de ses nombreux effets délé-
teres, dont certains sont gravissimes pour le nourrisson exposé
in utero ou pour le jeune enfant, le tabagisme passif pendant
I’enfance constitue un probléme majeur et toujours actuel de
santé publique.

3 Tabac en santé au travail
et en environnement

Depuis les années 80, les conséquences de 1’exposition
environnementale au tabac sur I’augmentation du risque de
cancer du poumon chez les non fumeurs ont été largement
décrites. En 1994 aux Etats-Unis, I’Occupational Safety and
Health Administration (OSHA) s’étant fixé comme objectif
d’assurer a chaque travailleur un travail dans de bonnes condi-
tions pour la santé, révele que pour certains toxiques, 1’expo-
sition sur le lieu de travail est supérieure a celle observée au
domicile. Cette constatation est faite notamment pour 1’expo-
sition a la fumée de tabac mise en évidence par des différences
de concentrations en nicotine observées sur le lieu profession-
nel et au domicile [16]. Ainsi, des concentrations en nicotine
inférieures 4 1 ug/m* sont mesurées dans des lieux profession-
nels ou I’interdiction de fumer est établie alors que des concen-
trations plus élevées de 2 2 6 pg/m> dans certains bureaux,
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et entre 3 et 8 ug/m?® dans certains restaurants sont observées
alors qu’il n’existe pas d’interdiction [16]. A coté de ces me-
sures sont opposées des concentrations de I’ordre de 3 pg/m?
dans différents domiciles de fumeurs. D une fagon plus géné-
rale, les auteurs constatent que 30 % des personnes sont expo-
sées au tabac sur leur lieu de travail et non a leur domicile.

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses études sont
favorables a la restriction d’utilisation du tabac en milieu pro-
fessionnel [17-20]. Larsson et coll. en 2008 décrivent les chan-
gements d’exposition de différents salariés travaillant dans des
bars, restaurants et casinos en Suede depuis les interdictions
de fumer mises en place sur les lieux de travail. Avant I’inter-
diction, 87 % des salariés étaient exposés a des concentrations
supérieures 2 0,5 ug/m> (seuil fixé d’apparition d’un risque).
Actuellement, ce chiffre a baissé et 22 % des salariés sont
encore exposés au tabac en milieu professionnel. Les auteurs
constatent une diminution de la consommation de tabac sur le
lieu de travail et une nette amélioration des symptdmes respi-
ratoires [19]. En Irlande, la mise en place de I’interdiction de
fumer dans les lieux publics a exactement le méme impact sur
les salariés d’hotels et de bars. Une étude comparative sur 35
salariés travaillant dans 15 hotels et bars différents a été réa-
lisée par mesure de la cotinine dans la salive et de la nicotine
dans I’air avant et apres I’interdiction. Elle montre une dimi-
nution de 1’ordre de 70 % de la concentration de cotinine dans
la salive avec des concentrations variant de 1,6 ng/mL a 0,5
ng/mL et une réduction de 83 % de la concentration de nicotine
dans I’air [17]. Les publications sur les conséquences des in-
terdictions dans les différents pays européens sont nombreuses
et les conclusions de celles-ci sont toutes similaires.

Dans une toute autre application, I’intérét du suivi du mar-
queur de la cotinine en santé au travail est reconnue dans le
cadre de la surveillance d’expositions a certains solvants orga-
niques dont les concentrations ou celles de leurs métabolites
sont influencées par la consommation de tabac. Lin et coll.
dans une étude récente étudient les relations entre les concen-
trations de composées organiques volatils comme le benzene,
le chloroforme ou I’éthylbenzéne dans 1Iair et dans le sang de
89 fumeurs et 265 non fumeurs dans le cadre de 1’étude amé-
ricaine NHANES (National Health and Nutrition Examination
Survey). Le statut tabagique des participants est évalué par la
concentration urinaire en cotinine. Les auteurs montrent que
les relations sang/air pour le benzene, le toluéne, le xylene et
I’éthylbenzéne sont influencées par la consommation de ta-
bac ou le tabagisme passif, différemment d’autres composés
comme le chloroforme, le 1,4-dichlorobenzeéne ou le méthyl-
terbutyl-éther [21]. Il apparait donc intéressant de confondre
les résultats de cotinine avec les concentrations sanguines en
composés organiques volatils.

