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La Sauge divine : une future drogue
d’abus en Suisse ?

C. GIROUD™, A. MENETREY®, F. FELBER® ¥,
M. AUGSBURGER®, B. HORISBERGER®,
L. RIVIER®, P. MANGIN®

(1) Laboratoire de toxicologie analytique, Institut
Universitaire de Médecine Légale, LAUSANNE,

(2) Institut de botanique de I’Université de Neuchitel,
(3) Jardin botanique de Neuchitel.

OBJECTIF

La Sauge divine (Salvia divinorum Epling & Jativa)
est une plante de la famille des menthes, traditionnel-
lement utilisée par les Indiens Mazatec du Mexique en
médecine populaire et lors de pratigues divinatoires
(1). Récemment, 2 exemplaires de plantes vasculaires a
port de Lamiaceae ont été découverts lors d’une per-
quisition effectuée suite a un incendie survenu chez un
particulier. Les plantes se trouvaient mélées a des
plants de Cannabis.

L’objectif : est d’identifier les plantes par le biais de la
botanique classique et de la chimiotaxonomie.
MATERIEL ET METHODE

3 ml d’une solution méthanolique contenant 100 mg de
plantes séchées et broyées dans un mixer sont traités
dans un bain ultrasonigue. Aprés extraction pendant
30 min sur un mélangeur horizontal, la phase orga-
nique est filtrée puis évaporée a sec sous Nz Le résidu
est reconstitué dans 100 ul d’acétonitrile. 1 ul est ana-
lysé par CPG-SM (CPG HP 5890 séries II plus équipé
d’un injecteur automatique HP 7673 et couplé a un SM
MSD HP Séries 5971). Pour la séparation, une colon-
ne HP Ultra-2, 25 m x 0,2 mm D.I. x 0,33 um est utili-
sée. Les spectres de masse inconnus sont identifiés par
comparaison avec ceux stockés dans des bibliothéques
de spectres de masse de référence (Pfleger, Aafsdrug,
Nbs, Wiley) (2).

RESULTATS

L’analyse du matériel végétal par CPG-SM révéla la
présence de salvinorin A, un diterpéne a noyau trans-
néoclérodane. Cette substance est réputée avoir des
propriétés psychotropes proches de celles de la mesca-
line. L’inhalation de 200-500 ug de salvinorin A pure
provoque des hallucinations. A ’image des cannabi-
noides qui sont des terpénophénols, la salvinorin A est
dépourvue d’azote et constitue ainsi un des rares
exemples de substance psychotrope n’appartenant pas
a la famille des alcaloides. A notre connaissance, la
salvinorin A a été détectée a ce jour dans une seule
plante : la Sauge divine. Notre hypothése sur l'identité
botanique de cette plante fiit confortée par la compa-
raison de nos spécimens avec un exemplaire conservé
a l’herbier du conservatoire et jardin botanique de la
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ville de Genéve. De nombreux sites sur le Web men-
tionnant la Sauge divine et son potentiel psychotrope
ont été découverts par la suite.

CONCLUSION

La découverte des spécimens de Sauge divine auprés
de plants de Cannabis, dans une habitation consacrée
a la culture “indoor” a grande échelle du Cannabis
suggere que des tentatives constantes sont menées pour
introduire sur le marché suisse de nouvelles plantes
psychoactives, non répertoriées dans la liste des pro-
duits stupéfiants. Cependant, I’histoire récente a mon-
tré que rares sont celles qui obtiennent la faveur des
consommateurs. A notre connaissance, d ce jour, en
plus des psychotropes classiques, seules les plantes a
atropine et les champignons “magiques” ont obtenu un
succes relatif auprés des amateurs suisses de sub-
stances psychoactives d’origine naturelle.
REFERENCES
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pene hallucinogen, salvinorin (divinorin) A. Journal of
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Comparaison des techniques d’hydroly-
se enzymatique et acide pour la détection
des opiacés et des benzodiazépines dans
les urines de sujets toxicomanes.

F. HADJ-LARBI, N. SADEG

Laboratoire Claude Bernard Hopital de Pontoise -
95301 PONTOISE.

OBJECTIFS

Le but de cette étude est de comparer deux techniques
d’hydrolyse de conjugués urinaires chez des toxico-
manes traités par la méthadone. Nous avons donc étu-
dié cette influence d’hydrolyse sur les benzodiazépines
et les opiacés.

MATERIEL ET METHODES

L’hydrolyse enzymatique fait intervenir la B-glucuroni-
dase (synthétisée par Hélix pomatia E C 3.2.1.31
BOEHRINGER) . A 1ml d'urine, on ajoute 1ml de tam-
pon phosphate pH 7 et 20 ul de B-glucuronidase. On
ajuste le pH de la solution entre 5 et 7, puis on porte le
mélange au bain—marie a 45° C pendant 2h. Au terme
de 'incubation, on ajoute 200 ul de solution d’étalons
internes pour effectuer la recherche des toxiques par
CLHP{Remedi® - Biorad) en effectuant une comparai-
son des spectres UV et des temps de rétention.
L’hydrolyse acide consiste a ajouter 50 pl d’acide
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chlorhydrigue fumant & Iml d’urine. On porte le
mélange a 60° C pendant 2h. A la fin de I’hydrolyse, on
ajuste le pH entre 5 et 7 par de la soude a 6,75 N. La
recherche des toxiques se fait également par CLHP
Remedi® par comparaison des spectres UV et des temps
de rétention.

Nous avons axé notre travail sur deux familles de sub-
stances psychotropes, les benzodiazépines et les opia-
Cés.

Chagque échantillon analysé correspond a un sujet toxi-
comane suivi pour un traitement de substitution a la
méthadone. Les urines ont d’abord été détectées posi-
tives pour les benzodiazépines et les opiacés par FPIA
(appareil Axsym®, Abbott) avant d’étre analysées avant
et apres hydrolyse par CLHP (Remedi®).
RESULTATS

- Benzodiazépines : n = 18 échantillons

Les benzodiazépines sont essentiellement éliminées
sous forme de conjugués dans les urines. L’hydrolyse
enzymatique a permis la détection par Remedi® de
benzodiazépines dans 28 % des échantillons, contre
16,7 % apres hydrolyse acide.

- Opiacés : n = 11 échantillons

Nous observons des résultats différents selon la sub-
stance incriminée.

Morphine : L’hydrolyse enzymatique a permis la
détection (ou I'augmentation de la concentration) de
morphine dans 100 % des échantillons analysés, contre
83,3 % pour 'hydrolyse acide.

Codéine : L’hydrolyse acide a permis la détection (ou
l'augmentation de la concentration) de codéine dans
79 % des cas, contre 34 % pour ’hydrolyse enzyma-
tigue.

CONCLUSION

- Benzodiazépines : Les résultats d’hydrolyses acide
et enzymatique, avec les protocoles décrits ne semblent
pas satisfaisants pour [’hydrolyse des conjugués des
benzodiazépines dans les urines. Ceci peut-étre en par-
tie dii & la limite de détection du Remedi® pour les ben-
zodiazépines, qui n’est que de 0,2mg/l, ce qui pourrait
exclure la détection de benzodiazépines a taux faible
telles que 'alprazolam et le flunitrazépam. Mais on
peut suspecter également une hydrolyse incompléte des
différents conjugués benzodiazépiniques.

- Opiacés : Malgré la parenté chimique des opiacés,
les techniques d’hydrolyse doivent étre choisies et
adaptées au conjugué que I’on veut hydrolyser.

Dosage urinaire de la buprénorphine et
de la norbuprénorphine par CLHP cou-
plée a la détection électrochimique

D. PICAZO, B. CAPOLAGHI

Laboratoire de biochimie-toxicologie,CHR Metz-
Thionville - 57100 THIONVILLE

OBJECTIFS

Différentes méthodes analytiques sont envisageables
pour identifier et/ou quantifier la buprénorphine et son
métabolite dé-alkylé dans 'urine (1). L’utilisation du
couplage CPG-SM pose parfois des difficultés inhé-
rentes d la thermolabilité de la buprénorphine. Le cou-
plage LC-MS, qui est siirement U'outil analytique le
mieux adapté a cette analyse, est encore peu répandu
(2).

Nous avons développé une technique de dosage par
CLHP couplée a la détection électrochimique, dont la
sensibilité et la spécificité permettent de répondre aux
besoins analytiques.

MATERIEL ET METHODE

La méthode est basée sur une extraction en phase soli-
de (colonne Isolute HCX de 130mg) suivie d’une puri-
fication de l'éluat. La séparation est réalisée sur une
colonne Nucléosil 100-5CN (250 x 4,6 mm, dp : Sum).
La phase mobile est constituée de tampon phosphate
pH 3,0-acétonitrile-méthanol (72 : 16 : 12 v/v) conte-
nant 1,3 mM de dodécylsulfate de sodium et 0,03 mM
d’EDTA. La détection est réalisée en mode ampéromé-
trique a un potentiel de 0,83 V.

RESULTATS

La linéarité de la méthode a été évaluée jusqu'a
100ug/l pour chagque molécule. La quantification est
assurée par l'ajout d’un étalon interne de structure
analogue : la diprénorphine.

Les limites de détection et de quantification sont res-
pectivement de 'ordre de Iug/l et de 3ug/l pour les
deux molécules concernées.

CONCLUSION

La méthode d’extraction utilisée est rapide et sélective.
Aucune interférence, notamment de la morphine ou
d’un de ses analogues, de structure, n’a été constatée.
La spécificité de la détection électrochimique impli-
quant ’oxydation du groupement phénolique en posi-
tion 3, permet de quantifier la présence de buprénor-
phine dans ['urine sans dérivation chimique, en pré-
servant l'intégrité chimique de la molécule.
REFERENCES
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Les substances consommeées dans ‘1’es-
pace festif techno”. Résultats prélimi-
naires d’un laboratoire participant au
systéeme d’identification nationale des
toxiques et substances

J. ARDITTI®, J.H. BOURDON®, P. BEAUVERIE®,
C. GATIGNOL®, A. SARRADET®

(1) Laboratoire de toxicologie et de pharmacodépen-
dance - MARSEILLE,

(2) Médecins du monde — Mission France — Réduction
des risques,

(3) AFSSAPS — Unité stupéfiants et psychotropes,

(4) Observatoire frangais des drogues et des toxicoma-
nies.

OBJECTIF

La composition des substances synthétiques diffusées
et consommées dans “l’espace festif techno” est diffi-
cilement appréciable, du fait de U'utilisation du terme
générique “Ectasy”. Le projet SINTES mis en place
par la MILDT en septembre 1999 sous la responsabili-
té de U'OFDT a pour objectif I'identification des sub-
stances contenues dans les produits saisis dans le cadre
du trafic ou collectés dans les milieux festifs sous le
nom d’Ectasy. Notre laboratoire participe a cette étude
dont nous présentons les résultats préliminaires avec
Vaccord de la direction de ’OFDT (J.M. COSTES) et
du responsable du projet (A. SARRADET).
MATERIEL ET METHODE

L’étude porte sur les échantillons collectés d’octobre d
mars par l'équipe Mission Rave de Médecins du
monde, selon les procédures définies dans le protocole
SINTES, dans 3 régions PACA, Languedoc-
Roussillon, Rhone-Alpes. Deux échantillons identiques
sont collectés, 'un pour ['analyse, [’autre pour
Uéchantillothéeque. Une description physique (logo,
poids, diamétre, épaisseur, inscription) et une photo-
graphie du comprimé sont réalisées. Le comprimé est
brové, une partie est mise en solution aqueuse puis
analysée par une méthode immunochimique ; [’autre
partie est mise en solution dans le méthanol puis, apres
extraction et double dérivatisation, la substance est
identifiée et dosée par CPG/SM. Les résultats sont
adressés a ’OFDT et a ’organisme assurant la collec-
te.

RESULTATS

47 comprimés et 5 poudres ont été analysés, provenant
pour 61,5 % de la région PACA.

Les comprimés ont un poids moyen de 260,88 mg *
03,3. Les formes, les couleurs, les “logo” sont variés.
Les quantités de substances actives sont différentes
pour un méme “logo”. La MDMA est la substance la

222

plus fréquemment identifiée ; elle est I'unique substan-
ce retrouvée dans 05,3 % des cas. La quantité maxi-
mum contenue dans les échantillons est de 164 mg,
avec une moyenne de 83,5 mg + 30,3 par comprimé.
D’autres dérivés amphétaminiques ont éié identifiés
ainsi que des substances médicamenteuses.
CONCLUSION

D’aprés Uanalyse des données, le MDMA semble étre
la substance la plus consommée dans les milieux festifs
des 3 régions attribuées. Les autres substances sont des
dérivés amphétaminiques de synthése et des médica-
ments de classes thérapeutiques variées non dénués de
toxicité, Ces résultats préliminaires concernant 1'iden-
tification des produits collectés dans les milieux festifs
permettent d'alimenter le dispositif TREND,

SINTES : Systéme d’identification national des
toxiques et substances

MILDT : Mission interministérielle de lutte contre la
drogue et la toxicomanie

OFDT : Observatoire francais des drogues et des
toxicomanies

TREND : Tendances récentes et nouvelles drogues

Approche toxicologique de I’évolution
entre 1993 et 1999 des profils de dépen-
dance des héroinomanes au moment de
Pinclusion dans un programme métha-
done

E. BUGNI®, M. GAUDONEIX®, J. BOUCHEZ®,
C. SCHOUVEY®, S. GASDEBLAY®, M. O. MAL-
LET®, M. MIKAELIAN®, M. HOUERY®, D. TOU-
ZEAU®, G. MAHUZIER®

(1) Laboratoire de Toxicologie, CHS Paul Guiraud, 54,
av de la République, 94800 VILLEJUIF

(2) Pharmacie, CHS Paul Guiraud, 54, av de la
République, 94800 VILLEJUIF

(3) Département de soin aux toxicomanes, Clinique
Liberté, 10, rue de la Liberté, 92220 BAGNEUX

OBJECTIF

Entre novembre 1993 et décembre 1999, 193 patients
présentant une dépendance majeure et avérée aux
opiacés ont débuté un traitement substitutif par la
méthadone au sein de la Clinique Liberté de Bagneux.
A Uinclusion, un dépistage toxicologique est réalisé sur
les urines pour rendre compte de la consommation de
substances psychoactives antérieure au traitement. Ce
dépistage s’inscrit dans une approche évaluative régle-
mentaire. Il est poursuivi au cours du traitement. A
partir des premiéres analyses précédant et suivant
Pinstauration de la substitution, I’évolution des profils
de dépendance des héroinomanes est évaluée.
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MATERIEL ET METHODES

La recherche d’opiacés, de méthadone, de cocaine,
d’amphétamines, de barbituriques, de propoxyphéne,
de benzodiazépines et d’antidépresseurs est effectuée
par une technique d’immunofluorescence (FPIA). La
confirmation et l'identification des substances opiacées
et des amphétamines sont réalisées sur demande par
GC/MS apres hydrolyse et extraction. Il en va de méme
pour [identification des benzodiazépines par
CLHP/barette de diodes UV.

RESULTATS

Les analyses urinaires des 193 patients ayant débuté
un traitement méthadone a la Clinique Liberté sont
décrites. Pour les 22 patients accueillis en 1993 et les
20 accueillis en 1999, les résultats suivants sont obser-
Vés

une diminution des urines positives aux opiacés de
96 % en 1993 a 70 % en 1999.

une augmentation des urines positives a la cocaine de
18 %0 en 1993 a 60 % en 1999.

une augmentation des urines positives aux benzodiazé-
pines de 18 % en 1993 a 55 % en 1999.

Les autres parameétres (barbituriques, amphétamines,
antidépresseurs, propoxyphéne) ne sont pas exploités
en raison d'un biais de dépistage : méthadone, opia-
cés, cocaine et benzodiazépines font objet d’une
demande systématique, contrairement aux autres sub-
stances. Par ailleurs, un biais technique concerne a la
fois les amphétamines (changement de réactif croisant
avec les méthamphétamines) et les antidépresseurs
(nouvelles molécules non dépistées par immunofluores-
cence) .

CONCLUSION

L’exploitation de données recueillies a partir du dépis-
tage urinaire de toxicomanes au moment de leur inclu-
sion dans un traitement de substitution a la méthadone
suggére une augmentation des prévalences des
conduites de polytoxicomanie au cours de ces der-
nieres années. Cette tendance renforce le besoin d’un
suivi toxico-analytique régulier aprés instauration du
traitement de substitution, en viee d’une meilleure prise
en charge des patients.

Bilan de 2 ans et demi de recherches de
toxiques dans les urines d’usagers de
drogues traités par la buprénorphine
haut dosage dans les centres spécialisés
en Seine Saint-Denis.

P. OMNES®, G. PEYRARD®, A. BOUSSAIRI®,
D. SABATIER®, F. CHABI®, M. TALBERT™"

(1) Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie -

Service Pharmaceutique, Rue Delafontaine - Hopitaux
de St Denis, 93205 ST DENIS

(2) Centres de soins et de prévention de la toxicoma-
nie de VILLEMEMBLE

(3) Centres de soins et de prévention de la toxicoma-
nie de BOBIGNY.

OBJECTIF

Depuis plus de 2 ans, des recherches de toxiques chez
certains usagers de drogues traités par la buprénor-
phine haut dosage (BHD) sont réalisées réguliérement
a la demande des médecins des centres spécialisés en
soins et prévention de la toxicomanie en Seine Saint-
Denis.

Le but de ce travail est de : 1) présenter le bilan de
deux ans et demi de recherches de toxiques chez ces
patients ; 2) corréler ces recherches avec les observa-
tions cliniques ; 3) déterminer !’ utilité ou non du dépis-
tage urinaire des drogues licites ou illicites chez les
usagers de drogues traités par BHD.

MATERIEL ET METHODE

L’étude concerne d’une part les recherches dans les
urines des toxiques suivants : benzodiazépines (BZD),
barbituriques (BRB), cocaine (COC), opiacés (OPI),
dextropropoxyphéne (DXP), cannabis (CAN), métha-
done (MET) effectuées par méthodes immunochi-
miques Emit d.a.u. {(Dade Behring) sur Cobas Mira+°®
et amphétamines (AMP) par méthode FPIA (Abbott)
sur TDx®. D’autre part, le recueil des observations cli-
niques a été réalisé de maniére rétrospective a partir
des dossiers patients des centres spécialisés, avec la
collaboration des équipes médicales.

RESULTATS

Entre juillet 1997 et février 2000, 443 demandes de
recherches de toxiques dans les urines nous ont été -
adressées, soit 2411 recherches pour 117 usagers de
drogues traités par BHD. Ce nombre représente 3.5 %
des patients traités par BHD dans les centres spéciali-
sés en Seine Saint-Denis. Seuls les patients ayant plus
de 5 demandes ont été vetenus. Ainsi, 17 patients (15
hommes, 2 femmes) d’dge moyen 36 ans [25-43] et
traités par BHD a la posologie moyenne de 8mg/jour
ont été inclus. La durée moyenne du suivi a été de 6
mols (inférieure a 3 mois pour 7 patients, supérieure a
12 mois pour 2 autres). L’étude des dossiers cliniques
a révélé une héroinomanie (durée de 5 a 20 ans), asso-
ciée a une polytoxicomanie chez 12 patients et un
alcoolisme déclaré chez 8 d’entre eux. Deux patients
ont déclaré avoir injecté du Subutex®. La prescription
associée des BZD a été observée ponctuellement chez 4
usagers de drogues. '
Sur 304 demandes, 1195 recherches ont été réalisées.
Les résultats positifs sont les suivants : CAN (53 %),
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BZD (30 %), OPI (17 %), DXP (9 %), COC (7 %),
MET (6 %), BRB (4 %), et AMP (0,5 %). L’association
la plus couramment rencontrée est BZD+CAN (25 %]).
CONCLUSION

Les demandes de recherche des toxiques dans les
urines des usagers de drogues suivis dans les centres
spécialisés et traités par BHD peuvent survenir a n'im-
porte quel stade du traitement. L’analyse des résultats
de dépistage des toxiques et des informations cliniques
confirment la persistance d’une polytoxicomanie
(CAN, OPI, BZD, alcool) et cela quelle que soit la
posologie du Subutex®. D’autre part, l'injection du
Subutex® est bien réelle et peut étre trés dangereuse (1).
1l est donc souhaitable de réaliser le suivi urinaire au
début du traitement et chez les patients a risques pour
une meilleure prise en charge des usagers de drogues
traités par BHD.

REFERENCE

1. Tracqui A et all, Intoxication aigués par traitement
substitutif a base de buprénorphine haut dosage. La
Presse Médicale, 27, 12, 1998 : 557 - 560

Evaluation de la fréquence de I’adultéra-
tion des urines prélevées lors d’une
consultation médico-judiciaire.

C. ELEOCUET®, M.-H. LEGROS®, J.-P. DUPEY-
RON® F. QUESTEL®, F. CHAST®

(1) Service de pharmacie - pharmacologie - toxicolo-
gie, Hotel-Dieu, 1, place du Parvis Notre-Dame -
75181 PARIS Cedex 04

(2) Consultation médico-judiciaire, Hétel-Dieu, 1,
place du Parvis Notre-Dame - 75181 PARIS Cedex 04

OBJECTIF

L’adultération consiste a modifier l'urine de facon a
perturber voire empécher la détection de substances
illicites, de stupéfiants en particulier. Différentes
méthodes et produits “masquants” sont utilisés, mais
peu d’études font état de I'incidence de cette pratique.
Afin d’en estimer la fréquence, une méthode simple
nous a permis d’analyser la qualité des urines de sujets
ayant fait ['objet d’une consultation médico-judiciaire.
MATERIEL ET METHODE

Cette étude a été effectuce sur 366 prélevements d’uri-
ne. L'examen visuel du prélévement a porté sur la cou-
leur et la turbidité, et l’analyse par bandelettes
Multistix® 8 SG (Bayer-Diagnostics) a concerné le pH,
la densité, la présence de nitrites et de leucocytes.
L’adultération au moyen de nitrite de sodium ou de
potassium a des concentrations = 500 mg/l, peut en
effet empécher la détection du cannabis et des opiacés
dans urine’?. Pour les urines suspectes de dilution
(urines “trop” claires, densité < 1,010), un dosage de
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la créatinine a été réalisé.

RESULTATS

Tous les prélévements ont un pH compatible avec une
recherche de toxiques par technique EMIT DAU (4,5 <
pH < 8). 27 prélévements présentent les caractéris-
tigues d’une dilution (créatininurie = 5,3 mmol/l). 14
autres prélevements montrent une présence anormale-
ment élevée de nitrites et [’absence de leucocytes (leur
présence orientant vers une infection urinairve). Au
total, la fréquence globale d’adultération est estimée a
11,2%.

Les résultats des recherches de cannabis, cocaine et
opiacés ont ensuite été analysés selon trois groupes :
urines adultérées par dilution (n=27), par la présence
de nitrites (n=14), et autres prélévements (n=321),
Cette comparaison montre une diminution significative
du pourcentage de recherches positives pour les urines
adultérées (p < 0,001).

B % recherches négatives

® 24 recherches positives

Dilution probable
Présence de nitrites

Aulres urines )

0% 20% 40% 60% 80% 100%

CONCLUSION

L'adultération des urines dans cette population ne doit
pas étre considérée comme exceptionnelle, Une simple
analyse préalable sur quelques critéres physico-chi-
miques permet de minimiser les erreurs d’interpréta-
tion (faux négatifs) du résultat du dépistage toxicolo-

gique.

Etude comparée de la toxicité de divers
agents anticalciques a Paide du modele
cellulaire Caco-2 - Calcul de la TEER;

FE.  MATHIEU, M.-J. GALMIER, A. NICOLAY,
J. PETIT, C. LARTIGUE

Laboratoire de Chimie Analytique et Spectrométrie de
Masse, Faculté de Pharmacie, Place Henri Dunant - BP
38 - 63001 CLERMONT-FERRAND Cedex

OBJECTIF

Le but de cette étude érait d’évaluer, & I'aide du mode-
le intestinal de culture cellulaire Caco-2, la toxicité de
divers agents anticalciques, a différentes doses, com-
parativement a des monocouches cellulaires témoins,
par la mesure (1) simple et rapide de la résistance élec-
trigue trans épithéliale (TEER).
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MATERIEL ET METHODE

Les cellules Caco-2, issues d'un adénocarcinome
humain, ont été cultivées et ensemencées (apreés 30 a
40 passages) sur des filtres Transwell dans du milieu
synthétique de Eagle modifié par Dubelcco (DMEM}) ;
la phase apicale contenant 200 pl de milieu et la phase
basolatérale 600 ul. Les composés étudiés ont été
introduits dans la phase apicale aux quantités initiales
suivantes :

2,6, 12, 20 et 30 ug pour le diltiazem,

2, 5, 10, 20 et 30 ug pour le vérapamil,

3,6, 8 12 et 20 ug pour le bépridil,

2,4, 6,8 et 12 g pour la prénylamine et la perhexiline.
La mesure de la TEER a été effectuée aux temps 0, 1, 2,
3,4, 56,7, 8 9, 24, 48 72 et 78 heures.
RESULTATS

L’étude réalisée sur les monocouches cellulaires
témoins montre que la valeur de la TEER reste stable
sur une période de 48 heures et que les coefficients de
variation intra-série pour chaque temps étudié sont
compris entre 4,9 et 8,3 % (n = 46). Un intervalle de
référence a été établi (variation de la TEER N.S.).
Apreés 48 heures, la chute de la TEER est systématique
et d’amplitude variable ; elle est liée a un appauvris-
sement du milieu en éléments nutritifs.

La mesure de la TEER, effectuée sur des monocouches
traitées par divers inhibiteurs des canaux calcigues,
montre une diminution de la TEER plus ou moins pro-
noncée et rapide selon les molécules et leur dose. La
toxicité a été évaluée par le calcul de la TEER;,, temps
pour lequel la valeur de la TEER initiale est diminuée
de 50 % (1).

Trois catégories de composés peuvent ainsi étre distin-
guées. Tout d’abord, celle du diltiazem et du vérapamil,
composés non toxiques aux doses étudiées (2 a 30 ug),
pour lesquels la TEER reste dans [’intervalle normal
de variabilité préalablement défini. Le second groupe
comprend la perhexiline (TEERsy, = 7,1 h pour la dose
8 ug) et la prénylamine (TEERs)= 20,3 h pour 8 ug) et
la diminution de la TEER est d’autant plus importante
et précoce que la dose est plus élevée. Enfin, le troisié-
me groupe, représenté par le bépridil, est caractérisé
par deux phases successives distinctes, d’augmentation
puis de diminution de la TEER, lesquelles sont dépen-
dantes de la dose (TEERs; = 42,3 h pour 8 ug ).
CONCLUSION

Cette étude montre que la toxicité comparative de dif-
[férents composés et de différentes doses peut étre éva-
lude a 'aide du modeéle cellulaire Caco-2 par une
mesure simple et rapide de la TEER.

REFERENCE

1. Pasternak A.S., Miller WM., 1996. Measurement of
trans-epithelial electrical resistance in perfusion :

potential application for in vitro ocular toxicity testing.
Bioeng. 50, 568-579.

Modifications morphologiques et his-
toenzymatiques au niveau des poumons
chez la meére, le feetus et le nouveau-né
du rat exposé a la fumée du tabac

P. CZEKAJ®, G. NOWACZYK-DURA®, E. FLO-
REK®, W. KARCZEWSKA®, M. KAMINSKI?

(1) I Chaire d’Histologie et d’Embryologie,
Académie de Médecine, Katowice, POLOGNE

(2) Chaire de Toxicologie, Académie de Médecine,
Poznan, POLOGNE :

(3) I*™ Chaire d’ Anatomie Pathologique, Académie de
Médecine, Katowice, POLOGNE

OBJECTIF

L’exposition a la fumée du tabac pendant la grossesse
entraine une hypoxie et augmente le risque d’insuffi-
sance respiratoire (syndrome de détresse respiratoire ;
SDR) chez le feetus et le nouveau-né. Cet essai propose
une analyse morphologique et histoenzymatique des
poumons chez la mére, le feetus et le nouveau-né du rat
exposé a la fumée du tabac.

MATERIEL ET METHODE

Dans la présente étude des femelles de rat Wistar (12
individus) ont subi une exposition de 21 jours a la
fumée du tabac en concentration de ordre de 1500 mg
CO/m3. Pour les femelles gestantes la période d’expo-
sition correspondait a celle de gestation. Deux types
d’évaluation ont été réalisés au niveau des poumons
chez la mere, le faetus a J21 de gestation et le nouveau-
né a J1 postnatal : (1) morphologique — sur des coupes
de paraffine colorées a I’hématoxyline-éosine et analy-
sées au moyen de méthodes morphométriques, et (2)
histoenzymométrique avec estimation d’activité des
enzymes-marqueurs de métabolisme oxydatif — succi-
nate deshydrogénase (SDH ; E.C. 1.3.99.1) - et non
oxydatif — lactate deshydrogénase (LDH ; E.C.
1.1.1.27) selon les réactions histoenzymatiques éva-
luées a 'aide de méthodes densitométriques. Tous les
résultats ont été analysés statistiquement.

RESULTAT

L’analyse des poumons chez la femelle exposée a la
fumée du tabac a mis en évidence les modifications his-
topathologiques suivantes :@ erythrorragies focales
dans la lumiére des alvéoles, petites infiltrations par
macrophages avec grains d’hémosidérine, emphyséme ;
dans quelques cas nous avons observé les empyémes
des espaces cloisonnés avec métaplasie planoépithélia-
le et granulomes inflammatoires. Les poumons du feetus
et du nouveau-né se sont caractérisés par un épaissis-
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sement modéré des septums inter alvéolaires.

Apres Uexposition a la fumée du tabac Uactivité de
SDH et LDH diminuait dans ['épithélium des alvéoles
pulmonaires, I’épithélium et la tunique musculaire de
Reisessen au niveau des bronchioles terminales ainsi
que dans la paroi des vaisseaux pulmonaires chez les
femelles non gestantes. L’activité de LDH tendait a
augmenter dans les poumons des femelles en gestation
alors que Uactivité de SDH diminuait sous la fumée du
tabac dans la plupart des sites mentionnés. Une ten-
dance similaire a été observée dans les poumons des
feetus provenant des méres exposées a la fumée du
tabac tandis qu’une relation inverse a été mise en évi-
dence pour les poumons des nouveau-nés provenant
des méres exposées durant la gestation.
CONCLUSION

Les résultats histoenzymatiques indiquent que, pen-
dant, la gestation les cellules pulmonaires chez la mére
ainsi que le feetus tentent de compenser les déficits
énergétiques induits par U'inhibition du métabolisme
oxydatif comme effet de l’action de la fumée du tabac
en renforcant la glycolyse. L’effet inhibiteur du méta-
bolisme oxydatif s’est avéré le plus fort dans les pou-
mons chez les meres exposées, ou il intéressait les deux
voies métaboliques alors qu’il disparaissait dans les
poumons des nouveau-nés.

Analyse, pharmacologie et pharmacoci-
nétique des nouveaux dérivés amides de
la prolino-2,1-(f)-théophylline

W. PIEKOSZEWSKI®, A. RUTKOWSKA®, B. FILI-
PEK®

(1) Institut d’Expertise Légale, Krakéw, POLOGNE

(2) Chaire de Toxicologie, Université des Sciences
Meédicales, Krakéw, POLOGNE

(3) Laboratoire d’Etudes Pharmacocinétiques

Préliminaires, Université des Sciences Meédicales,
Krakéw, POLOGNE

OBJECTIF

Afin de développer de nouveaux agents antiaryth-
miques et antihypertenseurs, nous avons réalisé une
analyse de série de dérivés pipérazinealkylamides de
l'acide imidasolidino-2,1-(f) théophyllino-7-carboxy-
lique. Les dérivés de la prolinothéophylline nouvelle-
ment synthétisés contiennent dans leur molécule des
fragments caractéristiques des inhibiteurs de ’enzyme
de conversion de ['angiotensine.

MATERIEL ET METHODE

Lors des études pharmacologiques préliminaires (sur
rats Wistar) nous avons sélectionné trois corps qui ont

subi des analyses ultérieures.
Formule AZ 30, AZ 32, AZ 35.
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Pour doser les molécules étudiées dans les liquides
physiologiques, nous avons développé et validé une
méthode de chromatographie en phase liquide a haute
performance (CLHP). Le taux minimum de composés a
déterminer était de 25 ng/ml, I’étendu de linéarité de
détection étant de 20 a 20000 ng/ml. La récupération
d’extraction pour la concentration de 1500 ng/ml oscil-
lait entre 68,4 et 96,4 % et le coefficient de variance de
la détection était de 5.8 a 7.1 % selon le composé ana-
lysé.

RESULTATS

Les études pharmacologiques ont démontré que les
molécules AZ 30 et AZ 32 administrées 30 minutes
avant !’adrénaline préviennent les troubles du rythme
et que le composé AZ 35 réduit la pression systolique et
diastolique d’environ 15%. Les études pharmacociné-
tiques réalisées aprés injection intraveineuse et intra-
gastrique nous ont permis de démontrer que tous les
composés analysés se caractérisent par une élimina-
tion rapide, d’un volume de distribution relativement
faible et une biodisponibilité limitée donne des résul-
tats de pharmacocinétique.

CONCLUSION

Les expériences effectuées permettent de supposer que
les corps synthétisés ne peuvent étre considérés comme
alternative pour des agents antiarythmiques et hypo-
tenseurs déja existants.