L’exposition au benzeéne reste un cas tres intéressant.
L’étude de Manini et coll. en 2006 montre que des salariés
d’une société de taxis en Italie sont beaucoup plus exposés au
benzeéne que ce que veulent bien révéler les stations indica-
trices de la qualité de I’air en terme de concentrations en ben-
zeéne atmosphérique a I'intérieur des taxis [22]. La fumée de
cigarettes, bien connue comme facteur confondant de la sur-
veillance biologique au benzéne, est la principale source d’ex-
position environnementale dans cette étude. Ainsi, apres ex-
clusion de ce facteur, aucun des marqueurs biologiques (acide
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transmuconique et acide S-phénylmercapturique) ne varie de
facon significative entre les débuts et fins de poste chez ces sa-
lariés. Les concentrations alors observées se retrouvent dans
les fourchettes décrites en population générale pour les fu-
meurs et les non fumeurs et excluent toute exposition profes-
sionnelle significative au benzene. Ce dernier exemple nous
montre 1’intérét d’une surveillance concomitante avec par
exemple le suivi dans les urines de la cotinine et des métabo-
lites du benzeéne dans le cadre d’expositions professionnelles.

4 Les marqueurs biologiques

L’intoxication tabagique peut étre évaluée par la mesure
d’un certain nombre de marqueurs dans les milieux biolo-
giques. De facon idéale, un marqueur doit étre spécifique de
la consommation de tabac et suffisamment sensible pour per-
mettre une analyse au laboratoire, avoir une demi-vie assez
longue, reposer sur des prélevements facilement réalisables et
des méthodes de dosage simples et peu cotiteuses [2]. Dans
le contexte particulier de I’exposition tabagique en pédiatrie,
ce marqueur doit pouvoir étre aisément utilisé chez le jeune
enfant et le nourrisson.

Parmi les principaux marqueurs biologiques permettant
d’évaluer une exposition au tabac sont décrits le monoxyde de
carbone, les thiocyanates, la nicotine et la cotinine. Ce dernier
est aujourd’hui reconnu de maniere consensuelle comme étant
le meilleur indicateur de 1’exposition au tabagisme, en parti-
culier pour le dépistage du tabagisme passif [2, 23, 24]. Son
application fait I’objet des paragraphes suivants.

5 Dosage de la cotinine : quelles matrices
biologiques ?

En pédiatrie comme en santé au travail, I’'urine demeure a
ce jour la matrice biologique de choix pour évaluer le degré
d’exposition au tabagisme passif. La facilité de recueil d’un
préléevement urinaire rend compatible son usage dans les popu-
lations d’enfants et d’adultes soumis a un environnement taba-
gique méme si d’autres matrices font depuis quelques années
I’objet de nombreux travaux.

5.1 Urine

Nombreuses sont les études réalisant la surveillance biolo-
gique de I’exposition au tabac par les dosages de la cotinine
dans les urines [18,22, 25, 26]. Elligsen et coll. décrivent une
surveillance biologique chez 93 salariés non fumeurs de bars et
restaurants en Norvege avec une cotinine urinaire qui diminue
de 9,5 ug/g de créatinine a 1,4 pg/g de créatinine apres 1’in-
terdiction de fumer dans les lieux publics. Ces concentrations
sont corrélées aux diminutions des concentrations atmosphé-
riques en nicotine [18].

Chez I’enfant, la majorité des études traitant des moyens
biologiques utiles au dépistage d’une exposition au tabagisme
passif a été conduite a partir d’un dosage de cotinine dans
les urines. Nous résumons ci-apres les principaux résultats de
4 études réalisées chez le jeune enfant ou le nouveau-né.
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Schneider et coll. [27] ont dosé la cotinine dans les urines
de 67 enfants hospitalisés pour des affections variés. Les ré-
sultats étaient corrélés avec les habitudes des parents en ma-
tiere de consommation de tabac. La réalité d’une exposition
au tabagisme passif était définie par une cotinurie égale ou su-
périeure a 6 ng/mL. Les auteurs ont montré 1’existence d’une
forte corrélation entre le tabagisme parental et la concentra-
tion urinaire en cotinine (p < 0,0001). Chez les enfants dont
un seul parent était fumeur, la concentration urinaire en coti-
nine était plus élevée lorsqu’il s’agissait de la mere. Enfin, il
faut relever que seuls 5 % des enfants de 1’étude présentaient
des concentrations urinaires supérieures a 50 ng/mL.

L’étude de Barbier et coll. [1] avait pour objectif de dé-
terminer les circonstances d’exposition au tabagisme passif
de I’enfant, d’en apprécier I’importance par le dosage de la
cotinurie et d’étudier les relations entre tabagisme passif et les
maladies associées de I’enfant. Le seuil de positivité était fixé
a 6 ng/mL. 201 enfants étaient inclus dans 1’étude (age : 1 a
77 mois). Une relation significative était établie entre le ta-
bagisme passif (objectivé par 1’exposition d’un sujet non fu-
meur a la fumée d’au moins trois cigarettes par jour en atmo-
sphere confinée) et la cotinurie positive, notamment en ce qui
concerne le tabagisme maternel. Une autre relation était mise
en évidence entre une cotinurie positive et les antécédents d’in-
fection ORL (rhinopharyngite, otites moyennes aigués) chez
I’enfant.

Dans I’étude de Willers et coll. [28] réalisée chez 23 en-
fants asthmatiques (age moyen : 8,4 + 3,7 ans), les auteurs
ont montré 1’existence d’une association forte entre la cotinine
urinaire, I’exposition au tabagisme passif objectivée au moyen
d’une enquéte, et la présence de nicotine dans la poussiere de
la maison familiale.

Enfin, plus récemment Mansi et coll. [29] ont démontré de
facon tout a fait claire, dans une étude incluant 50 nouveau-
nés, que la cotinurie mesurée a la naissance était prédictive
des modifications de comportement a type d’irritabilité, de
troubles de 1’attention ou de difficultés de réponses a un sti-
mulus, observées plus tard chez ces nourrissons.

De nombreuses autres études montrent 1’intérét de 1’urine
en tant que matrice de choix dans 1’évaluation du degré
d’exposition de populations pédiatriques au tabagisme pas-
sif [30-32].

5.2 Sang

Les études fondées sur le dosage de la cotinine dans le
sang, le sérum ou le plasma sont peu nombreuses, notamment
en pédiatrie. 11 est vraisemblable que la moindre praticabilité
d’un dosage sanguin chez I’enfant, en particulier chez le nour-
risson, rend plus difficile I’acces a ce marqueur dans cette ma-
trice. Nous retiendrons toutefois deux publications originales.

Le travail de Aligne et coll. [33] s’intéressait a la recherche
de relations entre la survenue de caries dentaires et 1’exis-
tence d’un tabagisme passif chez I’enfant. Ce critere était dé-
fini par des concentrations sériques de cotinine allant de 0,2 a
10 ng/mL. Cette vaste étude portait sur 3531 enfants agés de
4 2 11 ans (suivi entre 1988 et 1994) ayant bénéficié a la fois
d’un dosage sérique de cotinine et d’un examen dentaire. Les
auteurs démontrent I’existence d’une association entre le taba-
gisme passif et le risque de survenue de carie chez les enfants.
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La concentration de cotinine dans le sérum était significative-
ment associée au dents cariées présentant des cavités avec un
odds ratio de 2,1 (IC95 % : 1,5-2,9).

La récente étude de De Chazeron et coll. [34] avait, pour
un de ses objectifs, de caractériser chez des nouveau-nés I’ex-
position anténatale au tabagisme de la mere. 1007 femmes en-
ceintes ont été recrutées et ont fait 1’objet d’une enquéte pour
appréhender le plus précisément possible leur statut vis-a-vis
de la consommation de tabac. A la naissance, du sang mater-
nel et du sang de cordon étaient systématiquement prélevés et
analysés pour y rechercher la présence de cotinine. Les résul-
tats montrent une forte corrélation entre les concentrations de
cotinine mesurées chez la mere et celles mesurées dans le sang
de cordon.

Il est utile de préciser que dans ce contexte particulier vi-
sant a définir si un nouveau-né a été exposé au tabagisme passif
avant la naissance, I’examen dans le sang de cordon présente
I’avantage d’étre non invasif.