Surexpression de la ‘Multidrug
Resistance-associated Protein’ (MRP1)
dans une lignée tumorale humaine sélec-
tionnée par I’antimoine

L. VERNHET, A. COURTOIS, N. ALLAIN, L.

PAYEN, J.P. ANGER, A. GUILLOUZO et O. FAR-
DEL.

INSERM U456, Détoxication et Réparation Tissulaire,
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques,
Université de Rennes I, 2 avenue du Pr L. Bernard,
35043 RENNES cédex

OBJECTIF
L’efficacité des chimiothérapies, dans la prise en char-
ge de certains cancers, est fréquemment diminuée par
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le développement de mécanismes de résistance cellu-
laire en réponse a ces traitements. L’ augmentation de
I'expression de protéines de transport membranaire
telles que la P-glycoprotéine (P-gp) ou la Multidrug
Resistance-Associated Protein 1 (MRP1) constitue un
mécanisme majeur de résistance cellulaire aux médi-
caments anticancéreux chez "Homme. En effet, ces
protéines fonctionnent comme des pompes membra-
naires abaissant la concentration intracellulaire des
médicaments anticancéreux en les expulsant hors de la
cellule tumorale. L'objectif de cette étude a été de
déterminer si un métal lourd, auquel I’Homme peut
étre exposé dans son environnement, dans son milieu
professionnel mais aussi dans le cadre de traitements
médicaux, peut moduler I’expression de ces protéines
de transport et contribuer au développement du phéno-
type de résistance multiple aux médicaments antican-
céreux.

MATERIEL ET METHODES

Pour réaliser cette étude nous avons sélectionné la
lignée tumorale humaine GLC4, d’origine pulmonaire,
avec des concentrations croissantes de tartrate d’anti-
moine potassique [Sb(IIT)] {de 2 uM a 92 uM) (Vernhet
et coll., FEBS lett. 443, 321-323, 1999). Apres huit
mois de sélection nous avons obtenu la lignée
GLC4/5b30 qui est environ 46 fois plus résistante a
Sb(IIT) que la lignée GLC4. Nous avons alors caracté-
risé cette nouvelle lignée en déterminant (i) par spec-
trométrie d’absorption atomique le transport de ’anti-
moine, it) par des techniques de biologie moléculaire et
cellulaire, I’expression et Uactivité des protéines de
transport P-gp et MRPI et (iii) par le test de viabilité
cellulaire au MTT, la résistance croisée de la lignée
GLC4/5b30 a des médicaments anticancéreux tels que
la doxorubicine et la vincristine.

RESULTATS

Nos résultats montrent que les cellules GLC4/5b30
accumulent significativement moins de Sb(Ill) que les
cellules GLC4, et que cette différence résulte au moins
en partie d’une augmentation de ['efflux du métal des
cellules GLC4/5b30, suggérant donc la surexpression
d’un transporteur membranaire dans ces cellules. En
ce sens, nous avons mis en évidence une augmentation
majeure de ’expression de la protéine MRP1 dans les
cellules GLC4/5b30 alors que la P-gp n’a été détectée
dans aucune des deux lignées. De plus, en utilisant la
calcéine, un substrat connu de la protéine MRP1, nous
avons démontré que cette protéine, surexprimée dans
les cellules GLC4/5b30, est parfaitement fonctionnelle.
Ainsi, nos résultats montrent que la lignée GLC4/5b30
présente une résistance croisée a la vincristine (7,7
fois) et @ la doxorubicine (5,1 fois), deux autres sub-
strats de la protéine MRP1 et que le MK571, un inhibi-

teur spécifique de ['activité de la protéine MRPI,
réverse la résistance des cellules GLC4/5b30 a la vin-
cristine mais aussi a Sb(HI).

CONCLUSION

Cette étude a montré (i) qu’a l'instar des médicaments
anticancéreux, [’expression cellulaire de la protéine
MRPI peut étre augmentée par des expositions chro-
niques a un métal lourd et (ii) que la surexpression de
la protéine MRP1 semble constituer un mécanisme ori-
ginal de résistance aux effets cytotoxiques de l’anti-
moine chez I’Homme.

Méthode de dosage rapide des cyanures
sanguins avec stabilisation du préleve-
ment

S. SAVIN, B. DEHON, F. BERNAUX, M. LHERMIT-
TE

U.F. de Toxicologie, laboratoire de Biochimie et de
Biologie moléculaire, Bvd du Pr. Leclerc, Hdpital
Calmette, CHRU de Lille - 59087 LILLE Cédex.

OBJECTIFS

Les intoxications cyanhydriques sont peu fréquentes
mais peuvent présenter un probléme de diagnostic ana-
Iytique. La demi-vie courte du cyanure sanguin (60 a
90 minutes) implique que le prélévement et le dosage
solent réalisés le plus rapidement possible aprés [’ex-
position. Nous rapportons une étude de la stabilité du
cyanure dans le sang total, aprés stabilisation du pré-
lévement au moment de sa réalisation, qui autorise un
dosage différé des cyanures en testant deux paramétres :
I'anticoagulant et la température de stockage du préle-
vement.

MATERIEL ET METHODE

Les cyanures sont dosés par la réaction de Konig décri-
te par Lundguist (1). Le sang total est surchargé de
facon a obtenir des concentrations en ions CN™ de
2mg/l. Les échantillons, quelque soient 'anticoagulant
et la température, sont stabilisés par addition de nitrite
de sodium au sang total surchargé. Deux anticoagu-
lants ont é1é testés, le citrate de sodium versus I’ hépari-
nate de sodium a +4° C. Selon Vesey et col.(2), le citra-
te de sodium n’engendre pas d’hémolyse contrairement
a héparinate de sodium. Le citrate a été testé a diffé-
rentes températures (+4° C, température ambiante et
—20° C) en réalisant des dosages quotidiens de J0O a J7,
puis a J10, J16, J31, J38 et J45. Les tubes congelés ne
subissent pas de lavage des globules par le sérum phy-
siologique et sont techniqués directement .
RESULTATS

La méthode est répétable (4 %) et reproductible
(8,5 ). L’étude confirme qu’il est préférable d’utiliser
le citrate de sodium comme anticoagulant car d'une
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part il assure une meilleure stabilité au long court du
prélevement et d’autre part, nous n’avons effectivement
pas observé d’hémolyse du prélévement contrairement
a celui sur héparinate de sodium. Le prélevement peut
étre conservé indifféremment a +4° C ou a températu-
re ambiante durant les 10 premiers jours, mais au-dela
le stockage a +4° C assure une meilleure stabilité du
prélevement avec une baisse moins brutale des concen-
trations en cyanures. On observe une perte importante
en cyanures a la congélation (de l'ordre de 50 %) mais
ensuite les taux mesurés se retrouvent jusqu’a J45.
CONCLUSION

La simple adjonction de nitrite de sodium dans le tube
au moment du prélévement va assurer la stabilisation
des cyanures en les “piégeant” sous forme de cyanmé-
thémoglobine. Cette manipulation permet de différer le
dosage d’au moins 10 jours sans condition particuliére
de conservation du tube et de plusieurs semaines en
stockant le tube a +4° C. Le phénoméne de perte en
cyanures observé suite a la congélation de 1'échan-
tillon est inattendu et pourrait s’expliquer soit par la
libération de la liaison a I’hémoglobine des ions cya-
nures, alors volatils, soit au contraire par une fixation
des ions au culot globulaire.

REFERENCES

1. Lundquist, Bo Sorbo. Rapid determination of toxic
cyanide concentrations in blood. Clin. Chem. 1989 ;
35:617-619.

2. CJ. Vesey, RM. Langford. Stabilization of blood
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Dosage de la digoxine en présence d’an-
ticorps antidigitaliques (Digidot®) par le
module d’immunoanalyse de I’automate
multiparamétrique Dimension, RxL

F. PARANT, A.V. POUTHIER, M. MOULSMA,
G. LARDET

Laboratoire de toxicologie. Hopital Edouard Herriot -
LYON

OBJECTIF

Les laboratoires de toxicologie d’urgence doivent s’as-
surer de ['absence d’interférence du Digidot® {frag-
ments Fab antidigitaliques) sur leur technique de dosa-
ge de la digoxine (1, 2). Le Dimension® RxL est un
automate multiparamétrique récent qui réalise l'immu-
nodosage de la digoxine en phase hétérogéne. Jusqu’a
présent, le comportement analytique de cette technique
en présence de Digidot® n’a pas été étudié.
MATERIEL ET METHODE

Les concentrations de digoxine (aprés addition in vitro
de Digidot®) ont été dosées en paralléle sur les auto-
mates Dimension, RxL (technique en excés d’anti-
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corps, séparation par particules magnétiques de dioxy-
de de chrome) et OPUS® (méthode immuno-enzymo-
fluorométrique réputée pour sa faible interférence avec
le Digidot®) (3). Une technique d’ultrafiltration
(Centrifree®) permet le dosage de la digoxine libre
(technique de référence). Le suivi d’une intoxication
digitalique aigué (digoxinémie a Uentrée : 12,1 ug/L ),
traitée par Digidor® (400 mg x 2 par voie IV ), a permis
d’appliquer cette technique a un cas clinique.
RESULTATS
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En présence de Digidot®, les corrélations suivantes ont
été érablies :

{Dimension®RxL) = 1,24 (Ultrafiltration) + 0,97 r* = 0,986
(Dimension®RxL) = 1,13 (OPUS®) - 0,31 r = 0,987
CONCLUSION

En présence de Digidot® (in vitro), les concentrations
de digoxine mesurées par les automates Dimension®
RxL et OPUS® diminuent proportionnellement aux
concentrations de digoxine libre (ultrafiltration). La
fraction liée a l'albumine, dosée en partie par les tech-
niqgues sans ultrafiltration, explique les différences
sérum/ultrafiltrat. La décroissance comparable des
digoxinémies sur les deux automates, chez un patient
traité par Digidot®, confirme {’efficacité du suivi du
traitement antidotique par le Dimension® RxL.
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Identification des benzodiazépines et
molécules apparentées dans le plasma
par CLHP/BD : application a la toxicolo-
gie clinique d’urgence.

L. EDNO, F. PEHOURCQ, N. MOORE, B. BEGAUD

Service de Pharmacologie Clinique et Toxicologie,
CHU Pellegrin, Place Amélie Raba-Léon - 33076
BORDEAUX FRANCE.

OBJECTIF

Afin de permettre I’identification plasmatique des ben-
zodiazépines (BZD) et molécules apparentées (zolpi-
dem et zopiclone), une méthode rapide et spécifique par
chromatographie liquide couplée a un détecteur a bar-
rette de diodes (CLHP/BD) a été mise au point dans
notre laboratoire.

MATERIEL ET METHODES

Apres extraction par |’éther en milieu basique, les ben-
zodiazépines sont chromatographiées sur une colonne
Novapak® C18 (150 x 4,6 mm Waters). La phase mobi-
le est constituée d’un mélange acétonitrile, tampon
phosphate-triéthylamine pH 7,5 (30/70, v/v). Le chro-
matographe (Alliance®, Waters) est équipé d’un détec-
teur a barrette de diodes (M 996) et d’un logiciel de
gestion chromatographique Millenium®. Cette méthode
a permis d’identifier 22 molécules (BZD et apparen-
tées).

Nous avons appliqué cette technique d’identification a
81 prélévements sanguins issus de patients hospitalisés
pour intoxication médicamenteuse dans le Service de
Réanimation du Centre Hospitalier de Bordeaux. Les
résultats obtenus par cette méthode spécifique
CLHP/BD ont été comparés aux résultats donnés par
technique immunologique (EMIT), utilisée actuellement
en premiere intention dans notre laboratoire.
RESULTATS

Sur les 81 demandes de recherche de toxiques, I'identi-
fication des BZD et molécules apparentées a permis
d’obtenir les résultats suivants :

- présence de BZD et molécules apparentées dans 60 cas
(74 %), avec en majorité : nordiazépam (46 %), broma-
zépam (38 %), zolpidem (31 %), oxazépam (25 %).

- la nature du toxique en cause était inconnue dans 36
cas (60 %).

Nous avons ensuite comparé ces résultats a ceux obte-
nus par méthode EMIT. En tenant compte de la non-

réponse du zolpidem par méthode EMIT, la recherche a
été positive dans 49 cas (94 %) et négative dans 3 cas
(6 %).

Cette méthode d’identification a permis de mettre en
évidence la présence de bromazépam dans le plasma
d’une patiente hospitalisée pour intoxication d’'origine
inconnue. Un dosage de bromazépam (1) effectué a
Padmission a révélé des concentrations plasmatiques
de 5,7 pg/ml, soit 25 fois environ le taux thérapeutique.
CONCLUSION

Notre méthode d’identification des BZD et molécules
apparentées par CLHP/BD est suffisamment rapide
(traitement d’'un échantillon en moins d’'une heure)
pour étre utilisée en toxicologie clinique d’urgence.
REFERENCE
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Dosage plasmatique de la venlafaxine
(Effexor®) et de son métabolite par
CLHP/UY dans le cadre de la toxicologie
clinique.

F. DUMORA, K. TITIER, F PEHOURCQ,
B. BEGAUD,

Laboratoire de Pharmacologie Clinique et Toxicologie,
CHRU Pellegrin, Place Amélie Raba Léon - 33076
BORDEAUX cedex.

OBJECTIF

La venlafaxine (Effexor®) est un des derniers
Inhibiteurs de la Recapture de la Sérotonine (IRS) com-
mercialisé en France. Elle inhibe aussi la recapture de
la noradrénaline et dans une faible proportion celle de
la dopamine. Par métabolisme hépatique, la venlafaxi-
ne est transformée en O-déméthylvenlafaxine, métabo-
lite actif. L’augmentation de la prescription des IRS
entraine une augmentation des intoxications volon-
taires dans lesquelles ils sont impliqués et de plus,
celles décrites pour la venlafaxine montrent sa toxicité
cardiaque et neurologique'®. Afin d’assurer le suivi
toxicologique de ces intoxications, il semble indispen-
sable de posséder une méthode de dosage plasmatique
simple et spécifique de la venlafaxine et de son méta-
bolite.

MATERIEL ET METHODE

Apres extraction liquide-liquide (hexane/isopropanol
99/1 ; v/v en milieu alcalin puis reprise en milieu
acide), la venlafaxine et son métabolite sont chromato-
graphiés en phase inverse sur une colonne C8
(Sphérisorb 150 x 4,6 mm, Waters) et détectés par
spectrophotométrie UV a 229 nm. L’opipramol est uti-
lisé comme étalon interne.
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RESULTATS ‘

Cette méthode de dosage a été validée pour sa répéta-
bilité et sa reproductibilité (CV< 3,6 % pour la venla-
faxine et CV < 6,6 % pour I’O-déméthylvenlafaxine) a
partir de 4 contrdles (n=6), dont les concentrations
sont comprises dans la gamme d’étalonnage allant de
0,4 ug/ml a 4 ug/ml. La limite basse de quantification
(CV<20 %) est de 0,2 ug/ml et la limite de détection de
0,06 pg/ml pour la venlafaxine et de 0,09 ug/ml pour
son métabolite. La venlafaxine et I'O-déméthylvenla-
faxine sont stables dans le plasma 15 jours a - 20° C,
48 heures a 4° C et 24 heures a 20° C (a la lumiére).
Sur une période de 9 mois, 10 patients ont été admis
dans le Service de Réanimation Médicale du CHU de
Bordeaux pour intoxication volontaire par de
I’Effexor®. Nous avons recherché (identification par
barrette de diode ) et dosé la venlafaxine et son méta-
bolite dans ces échantillons plasmatiques. Les concen-
trations plasmatiques observées s'étendent jusqu’a
13,3 ug/ml pour la venlafaxine et 1,9 pg/ml pour O-
déméthylvenlafaxine.

CONCLUSION

Des études toxicologiques ont montré que la venlafaxi-
ne pouvait étre la cause de toxicité cardiaque et de
dépression sévére du systéme nerveux central. [l
semble donc intéressant de posséder une méthode de
dosage spécifique de la venlafaxine et de la O-démé-
thylvenlafaxine dans le cadre du suivi toxicologique de
cet antidépresseur.
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Mise en place d’un contréle de qualité
interhospitalier des analyseurs Remedi®
B. CAPOLAGHI®, M. MANCHON®

(1) C.H.R Metz-Thionville 57100 THIONVILLE

(2) C.H.U Lyon-Sud 69495 PIERRE BENITE

OBJECTIF

L’analyseur Remedi®, commercialisé par Biorad, est
un automate de chromatographie liquide haute perfor-
mance destiné a faire du dépistage toxicologique en
urgence. Il permet, en outre, une estimation semi-quan-
titative de la concentration des molécules identifiées.
Un contrdle de qualité externe a été mis en place
depuis Novembre 98 par le club utilisateur francopho-
ne (France, Belgique, Suisse) selon une fréquence bis-
annuelle a partir d’échantillons sériques ou urinaires.
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MATERIEL ET METHODE

Les solutions de contréles sériques sont préparées a
partir de “serum drug free-Biorad®*“. Les contrles
urinaires ont été réalisés sur une urine de patient addi-
tionnée d’azide de sodium a 1 g/l. Apres fabrication,
les solutions sont validées sur site puis conditionnées
en doses unitaires sous forme de cylindres plastiques
thermosoudés de facon a respecter une stricte anaéro-

bie.