5.3 Méconium

Bien que peu décrit dans la littérature, le dosage de la coti-
nine dans le méconium peut présenter un intérét pour évaluer
I’exposition anténatale d’un nouveau-né au tabagisme passif.
L’analyse dans le méconium a I’avantage, comparativement au
dosage dans I’urine ou le sang, d’étre une technique non inva-
sive et de permettre une évaluation « historique » du niveau
d’exposition du nouveau-né pendant sa vie feetale, pouvant re-
monter jusqu’a 20 semaines avant la naissance [35]. Dans une
étude réalisée sur des méconiums provenant de 55 nouveau-
nés de mere non fumeuses, de meres exposées au tabagisme
environnemental ou de meres fumeuses (Iégeres ou séveres),
les concentrations de cotinine dans cette matrice étaient corré-
1ées aux habitudes maternelles [36]. Ces concentrations étaient
respectivement de 10,9 ng/mL, 31,6 ng/mL, 34,7 ng/mL et
54,6 ng/mL chez les nouveau-nés de meres non fumeuses, de
meres exposées passivement, de meres fumeuses 1égeres et de
fumeuses séveres.

5.4 Cheveux

A Tinstar de nombreux autres xénobiotiques, la cotinine
s’accumule dans les cheveux, ce qui permet, grace a 1’ana-
lyse capillaire, d’estimer le degré d’exposition anténatale sys-
témique a long terme du nouveau-né ou du jeune enfant. Nous
ne reviendrons pas dans cet article sur ’intérét de 1’analyse du
cheveu dans la mise en évidence d’une exposition ancienne a la
cotinine, ce sujet ayant fait I’objet de différents articles dont les
plus anciens ont été publiés il y a plus d’une quinzaine d’an-
nées [37-40]. Chez I’enfant et le nouveau-né, outre 1’avantage
de permettre une analyse rétrospective de leur exposition au ta-
bac, I’analyse des cheveux présente un atout supplémentaire :
le caractere non-invasif du prélevement.

La meilleure illustration de 1’utilisation de la cotinine
contenue dans les cheveux comme marqueur de I’exposition
a la fumée de tabac en pédiatrie, nous est donnée par le ré-
cent article de Florescu et coll. [41]. Il s’agit d’une méta-
analyse reprenant six études internationales concernant au
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total 1746 individus dont 580 enfants (dges compris entre
6 mois et 4 ans) et 202 nouveau-nés. Le reste de la popula-
tion de 1’étude était constituée de femmes enceintes ou non.
Chez les jeunes enfants, les auteurs montrent que la concen-
tration de cotinine dans les cheveux était en moyenne de
0,96 ng/mg (IC95 % : 0,86—1,07) chez les enfants exposés ver-
sus 0,33 ng/mg (IC95 % : 0,25-0,40) chez les enfants non
exposés (p < 0,05). Chez les nouveau-nés exposés au ta-
bac in utero, la concentration de cotinine était en moyenne
de 1,42 ng/mg (IC95 % : 1,18-1,65). Une analyse complé-
mentaire a permis de définir chez les enfants, une valeur seuil
(cutoff) de 0,2 ng/mg distinguant les individus exposés des in-
dividus non exposés.

5.5 Salive

A coté de Iurine, la salive apparait comme une matrice in-
téressante pour le suivi d’expositions en santé au travail et en
environnement [17,42, 43]. Elle présente de nombreux avan-
tages : demi vie proche de la demi vie plasmatique, valeurs de
distribution dans la salive proportionnelles aux concentrations
plasmatiques, stabilité de la cotinine dans la salive (a 22 °C
pendant 2 semaines), concentrations plus élevées que dans le
plasma. On restera cependant prudent dans I’ interprétation des
résultats salivaires sachant que les concentrations de cotinine
dans la salive dépendent de la production de salive [42].

Depuis les années 90, un seuil de 0,1 ng/mL est fixé pour
les non fumeurs non victimes de tabagisme passif alors que des
concentrations entre 0,1 et 30 ng/mL sont observées dans des
cas de tabagismes passifs et des concentrations supérieures a
100 ng/mL chez des fumeurs [42].

Ainsi, dans I’étude de Mulcahy et coll. citée précédemment
sur I’exposition au tabac chez des salariés employés dans des
bars en Irlande, une diminution de 83 % de la nicotine dans
I’atmosphere est corrélée a une diminution de 69 % de la coti-
nine salivaire (de 1,6 ng/mL a 0,5 ng/mL) [17].