Apres envoi, les échantillons sont analysés dés récep-
tion. Les résultats obtenus sont centralisés puis exploi-
tés au sein du club utilisateur apres diffusion a l'en-

semble des participants.
RESULTAT

A ce jour, trois envois ont été réalisés, deux échan-
tillons sériques et un échantillon urinaire.
Les molécules testées, le nombre de laboratoires les
ayant mises en évidence (N), la moyenne de la concen-
tration semi-quantitative estimée [C] ainsi que la dis-
persion des résultats (CV %) figurent ci-dessous :

N
Bromazépam 14
Sérum n°l  Ephédrine 14
Codéine 15
Alprazolam 14
Sérum n°2  Zolpidem 16
Fluoxétine 14
Prométhazine 16

[C] mg/l
L8
4,8
3.8
0,8
13
2,5
1,3

CV %
17
23
16
31
20
15
41

Les résultats du contréle n°3 qui consistait en ’analy-
se avant et aprés hydrolyse d’une urine obtenue chez
un sujet sain ayant absorbé un comprimé de codéthyli-
ne sont présentés en tenant compte des opiacés détec-
tés (Codéine ou Ethylmorphine, Norcodéine ou
Noréthylmorphine, Normorphine, Morphine) et des

techniques d’hydrolyse utilisées.

CONCLUSION

Ce contrdle interhospitalier s’est avéré un excellent
outil pour comparer et évaluer les performances du
systeme Remedi® au travers des résultats obtenus par
différents appareils a un temps donné en termes d’iden-
tification qualitative et d’estimation semi-quantitative.

Intoxications aigués médicamenteuses
sur la région lorientaise : étude retros-

pective sur un an.

V. BOURBONNEUX®, D. RICHIER®, J. M. GAU-

LIER®, P. MARQUET®

(1) Laboratoire de Biologie, Centre Hospitalier de
Bretagne sud, 56322 LORIENT Cedex

(2) Service de Pharmacologie et Toxicologie, CHU
Dupuytren, 87042 LIMOGES Cedex
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OBJECTIF

La fréquence des intoxications aigués médicamen-
teuses est en constante augmentation. Tout laboratoire
hospitalier doit pouvoir effectuer au moins un dépista-
ge de toxiques, si ce n’est leur identification spécifique.
Afin de déverminer 'incidence des intoxications aigués
sur la région lorientaise, nous avons mené une étude
retrospective au Centre Hospitalier de Bretagne sud, de
Janvier 1999 a janvier 2000.

MATERIEL ET METHODE

Trois cent quatre vingt cing échantillons sanguins ont
été analysés au laboratoire. Ils proviennent des
urgences (80 %), de pédiatrie (10 %), de réanimation
(6 %) et de services divers (4 %).Les dosages immuno-
chimiques de dépistage ont été réalisés par une tech-
nique de polarisation de fluorescence (FPIA) sur un
TDX-FLX (Abbott), sauf pour le dépistage de la digoxi-
ne qui a été effectué par une technigue immunoenzy-
matique microparticulaire (MEIA) sur un automate
IMX (Abbott). Dans ce screening de base sont recher-
chés les benzodiazépines, les antidépresseurs tricy-
cligues, les barbituriques et/ou le paracétamol.

Le laboratoire de toxicologie du CHU de Limoges a
effectué Uidentification et le dosage des toxiques, soit
par Chromatographie en phase liquide avec détection
par spectrophotométrie UV a barette de diodes (benzo-
diazépines), soit par chromatographie en phase gazeu-
se avec détection par spectrométrie de masse (antidé-
presseurs, neuroleptiques).

RESULTATS

Les dépistages positifs représentent 78 % des échan-
tillons analysés. Les toxiques le plus souvent dépistés
sont : les benzodiazépines (65 %), les antidépresseurs
(17 %), le paracétamol (7 %) et les phénothiazines
(3 %). L’identification a permis de mettre en évidence
les molécules impliqués dans !'intoxication ou leur
métabolites. Pour la famille des benzodiazépines,
’oxazepam, le desméthyldiazepam et le bromazépam
ont été identifiés dans respectivement 33 %, 29 % et 29
% des échantillons. La clomipramine représente 54 %
des antidépresseurs dépistés. Les intoxications par
benzodiazépines et antidépresseurs concernent la
tranche d’age 30-49 ans. Le sexe ratio homme/fernme
est de 1/1 pour les benzodiazépines et 2/3 pour les anti-
dépresseurs. Les intoxications par paracétamol
concernent essentiellement les jeunes filles dans la
tranche d’dge 10-19 ans. Ces résultats sont superpo-
sables aux données de littérature (1, 2, 3). Cependant,
Uidentification de métabolites et le manque de rensei-
gnements cliniques et anamnestiques ne permettent pas
toujours de préciser le médicament en cause dans U'in-

toxication.
CONCLUSION

La fréquence des intoxications aigués par benzodiazé-
pines est confirmée dans notre étude. La forte préva-
lence du bromazepam (Lexomil®) conduit a s’interroger
sur ses causes :@ prescriptions médicales trés impor-
tantes de cette spécialité et/oun hospitalisation plus fré-
quente du fait de la marge thérapeutique étroite et de
l'expression clinique de ces intoxications.
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Intoxication accidentelle par ingestion
de trichloréthylene

C. GANIERE-MONTEIL®, A. PINEAU", P. DES-
JARS®, M.F. KERGUERIS®, C. AZOULAY®,
M. BOURIN®

(1) Pharmacologie-Toxicologie
(2) Réanimation Médicale, C:H.U. de NANTES.

OBJECTIF

Nous rapportons le cas d’un homme de 72 ans atteint
de troubles intellectuels qui a ingéré de facon acciden-
telle du trichloréthyléne. La quantité ingérée est d’un
demi verre.

Cas clinique : quelques heures plus tard, il est hospi-
talisé. L’examen clinique est normal. Le patient quitte
Uhépital au bout de quelques heures, I’évolution étant
satisfaisante. A son domicile, tout au long de la jour-
née, se constitue un tableau neurologique avec vision
floue, troubles de I’équilibre et troubles de la vigilance.
36 h apres ['ingestion du produit, le patient est retrou-
vé dans le coma : coma hypertonique, avec myosis
aréactif bilatéral, TA 150/80 mm Hg et une fréquence
respiratoire a 12/min. Il est intubé, ventilé et transféré
en Réanimation Médicale : Il est en coma Glasgow 6,
sans autre signe neurologique, avec une tachyarythmie
(160/min) sans signe d’insuffisance cardiaque. Le len-
demain, il montre des signes de réveil. Le bilan neuro-
logique montre encore quelques troubles de la vision.
Sur le plan cardiologique, de nouveaux épisodes de
tachyarythmie apparaissent. L’évolution est ensuite
favorable.

Le bilan toxicologique est réalisé des que le patient est
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hospitalisé en Réanimation. Il montre une alcoolémie a
zéro, une recherche d’antidépresseurs tricycliques et de
barbituriques négative ainsi que des traces de benzo-
diazépines dans le sang. Le screening chromato-gra-
phique HPLC/DAD et CPG/MS montre la présence de
lidocaine et de midazolam dans le liquide de lavage
gastrique (LLG), alors qu’aucune substance n’est
retrouvée dans le sang. La recherche des dérivés chlo-
rés par la réaction de Fujiwara est positive dans le
LLG et l'urine.

MATERIEL ET METHODE

Des dosages urinaires d’acide trichloracétique (TCA)
et de trichloréthanol (TCE) ont été réalisés pour éva-
luer [’élimination du toxique. Ces dosages ont été réa-
lisés par la technique de Fujiwara référencée sur le site
internet de la SFTA (Avril 2000) (1). Dans le sang,
nous avons mesuré les métabolites du trichloréthylene
par la méme technique, pour évaluer ['imprégnation.
RESULTATS

Les concentrations de TCA et TCE retrouvées dans
['urine sont trés élevées les premiers jours : TCA =
811 et TCE = 1242 mg/g de créatinine 48 heures aprés
la prise du toxique. Ces concentrations diminuent pro-
gressivement pour atteindre 123 et 98 mg/g de créati-
nine pour le TCA et le TCE, respectivement, 9 jours
apres la prise du trichoréthyléne. Dans le sang, les
concentrations de TCA et TCE sont respectivement de
65,3 et 40,3 mg/l 48 heures aprés U'ingestion. 9 jours
apres ['absorption du trichloréthyléne, les concentra-
tions sanguines sont de 36,5 et 17,8 mg/l respective-
ment pour le TCA et TCE,

CONCLUSION

Du point de vue clinique, la littérature montre que les
signes cardiaques sont retrouvés dans les intoxications
massives (2). L'apparition des signes neurologiques est
retardée lors d’une intoxication par ingestion, avec
développement d’un coma lorsque la dose absorbée est
supérieure a 30 ml (3), ce qui est le cas dans cette
observation. Du point de vue toxicogique, cette étude a
montré que l'élimination des dérivés chlorés est lente
et se poursuit alors que les signes cliniques de Uintoxi-
cation ont disparu.
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Intoxication par le diltiazem : a propos
d’un cas
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E. LACASSIE®, G. LACHATRE®®
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(2) Centre Régional de Pharmacovigilance, CHU
Dupuytren, LIMOGES.

(3) Service de Réanimation, CH d’ ARPAJON.

(4) Laboratoire de Toxicologie, Faculté de Pharmacie,
LIMOGES.

OBJECTIF

Ce travail rapporte un cas d’intoxication par un inhi-
biteur calcique, le diltiazem, en particulier I’évolution
en fonction du temps des concentrations sériques de
diltiazem et son principal métabolite actif (désacétyl-
diltiazem) en paralléle avec [’évolution clinique.

CAS CLINIQUE : a la suite d’une intoxication volon-
taire par DELTAZEN LP® une patiente de 40 ans
hypertendue et dépressive est admise dans le Service de
Réanimation en état de coma. Elle présente une disso-
ciation auriculo-ventriculaire associée a une pression
artérielle systolique effondrée a 40 mm d’Hg et a une
polypnée. Sur le plan biologique, une acidose métabo-
ligue, une cytolyse hépatique ainsi qu’une hyperleuco-
cytose sont observées. Par la suite, une aggravation de
la surcharge vasculaire pulmonaire survient avec un
profil cardiaque vasoplégique et hypokinétique, entrai-
nant I’administration de noradrénaline et de dobutami-
ne. L’évolution est finalement favorable avec normali-
sation de la pression artérielle, retour a un rythme
sinusal sans trouble de conduction ni de repolarisation,
et relance de la diurése. Les amines pressives sont
arrétées 72 heures aprés son admission.

MATERIEL ET METHODE

Le diagnostic d’intoxication par le DELTAZEN LP® a
pu étre confirmé par le dosage du diltiazem et de son
métabolite actif dans le sérum par chromatographie
liqguide haute performance a polarité de phases inver-
sée (Nucléosil C18, 5 um) avec détection par spectro-
photométrie UV a barrette de diodes (CLHP/UV-BD).
La quantification est réalisée a 220 nm avec un domai-
ne de mesure de 20 a 1000 ug/L pour les deux sub-
stances.

RESULTATS
0 3368 455
8 504 327
33 41 80
49 21 71
73 <20 76
97 <20 76
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Pour mémoire, la zone thérapeutique du diltiazem est
de 70 a 200 ug/L et celle du désacétyldiltiazem de 10 a
50 % de la concentration en diltiazem.
CONCLUSION

Les différentes phases cliniques de !'intoxication sont
commentées sur la base des concentrations sérigues
mesurées et des actes thérapeutiques de la prise en
charge. Le cas rapporté est comparé a ceux retrouvés
dans la littérature (1-3) sur le plan de la symptomato-
logie et des concentrations mesurées. Cette présenta-
tion clinique et toxicocinétique constitue I’occasion de
rappeler lutilité d’une stratégie analytique globale de
recherche et de quantification des antiarythmiques en
toxicologie hospitaliére.
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Intoxication mortelle par la tropatépine
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(2) Laboratoire de Pharmacocinétique et de
Toxicologie Clinique, Groupe Hospitalier du HAVRE.

OBJECTIF

Cas clinique :

Monsieur C., 30 ans est retrouvé décédé, a son domici-
le, sans cause apparente.

Une recherche toxicologique dans les échantillons de
sang et d’urine prélevés en post-mortem est demandée
au Laboratoire.

MATERIEL ET METHODE

Les échantillons sanguins prélevés sans anticoagulant
ni conservateur, et les échantillons d’urines prélevés
sans conservateur ont été analysés.

Le bilan de premiére intention a été effectué a l'aide de
méthodes immuno-enzymatiques (Roche Online) sur
automate Integra Roche.

Le screening toxicologique du sang et de l'urine a été
réalisé par HPLC (gradient Tampon
Phosphate/Acétonitrite)  barrette  de  diodes
(HPLC/PDA) avec une colonne Symmetry® C8 Waters
Sum (4,6 x 250 mm), aprés extraction des échantillons

a l'aide des toxitubes A et B.

Le logiciel millenium Waters et la Librairie Toxicol™
ont permis d’identifier la substance.

La présence de tropatépine a été confirmée par chro-
matographie en phase gazeuse couplée a la spectromé-
trie de masse (GC/MS HP5973).

RESULTATS

Le bilan toxicologique de premiére intention compre-
nant : opiacés, cocaine, cannabis, amphétamines, anti-
dépresseurs tricycliques, benzodiazépines, paracéta-
mol, salicylés, barbituriques, s’est révélé négatif.
L’analyse par HPLC/PDA a mis en évidence la présen-
ce de tropatépine et de ses métabolites dans le sang et
dans les urines en trés grande quantité. Nous avons
effectué un dosage de la molécule a partir du chlorhy-
drate de tropatépine par HPLC a la longueur d’onde
200.5 nm. .

La concentration plasmatique de tropatépine a été
retrouvée a 370 ug/L, alors que la concentration maxi-
male thérapeutique est de 29 ug/L (1). Des concentra-
tions similaires ont été retrouvées dans les urines. La
présence de la substance a été confirmée par GC/MS
qui a permis également de mettre en évidence des
traces de lévomépromazine dans les urines.
CONCLUSION

La tropatépine est un antiparkinsonnien anticholiner-
gique utilisé dans les corrections des syndromes parki-
sonniens induits par les neuroleptiques. Médicament
de maniement difficile, a marge thérapeutigue étroite, il
est peu prescrit.

Cette intoxication est rare et peu décrite dans la litté-
rature. Quelques cas d’intoxications séveres ont été
rapportés avec des concentrations sériques comprises
entre 50 et 80 ug/L.

Nous sommes en présence d’une intoxication mortelle
due a la prise de tropatépine en trés grande quantité et
de fagcon quasi isolée.

REFERENCE
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Une cause peu banale d’hypoglycémie.

JP. GOULLE, M. GERSON, V. FOLOPE,
C. LACROIX, D. BOUIGE

Groupe Hospitalier du Havre, B.P. 24, 76083 LE
HAVRE Cedex, France.

OBJECTIF |

L’objectif de ce travail est de présenter le cas d’un
sujet hospitalisé a 8 reprises pour un coma hypoglycé-
mique et de montrer que [’exploration d’une hypogly-
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cémie ne peut se limiter a des examens de biochimie
endocrinienne et d’imagerie médicale. L'analyse toxi-
cologique s’avere indispensable si ceux-ci sont néga-
tifs.

CAS CLINIQUE

Monsieur S... Georges, 73 ans, sujet diabétique, est
admis aux urgences puis hospitalisé a 7 reprises sur
une période de 6 mois pour des hypoglycémies graves
a l'origine de chutes a répétition dont une est respon-
sable de fracture. Les glycémies d’entrée sont com-
prises entre 1,0 et 3,6 mmol/l soit 0,20 a 0,60 g/l.
Celles-ci font I’objet d’examens complémentaires a la
recherche d’une cause métabolique ou organigue. Les
alcoolémies, les nombreuses explorations réalisées,
ainsi que les épreuves dynamiques sont toutes néga-
tives. Les glycémies, insulinémies et mesures du pepti-
de C, lors de cycles glycémiques, d’épreuve de jeline,
ou d’hyperglycémie provoquée par voie orale, le test au
synacthene, les anticorps anti-insulines, la pro-insuli-
ne, 'ACTH, la somatomédine sont normaux. On note
I’absence d’anomalie clinique patente ou radiologique
visible en rapport avec 'hypoglycémie : TDM abdo-
minal et cérébral, IRM hépatique, écho endoscopie
pancréatique, radio du rachis lombo-sacré et du thorax
sont normaux, Aucune hypoglycémie n’est constatée au
cours des hospitalisations y compris pendant les
épreuves de jeiine.