Chez I’enfant, la salive apparait depuis plusieurs années
comme une matrice également utile au dépistage de 1’expo-
sition au tabagisme environnemental. A en juger par la littéra-
ture, il apparait que les anglo-saxons, dans le contexte d’études
épidémiologiques, dosent la cotinine plus volontiers dans la
salive que dans I’urine. Si chez le nouveau-né, cette matrice
n’est pas d’une grande praticabilité, elle le devient chez I’en-
fant plus 4gé. C’est ainsi que dans le cadre d’une importante
étude visant a évaluer 1’exposition au tabac chez 245 enfants
(age : 5-11 ans) scolarisés dans plusieurs classes primaires de
Liverpool (UK), Delpisheh et coll. ont utilisé la cotinine sali-
vaire comme marqueur de I’imprégnation tabagique. Un seuil
de positivité était alors fixé a 1 ng/mL pour distinguer les en-
fants exposés des enfants non exposés. Les auteurs ont pu iden-
tifier de maniere significative plusieurs facteurs de risques as-
sociés a une exposition au tabagisme passif, parmi lesquels le
tabagisme maternel, un age inférieur a 7 ans, étre un garcon,
ou encore vivre dans un contexte socio-économique défavo-
risé [44]. Une récente étude montra qu’un seuil de positivité
de 12 ng/mL de cotinine salivaire serait mieux adapté, en par-
ticulier pour un usage chez I’enfant [45].

Au plan analytique, les études précitées, quelque soit la
matrice biologique utilisée, montrent la nécessité de disposer
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de méthodes analytiques capables de détecter et de quantifier
de faibles concentrations de cotinine, de 1’ordre de quelques
ng/mL, voire inférieure au ng/mL dans le cas de la salive. Le
paragraphe suivant a pour objet de préciser quelles sont ces
méthodes et en particulier de définir la place de I'immunochi-
mie dans le contexte de 1’exposition au tabagisme passif.

6 Dosage de la cotinine : quelles méthodes
analytiques ? Place de I'immunochimie

De nombreuses méthodes analytiques ont été décrites pour
doser la cotinine dans les matrices biologiques. Elle peuvent
&tre classées en trois catégories : les méthodes colorimétriques,
séparatives et immunologiques. Du fait des faibles concentra-
tions de cotinine attendues chez les sujets exposés passive-
ment a la fumée de tabac comparativement aux sujets fumeurs
actifs (concentrations de cotinine de 50 a 100 fois plus im-
portantes) [46], le choix d’une technique bien adaptée a cette
contrainte doit se faire sur deux critéres principaux : une bonne
spécificité et 1’obtention de limites de détection et de quanti-
fication basses, de 1’ordre de quelques ng/mL. La praticabilité
de la méthode est aussi un argument a prendre en considération
en vue d’analyses a grande échelle.

6.1 Colorimétrie

Les méthodes colorimétriques sont des techniques met-
tant en évidence les métabolites de la nicotine par révélation
des molécules a noyau pyridine. Cette méthode est fondée sur
la réaction de Konig (KCN — chloramine T — acide barbitu-
rique) [2]. Bien que cette technique soit simple, rapide, peu
cofliteuse et facilement automatisable, elle souftfre d’un incon-
vénient essentiel : sa limite de détection. Parant et coll. [47],
rapportent une limite de détection dans 1’urine de 1’ordre de
900 ug/L, seuil qui a I’évidence est totalement inadapté a I’éva-
luation de I’exposition d’individus au tabagisme passif, parti-
culierement chez I’enfant.

6.2 Techniques séparatives

Les méthodes séparatives sont constituées pour 1’essen-
tiel de méthodes chromatographiques telles que la chroma-
tographie liquide haute performance (HPLC) associée a un
détecteur UV ou a barrettes de diodes (DAD), voire a un
détecteur de masse (MS et MS/MS) et la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS).
D’une maniére générale, ces méthodes bénéficient d’une limite
de quantification basse et sont caractérisées par une grande
spécificité.

En reprenant certaines des études présentées dans les cha-
pitres précédents, il apparait clairement que les techniques sé-
paratives sont capables de répondre efficacement a la problé-
matique du tabagisme passif, notamment en pédiatrie. Dans
leur étude, Schneider et coll. [27] utilisait une technique de
dosage de la cotinine dans 1’urine par HPLC-UV dont la li-
mite quantification était de 1 ng/mL; le seuil de positivité
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permettant de distinguer les sujets exposés, des sujets non
exposés était, rappelons le, de 6 ng/mL. Dans I’étude de
Barbier et coll. [1], 1a limite de quantification dans I’urine était
de 5 ng/mL. Pour compléter sur ce point, nous pouvons égale-
ment citer les travaux de De Chazeron et coll. [34] rapportant
une limite de quantification par GC-MS de 1,5 ng/mL dans le
plasma, et les travaux de Willers et coll. [28] basée sur le do-
sage de la cotinine urinaire par LC-MS/MS et dont la limite de
quantification était de 0,1 ng/mL.

6.3 Immunochimie
6.3.1 Test RIA (radio immuno assay)

Cette technique utilise un principe de compétition vis-a-vis
de son anticorps spécifique entre la cotinine présente dans une
matrice biologique et une quantité donnée de cotinine marquée
par un radio-isotope. Dans la technique originale de Langone
et Van Vunakis [48] I’étendue des gammes d’étalonnages pour
le dosage de la cotinine allait de 0,2 ng/mL a 20 ng/mL. Cette
méthode a été adaptée avec succes dans I’étude de Leong
et coll. [30] ou la cotinine était dosée dans des urines collec-
tées chez des enfants. De méme, la méta-analyse de Florescu
et coll. [41] a été réalisée a partir de 1’analyse de la cotinine
dans les cheveux par RIA avec une limite de quantification
de 0,02 ng/mg (pour 5 mg de cheveux), soit une concentra-
tion 10 fois inférieure a celle retenue comme seuil de positivité
pour distinguer les enfants soumis au tabagisme passif de ceux
non exposés au tabac.

Il ressort de ces données que la RIA, avec des limites de
quantification basses, est une technique performante pour le
dosage de la cotinine pour contrdler I’exposition au tabagisme
passif. Elle souffre toutefois de plusieurs inconvénients liés
principalement au temps d’analyse élevé (parfois supérieure
a 48 h), a I’équipement spécifique ainsi qu’aux agréments né-
cessaires a sa mise en ceuvre.

6.3.2 Méthodes immunoenzymatiques

De fagon générale, les méthodes immunochimiques des-
tinées au dosage de la cotinine dans les matrices biologiques
utilisent des techniques sur microplaques ELISA ou utilisent
des réactifs liquides préts a I’emploi et facilement adaptables
sur automate.

En 2005, les travaux sur la cotinine du groupe de tra-
vail mixte SFBC et SFTA [49], concluaient apres une évalua-
tion des tests d’immunodosages suivants : trousse Cotinine®
(KoneLab® SA) et trousse Cotinine Enzyme Immunoassay®
(Diagnostic Reagent Inc®), que ces méthodes présentaient
une imprécision importante pour des concentrations dans
I’urine inférieures a 200 ng/mL, rendant inappropriée leur uti-
lisation pour le dépistage du tabagisme passif chez 1’adulte,
et a fortiori chez I’enfant. Du fait notamment de leur faci-
lité de mise en ceuvre, ces tests demeurent néanmoins tres
utiles dans le suivi de patients suite a 1’arrét de la consom-
mation de tabac. Parant et coll. [47] ont des conclusions si-
milaires aprés un essai pratiqué dans ’urine avec le réactif
« Cotinine » commercialisé par Microgenics® et adapté sur
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un automate de biochimie dit ouvert (analyseur Dimension®
RXL). Suite a I’évaluation des performances de cette méthode,
les auteurs rapportent une limite de détection analytique esti-
mée de ’ordre de 45 ng/mL, seuil insuffisant en regard des
données de concentrations exposées précédemment.

Toutefois, plusieurs études ont utilis¢é 1I’immunochimie
comme méthode d’évaluation de I'imprégnation tabagique.
C’est ainsi que dans leur étude visant a définir I'intérét du
dépistage a grande échelle de I’exposition environnementale
au tabac chez I’enfant, Ino et coll. [32] utilisent une mé-
thode de dosage de la cotinine par technique ELISA (Cosmic
Corporation, Japan) dont la limite de quantification est de
5 ng/mL pour un seuil de positivité de la cotinine dans I’urine
défini a 10 ng/mL.

Les travaux de Delpisheh et coll. cités plus haut [44], réa-
lisés a partir d’un prélevement de salive, emploient une tech-
nique sur microplaques ELISA (trousse Cozart® EIA cotinine
oral fluid kit) pour le dosage salivaire de la cotinine. La limite
de quantification n’est pas indiquée par les auteurs, mais la mé-
thode permet de distinguer les enfants exposés des enfants non
exposés avec un seuil de positivité de la cotinine de 1 ng/mL
dans la salive.