MATERIEL ET METHODE

L’analyse toxicologique a la recherche d'un agent
hypoglycémiant est réalisée par chromatographie en
phase liguide couplée a la mesure par barrette de
diodes (HPLC/BD). Pour lidentification, aprés extrac-
tion du sérum en phase liquide, I’extrait est analysé par
HPLC/BD (Hewlett Packard 1040-1050) sur colonne
C,g a Uaide d’un gradient de concentration acétonitri-
le-tampon phosphate et d’un étalon interne : le prazé-
pam. Le spectre ultraviolet de chaque pic élué est enre-
gistré de 190 a 400 nm. La bibliothéque utilisée a été
développée au laboratoire. Pour la quantification, une
gamme étalon du principe actif a doser est traitée dans
les mémes conditions.

RESULTATS .

Lors de la 7%~ hospitalisation, [’analyse toxicologique
réalisée a posteriori sur le tube d’entrée révéle la pré-
sence de gliclazide (Diamicron®), et explique les hypo-
glycémies. Trois mois plus tard, Uintéressé est a nou-
veau admis aux urgences pour hypoglycémie grave (1,8
mmol/l soit 0,30 g/L). Le dosage du gliclazide dans le
sérum révele une concentration de 19,1 mg/l (normales
sous traitement 1,5 — 3,6 mg/l).

CONCLUSION A
Devant toute hypoglycémie inexpliquée chez un malade
non diabétique, il convient de prélever systématique-
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ment du sang pour procéder a une analyse toxicolo-
gique.

Un cas de soumission chimique.

JP. GOULLE®, T. DELANGRE®, B. MIHOUT®,
C. LACROIX®

(1) Groupe Hospitalier du Havre, B.P. 24 - 76083 LE
HAVRE Cedex, France.

(2) C.H.U. de Rouen, 1 rue de Germont - 76031
ROUEN Cedex, France.

OBJECTIF

L’objectif de ce travail est de présenter un cas de sou-
mission chimique et de montrer que [’analyse toxicolo-
gique peut s'avérer productive sur des prélévements
réalisés trois jours et demi apreés les faits.

Cas clinique :

Un homme de 55 ans consulte en neurologie pour un
trouble de mémoire et de la motricité survenus lors
d'un déplacement professionnel a Montpellier.
Monsieur L... ne prend aucun médicament. ll nous dit
avoir diné avec des amis, s'étre couché tét et s’étre
réveillé & 16 heures. A son lever, il tombe et titube
durant plusieurs heures. 1l regagne en train avec diffi-
cultés Rouen en passant par Bordeaux. Il garde de ce
voyage peu de souvenirs, changeant de trains avec une
démarche ébrieuse, somnolent et ralenti sur le plan
intellectuel. Arrivé a son domicile, il dort prés de 24
heures et ne se souvient pas avoir mangé ou bu durant
cette période. Il constate alors que ses espéces, ainsi
que des chéques ont disparu.

Trois jours apres les faits, inquiet de son état de santé,
il consulte son médecin qui I’adresse en Neurologie ou,
le 4~ jour, sont prélevés du sang et des urines pour
analyse toxicologique.

MATERIEL ET METHODE

Le dépistage des benzodiazépines est réalisé par immu-
noanalyse sur automate ADX (Abbort), dont la sensibi-
lité est de 20 ng/ml exprimée en desméthyldiazépam.
La confirmation est effectuée apres extraction en phase
liquide par chromatographie en phase liguide couplée
a la spectrométrie de masse (LC/MS : A 150 EX-
Perkin Elmer) sur colonne C18 a l'aide d’un gradient
de concentration formate d’ammonium-acétonitrile
(1). Le dépistage est réalisé a deux valeurs d’orifice
différentes et les ions sont acquis de 100 a 1100 uma.
La bibliothéque utilisée est celle du CHU de Limoges.
RESULTAT

Le dépistage des benzodiazépines par immunoanalyse
est faiblement positif dans les urines et négatif dans le
plasma. L’analyse par LC/MS révéle la présence de 7-
acétamido-clonazépam dans les urines et de traces de
clonazépam (Rivotril®) dans le plasma.
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CONCLUSION

La mise en évidence de clonazépam (Rivotril®) dans le
sang prélevé le 4°™ jour prouve que l'intéressé a été
victime de soumission chimique. Il se rappellera ulté-
rieurement avoir bu avec une relation de passage un
orangina amer.

REFERENCE

1. Marquet P. et al., “Général unknown” screening of
xenobiotics in plasma by LC-ES-MS. 37" TIAFT trien-
nial meeting Cracow, 5-9 sep. 1999.

Extraction automatisée du LSD, iso-
LSD, Nor-LSD, Nor-isoLSD et 2-0x0-3-
hydroxy-LSD. Dosages urinaires par
LC-ES-MS

J. BESSARD, N. JOURDIL, G. BESSARD

Laboratoire de Pharmacologie. CHU Grenoble. BP
217. 38043 GRENOBLE Cedex 9 France

OBJECTIF

Développer une méthode de quantification du LSD
dans les milieux biologiques aprés extraction automa-
tisée assurant la détermination du 2-oxo-3-hydroxy-
LSD parmi les métabolites quantifiés. Des études
récentes montrent sa présence dans [lurine & des
concentrations tres supérieures a celles du LSD (1-3).
La recherche de ce dérivé permettrait ainsi d’identifier
une consommation de LSD plus longtemps apres la
derniére prise.

MATERIEL ET METHODE

L’extraction est réalisée sur un automate ASPEC XL
de Gilson a l'aide de cartouches SPE de type phase
mixte : C8 — phénylsulfonate.

La séparation chromatographique est effectuée sur
colonne Nucléosil C18, Sum (150 x Imm d.i.) Polymer
Laboratories. La phase mobile est constituée d’un
mélange 65/35 : formiate d’ammonium 5mM pH3 —
acétonitrile / formiate d’ammonium pH3 (90/10), déli-
vrée a un débit de 50 pl/mn en mode isocratique par
des pompes haute pression Perkin-Elmer série 200 LC
(2). Les injections utilisent un injecteur automatique
Perkin-Elmer série 200.

La détection est assurée par un spectromeétre de masse,
modele API 150 EX, avec une source d’ionisation de
type Electrospray en mode fragmentométrique. Le
LSD-d3 est utilisé comme standard interne. Les rap-
ports m/z choisis pour la quantification sont 324,3 pour
le LSD et Iso-LSD, 310,0 pour le Nor-LSD et Nor-
isoLSD, 356,1 pour le 2-oxo-3-hydroxy-LSD et 327,3
pour le LSD-d3. Les ions 223,1, 281,2, 237,1, 338,1
sont utilisés en confirmation. |

RESULTATS

L’optimisation de la méthode a pris en compte diffé-

rents types de cartouches, différentes procédures de
purification et différentes compaositions de solvants
d’extraction. Les extractions sont effectuées a pH 6 sur
colonnes ISOLUTE HCX 3 ml. Aprés dépét de I'échan-
tillon, trois lavages successifs (tampon phosphate
pH 6, acide acétigue, méthanol/eau) précédent 1’élu-
tion par le mélange dichlorométhane/alcool isopropy-
lique/ammoniaque (80 : 20 :2). Les rendements d’ex-
traction des différents composés sont 74, 67, 75, 67 et
70% respectivement pour le LSD, U'iso-LSD, le Nor-
LSD le Nor-isolLSD et le 2-oxo-3-hydroxy-LSD a des
concentrations comprises entre 0,25 et 10 ng/ml. La
recherche de LSD effectuée chez 56 patients s’est avé-
rée positive chez 6 d’entre eux.

CONCLUSION

Les résultats obtenus avec cette méthode confirment
Uimportance de la recherche du 2-oxo-3-hydroxy-LSD.
Dans tous les cas de positivité, il a été observé que ce
métabolite était présent en quantité trés supérieure a
celle du LSD et du Nor-LSD. Chez un sujet ayant
reconni avoir consommé quatre jours auparavant, il a
pu étre quantifié alors que les autres dérivés n’étaient
plus détectables.

REFERENCES

1.Poch G.K., Klette K.L.Anderson C. The quantitation
of 2-oxo-3-hydroxy lysergic acid diethylamide (O-H-
LSD) in human urine specimens, a metabolite of LSD :
comparative analysis using liquid chromatography-
selected ion monitoring mass spectrometry and liquid
chromatography-ion trap mass spectrometry. J. Anal.
Toxicol. 2000 ; 24 : 170-179

2. Sauvage M.F.,Marquet P., Ragot S., Lachdtre F,
Dupuy J.L., Lachdtre G. Dosage du LSD et de trois de
ses métabolites ou isoméres dans le sérum et le sang
total par LC-ES-MS. Toxicorama 1998 ; 10 : 73-79.
3. Verstraete A.G., Van de Velde E.J. 2-oxo-3-hydroxy-
LSD : an important LSD metabolite ? Acta Clinica
Belgica, Supplement 1999-1, 94-96.

Dosage du phénol urinaire par électro-
phorese capillaire micellaire
R. BOURDEAUX, B. CAPOLAGHI

Laboratoire de Biochimie-Toxicologie, CHR Metz-
Thionville - 57100 THIONVILLE

OBJECTIF

Une manipulation accidentelle de Crésyl, produit bac-
téricide et fongicide, ayant provoqué de fortes émana-
tions gazeuses au sein d’une entreprise, des examens
sanguins et une recherche de phénol urinaire (n = 62)
ont été effectués dans le cadre de la médecine du tra-
vail pour toutes les personnes incommodées. Le crésyl
est un composé nocif contenant 1a 5 % de phénols. Les
vapeurs phénoliques passent rapidement dans la circu-
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lation pulmonaire, le phénol est ensuite éliminé dans
les urines sous forme libre et conjuguée.

Une technique de dosage du phénol urinaire a été rapi-
dement mis en place, par électrophorése capillaire
(EC). L’EC a été retenue pour ses qualités analytiques
et sa rapidité. Il est en effet possible d'injecter de I'uri-
ne préalablement filtrée sans extraction.
MATERIEL ET METHODE

Chaque urine a été analysée sur un capillaire en silice
fondue (570 mm x 75 um d.i) conditionné par un tam-
pon pH 9,1 + 0,1 (borate / phosphate / SDS ; 6 mM/
10 mM 7/ 50 mM), en mode de détection UV a 280 nm.
Une différence de potentiel de 25 kV et une températu-
re de 25° C sont maintenues pendant U'analyse. Le
temps d’injection par pression est de 5 secondes en
mode hydrodynamique. Dans ces conditions, le phénol
est détecté a 4,5 min et il est possible d’injecter toutes
les 5 min ce qui est trés appréciable lorsque le nombre
de demandes est trés important.
RESULTATS

La limite de quantification est de 5 mg/l. La linéarité
de la méthode a été vérifide jusqu’a 50 mg/l ce qui est
suffisant si [’on considére qu’une exposition est signifi-
cative pour des concentrations supérieures & 20 mg/l.
La précision est bonne a 2 concentrations différentes
(CVde 2,35 % a 10 mg/l et 2,0 % a 20 mg/l).
CONCLUSION

Le dosage du phénol urinaire par EC est une technique
trés rapide, facile & mettre en euvre en routine lors
d’intoxications au phénol ou composés benzéniques.

Spéciation de I’arsenic dans la salive et
Purine humaines apres exposition pro-
fessionnelle.

F. BARUTHIO, B. RIEGER, P. BIETTE, F. PIERRE

INRS, Centre de Recherche, Département PS, Labo
SBSI - VAND(EUVRE-LES-NANCY.

OBJECTIF

La surveillance biologique des personnes exposées
professionnellement aux composés de 'arsenic (As) est
basée sur la mesure de la concentration urinaire de cet
élément. Toutefois, !'utilisation de ’arsenic urinaire
comme indicateur biologique d’exposition, nécessite
que soit faite la distinction entre, d’une part les com-
posés organiques, non toxiques, d’origine alimentaire,
tels que ’arsénobétaine et ’arsénocholine et d’autre
part, les formes inorganiques et organiques toxiques, d
savoir, arséniures (As’), arsénites (As’*), monométhy-
larsonate (MMA ) et diméthylarsinate (DMA), d’origine
iatrogene, professionnelle ou environnementale. La
pratique actuelle consiste a distinguer les composés
d’origine alimentaire et ceux d’origine non-alimentai-
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re. La méthode élaborée a pour objectif d’individuali-
ser, a des fins de recherche, les composés inorganiques
(As*, As**), les métabolites organiques (MMA, DMA)
et les composés d’origine alimentaire (arsénobétaine,
arsénocholine).

MATERIEL ET METHODES

La séparation des différentes espeéces d’arsenic a été
réalisée par chromatographie d’échange d’ions pour
Uurine et la salive, en combinant deux résines, une
cationique et une anionique. La méthode est directe,
sans prétraitement pour les échantillons d’urine et de
salive. Quatre élutions successives permettent d’indivi-
dualiser 5 fractions, As™, As**, MMA, DMA et As ali-
mentaire.

L’analyse des fractions a été réalisée par spectropho-
tométrie d’absorption atomique électrothermique, avec
correction de fond par effet Zeeman et modificateur de
matrice. Les méthodes décrites ont été adaptées a l'uri-
ne et a la salive a partir d’une méthode développée par
Grabinski (1981) pour la spéciation dans 'eau. Elles
ont été validées par I'évaluation de leurs critéres de
qualité sur [’eau surchargée en espéces chimiques et
sur Lurine et la salive humaines, natives et surchargées
des mémes espéces chimiques.

RESULTATS

La technologie analytique utilisée, permet d’atteindre
des sensibilités voisines de 9 ug/L pour 0,0044 unité
d’absorbance.sec’. Les limites de détection (définies a
3 écarts-types de la mesure du blanc) sont de 20,3, de
18,3 et de 20,4 ug/L, respectivement pour As total uri-
naire, As total salivaire et As urinaire non-alimentaire.
Ces limites de détection sont inférieures aux valeurs de
référence moyennes, et comparées a la valeur limite
biologique urinaire de 50 ug/g de créatinine, elles per-
mettent le suivi biologique des personnes exposées.
REFERENCES
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L’acétylcodéine comme marqueur de
consommation d’héroine illégale : une
étude basée sur I’analyse des urines et
des cheveux.

C. STAUB®, C. GIROD®, O. PLAUT®, M. MARSET®

(1) Institut de Médecine Légale,
Universitaires de Geneve, SUISSE

(2) Division d’Abus de Substances, Hopitaux
Universitaires de Genéve, SUISSE

OBJECTIF

Un des objectifs des centres de distribution d’héroine
médicale est de limiter les dégdts occasionnés par des
seringues souillées, mais aussi de déconnecter le toxi-
comane de son environnement insalubre. En effet, le
fait de ne plus devoir se soucier de chercher sa pro-
chaine dose, ou du moyen de la payer, devrait faciliter
la réinsertion du toxicomane dans la société.
Cependant, il arrive que les doses d’héroine distri-
buées ne suffisent pas, d’oit une consommation paral-
lele d’héroine provenant de la rue.

L’acétylcodéine (ACOD), une impureté constante de la
fabrication d’héroine non pharmaceutique, a été pro-
posée comme marqueur biologique de consommation
d’héroine illégale dans l'urine et les cheveux (1,2).
MATERIEL ET METHODE

Une technique de chromatographie gazeuse/spectro-
métrie de masse (CG/SM), permettant la détection de
la 6-monoacétylmorphine (MAM), de ’ACOD et des
autres opiacés a été adaptée a l'urine et aux cheveux,
puis validée.

RESULTATS

71 échantillons d’urine provenant de consommateurs
d’héroine de la rue et 44 échantillons d’urine de
patients sous héroine médicale ont été analysés.
L’ACOD a été détectée dans 85,9 % des échantillons
d’urine du premier groupe, mais dans aucun des
échantillons d’urine du second groupe. Pour ces deux
groupes, la MAM a été détectée respectivement dans
94,4 % et 84,1 % des cas.

Dans le but de déterminer la fenétre de détection de
I’ACOD et de la codéine (son principal métabolite), de
I’héroine médicale pure additionnée de quantités
variables d’ACOD (3 a 9 %) a été administrée a quatre
patients sous héroine médicale. Des analyses d’urines
ont été effectuées apres 1, 3, 6, 12 et 24 heures. Les
fenétres de détection mesurées étaient de 8 et de 23
heures pour ACOD et la codéine avec des seuils de
positivité respectifs de I et 10 ng/ml. . ‘
Ensuite, 73 échantillons de cheveux de consommateurs
d’héroine illégale et 43 échantillons de cheveux de
patients sous héroine médicale ont été analysés au
moyen de la méthode CG/SM, adaptée a cette matrice.

Hopitaux
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L’ACOD a été détectée dans 92 % des cas pour le pre-
mier groupe et dans seulement 12 % des cas pour le
second groupe. La MAM, elle, est restée détectable
dans 98% des échantillons de cheveux pour les deux
groupes.

CONCLUSION

Cette étude démontre, d’une part que la MAM demeu-
re le meilleur marqueur de consommation d’héroine, et
d’autre part que I’ACOD est un marqueur intéressant
de consommation d’héroine de la rue ou illégale.
REFERENCES
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2. P. Kintz, C. Jamey, V. Cirimele, R. Brenneisen, B.
Ludes, Evaluation of Acetylcodeine as a Specific
Marker of Illicit Heroin in Human Hair. J. Anal.
Toxicol. 1998 ; 22 : 425-429

Intérét de la quantification de la bupré-
norphine glycuronoconjuguée dans le
sang.

F. VINCENT, J. BESSARD, H. EYSSERIC,
V. DANEL, E. ESCARD, C. MARKA

Fédération de Toxicologie Clinique et Biologique-
CHU GRENOBLE.

OBJECTIF

Les données de la littérature relatives aux dosages san-
guins de la buprénorphine, méme dans les cas d’in-
toxication, font état de concentrations sanguines
faibles (1). Les explications avancées sont la grande
lipophilie de la molécule et sa forte affinité pour les
récepteurs morphiniques. Bien qu'un cas d’intoxica-
tion mortelle, étayé par des taux sanguins exception-
nellement élevés, vienne d’étre publié récemment (2),
la plupart des auteurs s’accordent a noter l'absence de
corrélation existant entre 'importance de la prise et
les taux sanguins mesurés. Afin d’améliorer I'informa-
tion apportée par [’analyse toxicologique, les auteurs
proposent de doser dans le sang non seulement la
buprénorphine (Bup.) et son métabolite désalkylé, la
norbuprénorphine (Norbup.), mais aussi leurs formes
glycuronoconjuguées respectives.

MATERIEL ET METHODE

8 cas sont étudiés : 6 intoxications aigués, 2 traite-
ments chroniques. Pour chacun d’entre eux, le sang a
d’abord subi une hydrolyse enzymatique par la B glu-
curonidase pour étre dosé ensuite et de facon simulta-
née avec le sang non hydrolysé. Les étalons internes
deutérés (buprénorphine-d4 et norbuprénorphine-d3)
sont ajoutés au sang avant de subir un prétraitement
par ultrasons. Les molécules a doser sont ensuite extraites
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de facon sélective par méthode SPE, puis transformées
en dérivés silylés. La séparation et la détection sont
réalisées par chromatographie en phase gazeuse cou-
plée a la spectrométrie de masse par impact électro-
nique et en mode SIM. Le rendement d’extraction est
supérieur a 80 %o et la LOQ égale a 0,25 ng/ml pour les
2 molécules. Les paramétres des courbes de calibration
ne sont pas modifiés par [’hydrolyse enzymatique.
RESULTATS

Les résultats des dosages (en ng/ml) sont présentés
sous forme de tableau :

patient  Renscignements  Bup. Bup. Totale Norbup. Norbup. Totale
cliniques libre totale /flibre  libre totale  flibre

Intoxication mortelle 923 - . 5 56  LI2
Intoxication mortelle 27 128 1 24,1 273 LI3
Intoxication mortelle 35 67,1 192 145 287 198
Intoxication mortelle 08 09 LI3 14 14 1
Intoxication mortelle 5,12 54 1058 115 64 356
Tentative de suicide 1,9 2 LO5 78 384 492
028 15 53 08 6 7

8 Traitement Subutex® 1 128 128 11 2 I
CONCLUSION
La quantité relative de dérivés glycuronoconjugués
reste trés faible dans les cas de prise aigué de bupré-
norphine : rapport inférieur a 2 pour la buprénorphi-
ne, et a 6 pour la norbuprénorphine, alors que ces
mémes rapports Sont respectivement supérieurs a S et a
7 dans les 2 cas connus de prise chronique. Sous réser-
ve de confirmation, le dosage des métabolites glycuro-
ROCORJUGUES pourrait orienter vers une prise aigué ou
chronique, ou a défaut, améliorer [’information
concernant [’ancienneté de la prise.
REFERENCES
1. Tracqui A., Kintz P, Ludes B. Buprenorphine-related
deaths among drug addicts in France : a report on 20
fatalities. J. Anal. Toxicol. 1998 Oct ; 22(6) : 430-4.
2. Gaulier J. M., Marquet P, Lacassie E., Dupuy J.L.,
Lachdtre G. Fatal intoxication following self-adminis-
tration of a massive dose of buprenorphine. [I. Forensic
Sci. 2000 Jan ; 45(1) : 226-8.
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Hydrolyse des glucuronoconjugués de la
morphine et de la codéine : résultats de
I’évaluation externe de la qualité

M. DEVEAUX®, R.de la TORRE®, M. VENTURA®,
S. GONSALEZ®, D. GOSSET", J. SEGURA®

(1) Institut de Médecine Légale, place Théo Varlet,
LILLE, FRANCE

(2) IMIM, Dr Aiguader 80, BARCELONA, ESPAGNE

OBJECTIF
Evaluer les méthodes d’hydrolyse des glucuronoconju-
gués de la morphine et de la codéine dans les urines

utilisées par les participants au programme d’évalua-
tion externe de la qualité pour le dosage de médica-
ments et de stupéfiants dans les urines (laboratoires
frangais de la SFTA et laboratoires espagnols), et éta-
blir des recommandations.

L’examen des résultats des contrdles externes de quali-
té des années précédentes avait montré une grande dis-
persion des résultats des dosages d’opiacés glycurono-
conjugués. Un exercice spécifique, annoncé comme tel,
a donc été proposé fin 1999, afin d’évaluer I’importan-
ce de ce phénoméne déja observé par ailleurs (1, 2).
MATERIEL ET METHODE

L’échantillon El contenait 970 ng/mL de morphine-3-
O-glucuronide, 'échantillon E2 contenait 953 ng/mL
de codéine-6-0-glucuronide, équivalent a 600 ng/mL
de base. Les laboratoires devaient rendre les résultats
en morphine conjuguée et libre, en codéine conjuguée
et libre et préciser les méthodes d’hydrolyse utilisées :
acide (HAc), enzymatique (HEz), nature de 'enzyme,
température, durée. 53 laboratoires étaient inscrits au
contréle. Pour garder son homogénéité a I’évaluation,
seuls les résultats obtenus par CG-SM ont été retenus.
RESULTATS

Pour la morphine : les laboratoires se répartissent
ainsi ; dépistage positif n = 53, identification n = 38,
HAcn =5, HEz n = 23. Les résultats selon donnés en
ng/mL.

hydrolyse N Moyenne mini maxi ET CV%
Enzymatique 23 542 259 1069 208 38
Acide b} 561 400 785 145 26

Pour la codéine : la répartition des laboratoires est la
suivante : dépistage positif : 37, identification : 33,
HAc : 6, HEz : 20. Les tests d’immunoanalyse détectent
tres mal la codéine-6-O-glucuronide.

hydrolyse N Moyenne mini maxi ET CV%
Enzymatique 20 217 20 690 171 79
Acide 6 304 94 609 202 40
CONCLUSION

Pour la morphine conjuguée, les rendements de I’'HAc
et de I’HEZ sont trés peu différents. La durée de I'HAc
a 100° C n’a que peu d’influence. Pour la codéine
conjuguée, les résultats sont trés nettement différents
selon la méthode. Le rendement de I’"HEz de la codéi-
ne-6-0O-glucuronide est trés variable et souvent proche
de zéro. Il faut donc absolument préférer ’HAc pour
hydrolyser les métabolites urinaires de cet opiacé.
L’interprétation fine des données est difficile car de
nombreuses enzymes sont utilisées. Cependant, iln’y a
pas de différences entre une HEz courte a 50° C et une
HEz longue a 37° C.

REFERENCES
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Déces d’un “raveur” pouvant étre impu-
té a un nouveau produit : la 4-méthyl-
thioamphétamine

M-H GHYSEL , V. DUPONT , F. DESCAMPS,
C. LEROUX

Laboratoire de Police Scientifique, 7, boulevard
Vauban - 59800 LILLE

En avril 1999 est découvert le corps sans vie d’un
homme de 26 ans dont la famille était sans nouvelles
depuis plusieurs jours.

Au domicile, outre les nombreuses affiches de soirées
Hardcore et mégarave, sont trouvés des cactus dont
certains sont coupés, un emballage de “Herbal energi-
zer 4 capsules”, et un livre sur les “sinsemilla”, les
boutons floraux de cannabis.

Le cadavre est en état de putréfaction avancée. Le
médecin légiste conclut que la mort est en rapport avec
un edeme pulmonaire.

MATERIEL ET METHODE

Le sang prélevé a I'autopsie est analysé par “Espace
de téte” CPG- FID, ainsi que par CPG-SM et par
CLHP-BD aprés extraction par Toxi-Tube® A. Des
extractions et dérivations spécifiques de la recherche
des opiacés, de la cocaine, du cannabis, de I’amphéia-
mine et dérivés apparentés a l’ecstasy sont également
réalisées sur ce sang.

RESULTATS

Le cactus coupé, a l'aspect d’un Trichocaerus. Une
extraction par le chloroforme en milieu alcalin et une
analyse par CPG-SM permettent d’identifier la mesca-
line dans ce cactus.

Les analyses toxicologiques mettent en évidence dans
le sang, de la mescaline a ’état de traces et de la 4-
méthylthioamphétamine au taux de 2,11ug/ml. (Cette
4-MTA a été mise en évidence dans le sang par
CPG/SM apres extraction sur Toxi-Tube® A, sans déri-
vation préalable, les fragments m/z majoritaires sont
44, 138, 122, 121, 137). L'alcoolémie est insignifiante
(0,1 g/l). Les recherches d’autres produits toxiques
d’origine organique réalisées avec le matériel dont
nous disposons sont négatives, notamment en ce qui
concerne les autres produits stupéfiants ou l'éphédrine.
CONCLUSION

La 4-MTA est un produit récent qui vient d’étre classé au
tableau des produits stupéfiants. Peu de données concer-
nant les taux toxiques sont rapportées dans la littérature
scientifique. Des individus ont survécu avec des taux
sanguins de 0,13 et 0,76 ug/ml, d’autres sont décédés
avec des taux sanguins de 4,20 et 4,60 ug/mi. (1)

Le taux retrouvé dans le cas décrit est inférieur a ceux
cités précédemment, cependant la putréfaction du
corps a pu altérer la molécule.
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Ce type d’intoxication serait le premier rapporté en
France.

REFERENCE
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Identification des substances psychoac-
tives dans les urines. Marqueur de 1’évo-
lution des tendances récentes ?

JH. BOURDON, J. ARDITTI, M. HAYEK, M. VALLI

Laboratoire de Toxicologie et de Pharmacodépendance
- Centre Antipoison, Hopital Salvator, 249 bd de Sainte
Marguerite - 13009 MARSEILLE

OBJECTIF

L’évolution de la consommation des stupéfiants dans le
temps est un indicateur essentiel pour certains orga-
nismes d’état en particulier I'Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé et pour
I’'Observatoire Frangais des Drogues et des
Toxicomanies. Cette étude a pour but d’évaluer I'inté-
rét de 'analyse urinairve chez les usagers de drogue
comme moyen d’évaluation des tendances récentes de
consommation des substances psychoactives.
MATERIEL ET METHODE

L'étude a été réalisée de 1994 a 1999 sur 1636
patients. Les analyses ont été effectuées sur les urines
par techniques immunochimiques a {’aide d’un auto-
mate Cobas Mira Plus (Roche) et des réactifs Dade
Behring.

Parallélement, aprés hydrolyse enzymatique, les urines
ont été extraites sur colonne DAU (SDS) a laide d’un
automate Rapidtrace (Zymark), L’extrait obtenu a été
évaporé et analysé par chromatographie en phase
gazeuse (chromatographe HP 6890) couplée a la spec-
trométrie de masse (HP 5972A).

Les substances recherchées étaient les dérivés opiacés,
les métabolites de la cocaine, les dérivés de I’ amphéta-
mine et le dextropropoxyphéne.

La population étudiée était composée d’adultes admis
dans les services hospitaliers de [’Assistance Publique
de Marseille.

Les analyses de confirmation n’ont été réalisées qu’une
seule fois pour les patients dont les analyses éraient
pOSItives.

RESULTATS

Cette étude met en évidence une évolution de la
consommation des substances psychoactives. La préva-
lence des opiacés dans leur globalité est relativement
stable. Par contre, la 6 monoacetylmorphine et la
codéine sont en nette diminution. L'élément, le plus
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important est 1’évolution croissante de la consomma-
tion de cocaine. En 1996, les urines de [2 patients
contenaient des métabolites de la cocaine, associés
dans guatre cas d des opiacés. En 1999, les urines de
201 patients contenaient des métabolites de la cocaine
associés dans 44 cas a des opiacés. Ces résultats
étaient en accord avec les analyses des poudres réali-
sées au laboratoire de toxicologie et de pharmacodé-
pendance de Marseille. Parmi 18 poudres analysées en
1997, aucune ne contenaient de la cocaine. Parmi 13
poudres analysées en 1999, 6 contenaient de la cocal-
ne. Les dérivés de I'amphétamine n’était retrouvés
qu’a un faible pourcentage s’expliquant par l'origine
des préléevements.

CONCLUSION

L’analyse des urines chez les patients usagers de
drogue semble étre un marqueur de I’évolution des ten-
dances récentes de consommation. Les résultats de
cette étude sont en accord avec les données issues du
dispositif TREND (Tendances récentes et nouvelles
drogues) en particulier pour la cocaine. Notre étude ne
reflete pas la consommation des substances de synthe-
se dérivées de la phenyléthylamine, probablement
parce que notre recrutement ne concernait pas la popu-
lation festive.

Utilisation détournée du protoxyde
d’azote

C. BOUTRON®, M. MATHIEU-NOLF®, N. PETY®,
M. DEVEAUX®

(1) Centre Antipoison, CHRU - 59037 LILLE cedex

(2) Institut de Médecine Légale, place Théo Varlet -
59000 LILLE

OBJECTIF

Le Centre Antipoison de Lille a regu, depuis septembre
1999, plusieurs appels au sujet du protoxyde d’azote
consommé au cours de rave-parties. Afin de sensibili-
ser le corps médical et de faciliter le diagnostic, la
prise en charge thérapeutique et de mener des actions
de prévention et de réduction des risques, nous avons
réalisé une synthése des données sur ['intoxication
aigué et chronique au protoxyde d’azote et sur sa
détection et son dosage dans les milieux biologiques.
MATERIEL ET METHODE

La synthése scientifique a été réalisée a partir d’une
recherche bibliographique en utilisant MEDLINE.
(nitrous oxide - adverse effects - abuse - poisoning -
death - analytical determination - pregnancy). Par
ailleurs, des contacts avec une association de ravers
ont permis d’avoir des connaissances plus précises
quant a la maniére de consommer ce produit en terme

de lieu, quantité, fréquence ou associations.
RESULTATS

Le protoxyde d’azote est un gaz utilisé en médecine
comme anesthésique et analgésique, et dans I'industrie
alimentaire comme gaz propulseur. Il est conditionné
en bouteille, pur ou en mélange équimolaire avec
U'oxygéne.

En France, le mélange est actuellement un médicament
réservé a l'usage hospitalier et sous Autorisation
Temporaire d'Utilisation (ATU). A Uinverse, il est
encore largement utilisé outre-Atlantique par les den-
tistes.

1l est normalement stocké par les grossistes et les phar-
macies hospitalieres dans des bouteilles de capacité
variable. Les bouteilles sont parfois volées par effrac-
tion et le protoxyde d’azote détourné de son usage.
Dans des rave-parties, elles sont conditionnées en bal-
lon de baudruche, vendus en moyenne dix francs ['uni-
té. Le sujet va inhaler jusqu’a trente ballons par soi-
rée, en l'associant souvent a des stupéfiants et a de
’alcool.

En administration aigué, il provogue les effets secon-
daires suivants : euphorie, réve, modification des per-
ceptions sensorielles mais également paresthésies, sen-
sations vertigineuses, nausées, vomissements, angoisse
et agitation.

Sa cinétique d’absorption et d’élimination est rapide,
favorisant la répétition des prises et l'augmentation
des doses.

En administration chronique ou répétée, a forte dose,
ont été observées des myéloneuropathies tardives et des
anémies mégaloblastiques, par carence en vitamine
B12.