Sur la base d’un dosage de cotinine dans le méconium,
Dempsey et coll. [35] utilisent une méthode immunochimique
par microplaques ELISA (STC technologies) destinée initiale-
ment a ’analyse de la cotinine dans le sérum pour un dosage
dans le méconium. Les auteurs indiquent que ce test est ca-
pable de caractériser une exposition anténatale par la mesure
de la cotinine dans le méconium de nouveau-nés avec un seuil
de positivité de 10 ng/mL.

Nous pouvons citer la trousse cotinine (IDS One-step
ELISA distribué par CHEMTOX) dont le seuil de quantifica-
tion dans 1’urine est évalué a 5 ng/mL, ou encore le test des-
tiné au sérum « Métabolites de la nicotine » (DPC®) adapté
sur ’analyseur Immulite2000® validé par Parant et coll. [47]
chez I’adulte, et présentant une limite de détection analytique
de 10,8 ng/mL. Ces seuils relativement bas devraient permettre
d’envisager 1’'usage de ces deux tests aux fins d’évaluation de
I’exposition au tabagisme passif tant chez 1’enfant que chez
I’adulte en milieu professionnel.

En résumé, les méthodes immunologiques dites « froides »
ont été utilisées avec succes dans plusieurs études réalisées
chez I’enfant et I’adulte pour le dépistage d’un éventuel taba-
gisme passif. Les contraintes liées aux faibles concentrations
attendues et aux différentes matrices utilisées, apparaissent
comme pouvant étre résolues au moyen de plusieurs de ces
techniques. Ces méthodes présentent en outre une pratica-
bilité excellente du fait notamment de 1’automatisation pos-
sible, conduisant par suite a un rendu rapide des résultats. Il
reste que les problemes de spécificité inhérents aux techno-
logies employées doivent impérativement étre évalués par les
utilisateurs.

7 Conclusion

Les conséquences de 1’exposition environnementale au ta-
bac chez I’enfant, le nouveau-né, suite a une exposition anté-
natale, ou encore chez 1’adulte sur son lieu de travail sont nom-
breuses et potentiellement gravissimes. L’évaluation du degré
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d’exposition a la fumée de tabac dans ces populations passe
par I’analyse de biomarqueurs dans les matrices biologiques.
Depuis longtemps reconnu comme marqueur de choix, le do-
sage de la cotinine, notamment dans 1’urine, permet de carac-
tériser avec précision une éventuelle imprégnation tabagique.
D’autres matrices biologiques ont également montré un inté-
rét. En particulier, la salive ou le cheveux, matrice alternative
permettant un « regard historique » sur le passé d’une exposi-
tion environnementale au tabac.

Sur le plan analytique, la contrainte principale est due aux
faibles concentrations de cotinine attendues chez les sujets ex-
posés, en particulier chez I’enfant (de quelques ng/mL dans
I’urine, rarement supérieures a 150 ng/mL). Au vu des études
rapportées précédemment, il apparait clairement que 1’ analyste
a un choix important de méthodes séparatives ou immunochi-
miques bien adaptées a cette problématique. Faut-il s’orienter
vers une méthode chromatographique caractérisée par sa spé-
cificité et une bonne voire trés bonne sensibilité, ou vers une
méthode immunologique, notamment immunochimique, dont
la mise en ceuvre aisée la rend plus accessible ? Pour ce choix,
I’essentiel demeure dans 1’évaluation systématique de la ou
des méthode(s) choisie(s), en fonction notamment du contexte
d’analyse (ex. étude clinique, suivi thérapeutique), de la popu-
lation étudiée (pédiatrique, adulte), des habitudes du labora-
toire, de la praticabilité, et du cofit. Une détermination précise
du seuil de quantification de la méthode choisie est un préa-
lable primordial dont il ne faudrait pas faire I’économie.

En 2009, malgré les progres réalisés, le tabagisme passif
chez I’enfant et I’exposition environnementale au tabac chez
I’adulte en milieu professionnel demeurent des problemes ma-
jeurs de santé publique. Dans ce contexte, le biologiste et/ou le
toxicologue analyste ont un rdle tout a fait essentiel vis-a-vis
des pouvoirs publics, des cliniciens et des entreprises pour
faire connaitre les possibilités analytiques permettant le dépis-
tage et le suivi des populations concernées par cette exposition
au tabac, que plusieurs spécialistes décrivent encore aujour-
d’hui comme une « catastrophe sanitaire annoncée ».
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