Le risque majeur est une forte dépression du systeme
nerveux central pouvant conduire a une perte de
connaissance et & [’arrét respiratoire. Le protoxyde
d’azote va progressivement prendre la place de I’ oxy-
gene, pouvant provoquer la mort par asphyxie.

Les méthodes d’analyse toxicologique décrites concer-
nent le sang ou l'urine et utilisent la chromatographie
phase gazeuse.

CONCLUSION

Le protoxyde d’azote est un gaz d’accés facile, d’action
rapide, peu onéreux, mais fortement toxique. Une
réglementation encore plus stricte des circuits de dis-
tribution, des conditions d’approvisionnement et de
stockage, permettrait peut-étre d’en limiter les usages
détournés ou abusifs dont le nombre et la fréquence en
France risquent d’augmenter.
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Yohimbine booster... Libido fuel...

Mega men
P. KINTZ, V. CIRIMELE, B. LUDES

Institut de Médecine Légale, 11, rue Humann - 67000
STRASBOURG

OBJECTIFS

Développer une méthode robuste de dosage de la
yohimbine et de ses métabolites dans |'urine par
LC/MS. Evaluer I'impact d’Internet sur la vente de
substances de la performance. La yohimbine est un
antagoniste alpha2-adrénergique, proposé dans le trai-
tement des difficultés érectiles et de !’hypotension
orthostatique, commercialisé en France sous la déno-
mination Yohimbine Houdé (comprimé bleu dosé a 2
mg). Dans le cadre d’une expertise judiciaire pour
“recherche des causes de la mort”, le laboratoire a
récemment mis en évidence par HPLC/DAD de la
yohimbine dans le contenu gastrique de la victime. Une
limite de sensibilité inadéquate pour le sang nous obli-
geait alors a développer une procédure par LC/MS (1).
La yohimbine était retrouvée a 4,3 ng/ml dans le sang
cardiaque. L’absence de référence bibliographique
récente sur la yohimbine conjuguée a l’extréme abon-
dance d’informations disponibles sur ’Internet nous a
conduit a évaluer ’excrétion urinaire de cet alcaloide
apres administration orale.

MATERIEL ET METHODE

Une gélule de Libido Fuel (Twinlab, 100 mg d’an-
drosténedione et 400 mg d’extrait de Yohimbe Bark,
standardisé a 8 mg de yohimbine), achetée aux Etats-
Unis, a été administrée a un sujet de 38 ans. Les urines
ont été recueillies sur 48 heures, puis analysées par
LC/MS avec ou sans hydrolyse par f3-glucuronidase,
apres extraction par le mélange chloroforme-isopropa-
nol-n-heptane a pH 9,5. Les paramétres suivants ont
été utilisés : yohimbine (RT : 5,04 min, m/z 355), 10-
OH-yohimbine (RT : 4,56 min, m/z 371) et 11-OH-
yohimbine (RT : 3,49 min, m/z 371).

RESULTATS

La yohimbine a été identifiée dans les urines jusqu’a la
36°™ heure, avec des concentrations variant de 9 & 174
ng/ml. Le pic d’excrétion est obtenu a la 3™ heure.
Moins de 1 % de la dose est excrétée inchangée en
24 heures. 2 métabolites hydroxylés ont pu étre identi-
fiés, la 11-OH-yohimbine, majoritaire (14 a 259 ng/ml,
pic a la 3éme heure) et la 10-OH-yohimbine, d’appari-
tion retardée (a partir de la 3°™ heure) et en plus faibles
concentrations (2 & 18 ng/ml, pic a la 12¢™ heure). Les
métabolites hydroxylés ne semblent pas glucuro-conju-
gués et sont décelables dans les urines pendant
48 heures apreés la prise. L’androsténedione se conver-
tit rapidement en testostérone, puisque le rapport uri-
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naire T/E s’éléve des la 2°™ heure, pour dépasser 6,
la 5 heure. L’intérét de cet anabolisant sera discuté
en fonction des connaissances endocrinologiques.
CONCLUSION

Les faibles concentrations circulantes de yohimbine
nécessitent des méthodes analytiques trés sensibles. A
cet égard, la LC/MS représente 'approche chromato-
graphique la mieux adaptée. Disponible sur Internet
(2), la commercialisation de la yohimbine fait large-
ment appel a I'imaginaire de la domination sexuelle et
a 'augmentation incroyable des performances. Un
rapide balayage des sites les plus engageants comple-
tera cette présentation.

REFERENCES

1. Cirimele V, Kintz P, Tracqui A, Malicier D, Ludes B.
Dosage de la yohimbine dans les fluides biologiques
par HPLC/lonspray-MS. Application a un cas mortel
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Lésion de ’ADN des lymphocytes chez le
rat exposé a la fumée du tabac. Effet de
Pexposition sur la reproduction

E. FLOREK®, M. TADROWSKA®, A. KOKOCHA®,
K. SZYFTER®

(1) Chaire de Toxicologie, Académie de Médecine,
POZNAN, POLOGNE

(2) Laboratoire de Génétique Humaine, Académie
Polonaise des Sciences, POZNAN, POLOGNE

OBJECTIF

L’étude a eu pour objectif de rechercher des effets
génotoxiques dans les lymphocytes de sang périphé-
rique du rat exposé a la fumée du rabac.

MATERIEL ET METHODE

Nous avons utilisé des femelles et des feetus du rat
Wistar comme modeéle expérimental. Les rats (12 indi-
vidus) ont été exposés pendant 21 jours (6 heures par
jour} a la fumée du tabac en trois concentrations cor-
respondant a des teneurs en oxyde de carbone (CO) de
l'ordre de 500, 1000 et 1500 mg CO/m?. Aprés I’expo-
sition le sang périphérique a été prélevé aux femelies et
feetus, et la fraction leucocytaire a été isolée. L’effet
génotoxique de I'exposition a la fumée du tabac a été
mesuré en évaluant quantitativement ['induction de
fragmentation de ’ADN au moyen d’électrophorése de
cellules séparées (comet assay)(1). L’analyse des para-
métres morphologiques des cométes a été réalisée a
laide d’'un microscope & fluorescence Opton lié au
logiciel avec systeme d’analyse d’images MetaSystem.
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RESULTATS

L’exposition a la fumée du tabac a eu pour conséquen-
ce une fragmentation de I’ADN. Pourtant, une aug-
mentation significative de ['accumulation des frag-
ments d’ADN a brin unique ne s’est produite qu’en
conditions d’exposition forte correspondant a la
concentration de 1500 mg CO/nv’. Indépendamment de
Uexposition, les feetus du rat se sont caractérisés par
une susceptibilité a la génotoxicité significativement
plus élevée que les adultes. Nous avons comparé ['in-
duction de la génotoxicité a nos propres résultats
concernant les paramétres de reproduction évalués
tant au niveau physiologique que morphologique et
obtenus dans le méme modéle (2,3).

CONCLUSION

Il semble que la génotoxicité ne soit que partiellement
responsable de la réduction des capacités de reproduc-
tion chez le rat. Il est également possible que les lym-
phocytes de sang périphérique ne soient pas un mode-
le approprié aux recherches de I'influence du tabagis-
me sur la reproduction.

REFERENCES
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Variations importantes de la teneur en
éthanol dans des préléevements d’autop-
sie : a propos de deux observations

M. DEVEAUX®, JP. GOULLE®, G. TOURNEL®,
V. HEDOUIN®, D GOSSET*"

(1) Institut de Médecine Légale, place Théo Varlet -
LILLE

(2) Laboratoire de Pharmacocinétique et de
Toxicologie Cliniques, C. H. - LE HAVRE

OBJECTIF

Attirer Iattention des toxicologues sur la production et
la dégradation de |’éthanol dans des prélévements
d’autopsie. Ce fait bien établi peut conduire a une
interprétation abusive des résultats (1). Nous décrivons
deux cas réels qui n’auraient pas pu étre élucidés sans
la vigilance des experts.

RESULTATS

Observation n°1 : un homme de 27 ans est découvert
mort a son domicile. L’autopsie réalisée 3 jours apres,
conclut a un déces par plaie cranio-cérébrale due a des
projectiles d’arme a feu. Du sang cardiaque, de ['uri-
ne, de la bile et le contenu gastrique sont prélevés.
L’alcool éthylique est dosé par chromatographie
gazeuse - ionisation de flamme (CG-DIF) [2]. Les
résultats sont donnés tableau I (analyses 1). Cependant
a Uinsu du toxicologue, une prise de sang (2x5 ml sur
1% NaF) avait été pratiquée lors de ’examen de corps
le jour du déces et le dosage d’éthanol fait aussitot par
un biologiste démontre que : l'alcoolémie était nulle.
Pour lever le doute sur la trés grande discordance, les
dosages d’éthanol ont été refaits sur tous les préléve-
ments 2 mois aprés (analyses 2). Devant la persistance
de la discordance, un second expert toxicologue est
nommé. Il analyse tous les échantillons de sang 5, 6 et
7 mois apres (analyses 3, 4 et 5) :

sang NaFl sang NaF2 song ceurdA  sang ceeurB urine  bile estomac

analyses I 0 0 141 010 079 663
onalyses2 0 0 1,61 2,04 0,06 073 067
analyses3 0 0 1,32

analyses4 0 0 0,77 -
anaiyses 5 0 0 0.30 -

Tableau I : dosages successifs d’éthanol dans les diffé-
rents prélevements (en g/l). Conservation : + 4° C

Observation n°2 : un homme de 35 ans est découvert
mort a son domicile. Une autopsie est réalisée 2 jours
aprés et du sang cardiaque prélevé sur NaF 1 %.
L’alcoolémie, dosée par CG-DIF, est nulle (analyses

1). Une contre-autopsie est demandée 1 mois apreés et

3 échantillons de sang cardiaque sont prélevés sur tube
sec, NaF 1 % et héparine. L’éthanol est de nouveau
dosé simultanément dans tous les prélévements (ana-
lyses 2) :

sang NaFl  sang NaF2 sang hépariné  sang t. sec urine  bile

analyses! 0 - -

analyses 2 0 1,41 305 3,01 0.06 120

Tableau 11 : dosages successifs d’éthanol dans les dif-
férents prélevements {en g/l). Conservation : + 4°C

CONCLUSION

Iy a donc eu au cours du temps, dans les échantillons
de sang ne contenant pas de NaF, successivement pro-
duction puis dégradation d’éthanol dans ’observation
n°l. Nous avons vérifié que ceci pouvait étre du a l'ac-
tion de certains microorganismes sur des sucres (3) :
dans les flacons contenant du NaF, il y avait du gluco-
se(2a5 g/l)et 107 germes/ml alors que dans les autres
flacons, il n’y avait plus de glucose mais 107 germes/ml
(entérobactéries et candida sp). Le métabolisme de ces
différents microorganismes vis-a-vis de [’éthanol sera
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présenté. Les prélévements sanguins sur NaF 1 % sont
donc indispensables pour éviter la prolifération bacté-
rienne. Le dosage d’alcool dans le vitré, s’il avait été
prélevé, aurait été un argument utile a la discussion.
REFERENCES
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Soumission chimique en bande organi-
sée : secte et liane hallucinogéne
d’Amazonie

G. PEPIN, F. BILLAULT

Laboratoire d’Expertises TOXLAB, 18, Rue André Del
Sarte - 75018 PARIS, France

OBJECTIF

Plusieurs bouteilles et jerricans d’un volume d’un a
plusieurs litres, remplis partiellement d’un liquide lai-
teux opaque de couleur orangé-marron, ont été saisis
au siege d’une secte a Paris.

Cette opération faisait suite aux déclarations d’'un
Jeune adepte décrivant des séances rituelles bi-men-
suelles avec absorption d’une boisson orange lors de
séances “d’initiation” accompagnée d’expériences
répétées de visions colorées (création d’images et
modification des perceptions sensorielles et de |’envi-
ronnement).

MATERIEL ET METHODE

La mise en évidence directe des principes actifs a été
réalisée par dilution au demi dans de ’éthanol de la
solution laiteuse orangée préalablement mise sous
scellé judiciaire. Pour le dosage et ’identification des
traces, une extraction a été réalisée sur Toxi-tubeA®
(Amilabo, France). Les échantillons et les extraits ont
été analysés par GC-MS sur un chromatographe
HP5890, série Il couplé a un spectrométre de masse
HP 5972 A. La colonne analytique était une colonne
capillaire 5 % phényl d’une longueur de 25m, d'un dia-
meétre interne de 0,25mm et d’une épaisseur de film de
0,25 um. L’hélium a été utilisé comme gaz vecteur & un
débit constant de 1,2 mli/min. L’injection de 2 ul a été
réalisée en mode splitless. La séparation utilisait une
programmation de température de 50 a 320° C. Le
détecteur était a une température de 300° C.
RESULTATS

Les résultats obtenus matérialisaient la présence de
Dimethyltrypamine (DMT) et de dérivés Béta-carboline,
’harmaline et I’harmine, a des concentrations variant,
selon les contenants, de 0,5 mg/litre a 5 mg/litre.
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La DMT est classée comme stupéfiant et les Béta-car-
bolines comme substances psychoactives. Ces compo-
sés actifs hallucinogeénes sont extraits d’une liane
géante amazonienne, la banisteriopsis caapi, et d’une
plante herbacée, la psychotria viridis, poussant dans
les mémes régions. La décoction obtenue est dénom-
mée “Avahuasca” en langue quecha ce qui signifie
“vin des esprits” et était utilisée par certain indiens
d’Amazonie pour communiquer avec les esprits en vue
d’une meilleure compréhension de I'univers.
CONCLUSION

Dans les foréts Amazoniennes (versants colombien et
équatorien) l'utilisation de décoctions de ces lianes
hallucinogénes était le fait de tribus isolées d’indiens
lors d’occasions bien spécifiques de communion avec
Uunivers entrainant une meilleure cohésion au sein du
groupe. Dans le cadre de notre société occidentale, la
prise d'un  hallucinogéne aussi puissant que
“I’Ayahuasca” peut étre un important facteur de
déstructuration psychologique d’un individu. Elle
autorise également la soumission chimique des adeptes
par les responsables de la secte. Ces éléments expli-
quent ['interdiction d’usage de la DMT et son classe-
ment comme stupéfiant.

Intoxication au tramadol : les premiers
cas francais.

H. EYSSERIC®, J.P. GOULLE®, P. KINTZ®, F. VIN-
CENT®, E. ESCARD®, C. MARKA®

(1) Fédération de Toxicologie Clinique et Biologique,
CHU de GRENOBLE

(2) Service de Pharmaco-Toxicologie, Groupe hospita-
lier du HAVRE

(3) Institut de Médecine Légale - STRASBOURG

OBJECTIF

Le tramadol est un analgésique central commercialisé
en France depuis 1997 (Topalgic®) pour le traitement
des douleurs modérées a intenses. Les signes de surdo-
sage sont de type morphinique cependant les cas
décrits dans la littérature sont peu nombreux (1,2).
L'absence de méthode d’analyse immunochimique
adaptée au tramadol, impose d’en réaliser le dépistage
et le dosage par technique chromatographique.

Le but de ce travail est de présenter et discuter les
concentrations de tramadol mesurées dans diverses
matrices biologiques, au cours d’intoxications mor-
telles ou non.

MATERIEL ET METHODE

Les cas étudiés ont été enregistrés dans 3 centres :
Grenoble, Le Havre et Strasbourg. Les analyses toxico-
logiques ont été réalisées selon les procédures habi-
tuelles de chaque laboratoire (dépistage immunochi-
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mique, dosage de [’éthanol par CPG, screening par
CPG/SM et CLHP/BD). Les dosages sanguins et uri-
naires de tramadol ont été effectués soit par CLHP/BD
(Le Havre et Strasbourg) soit par CPG/NPD
(Grenoble). Les prélévements de cheveux ont été ana-
lysés par I'IML de Strasbourg.

RESULTATS
cas n°l cas n2 cas 11°3 cas n*4 cas n°3
Circonstances H 50 ans F 87 ans H 34 ans H jeune F 46 ans
coma coma décés décés décés
Taux de rramadol
(mg/l)
sang périphérigne| 0,061 0,504 19
sang cardiague 189 3,2
ltrines 118 18 101,3
contenu gastrique 204 mg
{170 ml)
bile 16
vitré 08
chevenx {(nghng) | 2.8 244 Ja3em: 1965
34 7cm 9793
Autres bromazépam nordiazépam|bromazépom | phénobarbital] éthanol
xénobiotigues 1.3 mg/l G28mgh 1,98 mght 12 mght 047 gN
{faux sanguins} cannabis

CONCLUSION

Les résultats sont discutés cas par cas, en fonction des
circonstances, des molécules associées et par rapport
aux concentrations thérapeutiques et toxiques de tra-
madol décrites dans la littérature.

REFERENCES

1. Levine B. et coll. Tramadol distribution in four post-
mortem cases. Forensic Sci. Int.,1997, 86, 43-48.

2. Michaud K et coll. Fatal overdose of tramadol and
alprazolam, Forensic Sci. Int., 1999, 105, 185-189,

La redistribution post-mortem des xéno-
biotiques : une source de difficultés pour
P’expert toxicologue
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P. CHAMPSAUR®, P. MARQUET®

(1) Service de Médecine Légale, Faculté de Médecine,
27, bd Jean Moulin - 13385 MARSEILLE Cedex 5
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(3) Laboratoire d’ Anatomie, Faculté de Médecine, 27,
bd Jean Moulin - 13385 MARSEILLE Cedex 5.

OBJECTIF

L’expertise toxicologique en médecine légale a pour

mission de déterminer la nature des xénobiotiques
éventuellement présents dans |'organisme lors du
décés et d’évaluer leur concentration afin de détermi-
ner leur part de responsabilité dans la survenue du
décés. Or les concentrations post-mortem des xénobio-
tiques varient d’une part en fonction du site de préle-
vement, et d’autre part en fonction du délai entre le

déces et le prélévement, compliquant parfois singulié-
rement l'interprétation des résultats. Ces phénomenes
ont été regroupés sous le terme générique de redistri-
bution post-mortem. Tous les mécanismes présidant a
l'ensemble de ces phénomeénes sont loin d’étre éluci-
dés. lls sont naturellement engendrés par [’arrét des
fonctions cellulaires, contemporain de I’apparition des
phénomenes cadavériques, mais dépendent également
des caractéristiques physico-chimiques et pharmacoci-
nétiques des xénobiotiques concernés.

Mécanismes impliques : Aprés le décés, le principal
phénoméne observé est un relargage de molécules ini-
tialement contenues dans les organes qualifiés de
“réservoirs primaires” (le tractus gastro-intestinal, les
poumons, le myocarde ou le foie) vers la circulation
générale et les organes de voisinage (1). Des phéno-
ménes de coagulation, puis de lyse des caillots, engen-
drent également des variations de concentration d’un
site anatomique a un autre. Enfin, la prolifération bac-
térienne liée a la putréfaction est susceptible d’induire
une dégradation - ou plus rarement une synthése - de
certains xénobiotiques. A U'échelon cellulaire, les
modifications du pH, Uinterruption des mécanismes de
transport membranaire et 'altération de ’intima des
vaissequx participent largement & ces phénomeénes de
redistribution (1).

RESULTATS

Les données concernant l'influence des paramétres
pharmacocinétiques sur la redistribution sont res-
treintes et concernent essentiellement le volume de dis-
tribution (Vd). Les molécules lipophiles a large Vd
semblent présenter une redistribution plus intense que
les molécules a faible Vd. Ceci a été largement démon-
tré pour les antidépresseurs tricycliques, les amphéta-
mines ou encore la chloroquine (2). Cette notion méri-
te cependant d’étre nuancée devant les résultats
d’études récentes qui démontrent que des molécules a
faible Vd, telles que les dérivés glucuronoconjigués de
la morphine, subissent d'importants phénoménes de
redistribution, alors que des molécules a large Vd,
telles que la mirtazapine, n’en subissent pratiquement
pas (3). L’influence des autres paramétres pharmacoci-
nétiques, tels que la biodisponibilité, le ou les pKa, la
liaison aux protéines plasmatiques ou la cinétique
d’élimination est totalement inconnue et mérite donc
d’étre explorée.

CONCLUSION

Il convient donc d’interpréter avec une certaine pru-
dence les résultats des expertises toxicologiques, en
particulier si le délai entre le déces et les prélévements
est long. Il serait d’autre part nécessaire de constituer,
a partir d’études expérimentales, des banques de don-
nées concernant l’étendue de la redistribution post-
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mortem d’un grand nombre de molécules.
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Difficultés liées a Pabsence de concentra-
tions de référence : exemple de la trimé-
butine

V. CIRIMELE, P. KINTZ, E. JEHL, B. LUDES

Institut de Médecine Légale, 11, rue Humann - 67085
STRASBOURG (France)

OBJECTIF

Développer une méthode de dosage de la trimébutine
dans les fluides biologiques.

Tenter d’établir un seuil de toxicité pour interpréter les
deux décés observés.

En France, la trimébutine est commercialisée sous la
dénomination Débridat®. Il s’agit d’un antispasmo-
dique musculotrope qui modifie les motricités gastrique
et intestinale (posologie 3 x 100 mg/j). La trimébutine
et son métabolite majeur, la N-monodesméthyltrimébu-
tine, ont été décrits comme ayant de faibles propriétés
agoniste pour les récepteurs opiacés (1).

Récemment, deux expertises médicolégales adressées a
UInstitut de Médecine Légale de Strasbourg ont
conduit a identifier la trimébutine dans les échantillons
biologiques. Une revue de la littérature internationale
n'a pas permis de recenser d’autres cas similaires.
L’interprétation des concentrations mesurées a attiré
tout particuliérement I'attention du toxicologue.
MATERIEL ET METHODE

Le premier cas concerne une jeune femme de 19 ans
retrouvée morte chez elle en présence d’une bofite vide
de Débridat® 100 mg (30 comprimés pelliculés par
boite) et d’une bouteille d’alcool. La personne avait
connu des antécédents dépressifs et expliquait dans une
lettre son geste suicidaire. Du sang cardiaque et des
urines ont été recueillis lors de la levée de corps. Pour
le deuxiéme cas, il s'agit de prélévements de sang,
d’urine, de bile et de contenu gastrique effectués lors
de I'autopsie d’une femme et qui nous ont été adressés
pour analyse toxicologique. L’hypothése d’un suicide
médicamenteux est avancée.

Une recherche a large spectre dans le sang et les urines
a été réalisée par la technique de polarisation de fluo-
rescence. Cette recherche a été complétée par une ana-
lyse par HPLC/DAD (systéme Alliance, Waters) apreés
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extraction des fluides biologiques. La chromatographie
a été réalisée sur une colonne Symmetry® C8, Sum (250
x 4,6 mm) a l'aide d’un gradient acétonitrile (15 a 80
%) - tampon NaH,PO, pH 2,6. Le débit de la phase
mobile variait de 1,0 a 1,5 mli/min au cours des 42 min
d’analyse. L’identification des substances a été réali-
sée par comparaison des spectres obtenus avec ceux de
la bibliothéque.

RESULTATS

Dans le premier cas, la recherche large par immunoa-
nalyse s’est révélée négative. Par contre, une alcoolé-
mie de 0,83 g/L a pu étre déterminée dans le sang par
HS-GC/FID. La trimébutine a pu étre identifiée par
HPLC/DAD (tr 12,6 min, Amax 213 et 269 nm) dans le
sang et les urines de la victime aux taux respectifs de
0,99 et 1,02 mg/L. Toutes les autres recherches effec-
tuées se sont avérées négatives.

Pour le deuxieme cas, la recherche a large spectre par
immunoanalyse a été négative et le sang était exempt
d’alcool éthylique. La trimébutine a pu étre identifiée par
HPLC/DAD dans le sang, les urines, la bile et le contenu
gastrique de la victime aux taux respectifs de 7,96 ; 0,43 ;
551 et 1742 mg/L. De plus, du zolpidem a été retrouvé
dans le sang a la concentration de 1,02 mg/L.

Dans les deux cas, les taux sanguins de trimébutine
sont largement supérieurs aux taux déterminés apres
une prise orale unique de 300 mg de trimébutine (1).
CONCLUSION

L'interprétation des résultats analytiques a été rendue
difficile par la méconnaissance de seuils de toxicité de
la trimébutine ainsi que, dans Uautre cas, par la pré-
sence d’autres psychotropes dans le sang.
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Analyse des cheveux de 7 culturistes :
toute une Pharmacopée...
V. DUMESTRE-TOULET®, V. CIRIMELE®, P. KINTZ®
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33370 ARTIGUES prés de BORDEAUX
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OBJECTIF

Un culturiste, propriétaire d’un gymnase est arrété a la
frontiére espagnole avec de nombreuses ampoules et
comprimés d’anabolisants ainsi que divers médica-
ments qu'il vient d’acheter dans une officine de
Pampelune (Espagne). Suite ¢ l'enquéte de Police, des
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perquisitions sont effectuées chez plusieurs culturistes
fréquentant son gymnase, tous sportifs de haut niveau
et vainqueurs de plusieurs compétitions internatio-
nales. Elles permettent la saisie de diverses substances
classées, comme des anabolisants, de [’éphédrine, de
I’hormone gonadotrophine chorionique, ainsi que des
antidépresseurs, des protecteurs hépatiques et veineusx,
des anti-inflammatoires, ou encore des diurétiques.

En application de la loi Buffet du 23 mars 1999, relative
a la protection des sportifs de haut niveau, un juge d’ins-
truction a ordonné des analyses toxicologiques a partir
des cheveux et des urines chez sept de ces culturistes afin
de mettre en évidence des pratiques de dopage.
MATERIEL ET METHODE

Les cheveux décontaminés par du dichlorométhane et
pulvérisés sont traités pour rechercher par chromato-
graphie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse les stupéfiants (en particulier les dérivés de ’am-
phétamine et ’éphédrine), les dérivés béta-adréner-
giques et les stéroides anabolisants, selon des procé-
dures déja établies.(1, 2, 3).

RESULTATS

Les concentrations suivantes ont été obtenues dans les
cheveux : éphédrine (0,67 et 10,70 ng/mg, n=2), salbu-
tamol (15-31 pg/mg, n=3), clenbutérol (15-122 pg/mg,
n=6), nandrolone (1-7,5 pg/ml, n=3), stanozolol (2-84
pg/mg, n=4}, méthénolone (10-34 pg/mg, n=3), testo-
stérone énanthate (4-19 pg/mg, n=3) et testostérone
cypionate (3-5 pg/mg, n=3).

CONCLUSION

Ces résultats témoignent de la variété des substances
utilisées par les culturistes ainsi que de la chronicité de
la consommation. Ills confirment U'intérét de 'analyse
des cheveux en complément de la matrice “officielle”
qu’est urine pour le suivi longitudinal des sportifs de
haut niveau. Dans le cadre de cette expertise, les résul-
tats urinaires ont été confrontés a ceux obtenus a partir
des cheveux pour retenir sans ambiguité la qualification
d’abus de substances vénéneuses.
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L’hémoglobine glyquée : un marqueur
de choix en toxicologie médico-légale
JP GOULLE, C. LACROIX, D. BOUIGE.

Groupe Hospitalier du Havre, B.P. 24 - 76083 LE
HAVRE Cedex, France.

OBJECTIF

Le dosage de I’hémoglobine glyquée (HbA, ) est consi-
déré comme un élément objectif du contrble de I'équi-
libre glycémique du malade diabétique. Ce paramétre
caractérise toute fixation non enzymatique de glucose
sur I’hémoglobine. Il compléte utilement les mesures
ponctuelles de glycémie étant le reflet de la glycémie
moyenne des 6 derni¢res semaines. C’est en quelque
sorte “le cheveu du glucose”.

MATERIEL ET METHODE

Nous avons étudié la conservation de ’HbA,;ca + 4° C
au cours du temps avec différents anticoagulants ou
conservateurs (3 mois, 6 mois, I an). Plus de 100
dosages ont été réalisés sur un ensemble CLHP dédié
a Uanalyse semi-automatique de [’hémoglobine A,c
(Biorad). La technique a été appliquée a des cas médi-
co-légaux.

RESULTATS

Les résultats montrent que la conservation est bonne
Jjusqu’'a 3 mois dans les échantillons prélevés sur fluo-
rure, 6 mois dans ceux prélevés sur tube sec ou sur tube
hépariné. Chez des sujets non diabétiques, les valeurs
de référence obtenues sur les prélévements médico-
légaux sont identiques a celles de témoins vivants (3,5-
6,25 %). Les résultats positifs ont tous été confirmés
par 'enquéte médicale. La technique a été appliquée
avec succes a trois observations médico-légales. Son
augmentation permet, en cas d’acétonémie élevée d’ex-
clure une intoxication par l’acétone ou l’isopropanol
mais également de différencier ’acidocétose alcoo-
lique ou de jeiine de ’acidocétose diabétique.
CONCLUSION

L’hémoglobine glyquée constitue un marqueur de choix
du diabéte dont I'interprétation est valide en post-mor-
*em.

Mise en place d’un screening des inhibi-
teurs de la recapture de la sérotonine.

E. SCOTTO-GOMEZ®™, L. LABAT®, L. EDNO®,
F. PEHOURCQ®, R. VALENTINO®, N. MOORE®,
B. BEGAUD®

(1) Laboratoire de Pharmacologie Clinique et de
Toxicologie.

(2) Laboratotre de Chimie Analytique, Faculté de
Pharmacie, Université Bordeaux 2, Place de la Victoire
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(3) Service de réanimation médicale. C.H.U de
Bordeaux. Hépital Pellegrin. Place Amélie Raba-Leon
- 33076 BORDEAUX cedex.

INTRODUCTION

La consommation croissante des antidépresseurs non
tricycliques et particuliérement des inhibiteurs de la
recapture de la sérotonine (IRS) pose le probléme du
screening toxicologique d’urgence basé uniquement
sur des tests immunologiques. En effet, ces nouveaux
antidépresseurs qui sont de plus en plus prescrits et de
ce fait de plus en plus souvent rencontrés dans les
intoxications médicamenteuses volontaires (IMV) par
antidépresseurs (1) ne sont pas reconnus par les tech-
niques immunologiques ( EMIT® ou FPIA®) (2).
OBJECTIF

Mettre au point une méthode analytique de séparation
et d’identification de tous les IRS et de leurs métabo-
lites dans le plasma. Afin de déterminer la nécessité
d’une telle identification en routine, nous avons mené
une étude sur une série de patients admis au CHU de
Bordeaux pour suspicion d’intoxication aux antidé-
presseurs.

MATERIEL ET METHODE

48 cas ont été retenus, chacun a fait 'objet d’'une
recherche générale des benzodiazépines, des barbitu-
riques, et des antidépresseurs tricycligues par méthode
EMIT®, puis d’une identification par chromatographie
liguide haute performance couplée a un détecteur a
barrette de diodes (HPLC / BD) (systeme ALLIANCE —
WATERS) selon notre méthode. Les IRS et leurs méta-
bolites sont extraits a partir du sérum par un mélange
héxane / alcool isoamylique (99/1, v/v) en milieu alca-
lin (NaOH 2N). La phase organique est réextraite par
une phase aqueuse HCI 0,05N. La séparation des IRS
se fait en 30 minutes grdce a un gradient de phase
mobile composée d’'un mélange tampon phosphate -
acétonitrile, sur une colonne Symmetry C8, de granu-
lométrie Sum, de longueur 25 cm et de diamétre inté-
rieur 4,6 mm. Les spectres UV sont enregistrés sur une
gamme de longueur d’ondes allant de 200 a 400 nm
(résolution optique : 1,2 mm).

RESULTATS

Notre méthode permet de confirmer la prise d'un IRS et

de Uidentifier de maniére certaine dans le cas d’une

intoxication (56 % des cas). L’identification d’autres
médicaments fréquemment ingérés dans le cadre de
polyintoxications est également possible grice a ['éla-
boration d’une bibliothéque de spectres établie dans
les mémes conditions chromatographiques. Notre
méthode est spécifique et sélective (la plupart des
molécules susceptibles d’interférer avec les IRS ont été
testées).

CONCLUSION
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Nos résultats montrent qu’il est indispensable de pro-
céder au screening rapide de ces antidépresseurs dans
le cadre d’IMV, afin de compléter le diagnostic clinique
souvent peu spécifique. Cette méthode permet d’identi-
fier un grand nombre de molécules couramment ren-
contrées dans les IMV aux antidépresseurs et peut étre
systématiquement associée au test EMIT® en routine.
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Intoxication accidentelle 2 Parsenic par
une pierre de collection.
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OBJECTIF

L’objectif de ce travail est de présenter un cas d’in-
toxication a I’arsenic par une pierre de collection et de
proposer des mesures pour éviter ce type d’accident.
CAS CLINIQUE

L’observation que nous rapportons concerne un nour-
risson de 17 mois qui joue avec les pierres de collec-
tion de son frére ainé. Celles-ci font partie d’un assor-
timent de pierres que l’on peut se procurer dans les
magasins de souvenirs ou sur les marchés, sans qu’au-
cune mention ne soit faite de leur dangerosité éven-
tuelle. Le jeune Flavian est surpris par sa mére avec
des pierres dans la bouche. La mére le fait cracher et
élimine le maximum de particules puis lui rince la cavi-
té buccale a eau.

Elle se rend aux Urgences Pédiatriques, 'enfant ne
présente pas de symptomatologie clinique particuliére.
Les pierres, de couleur jaune vif, sont identifiées
comme étant de |’orpiment ou sulfure naturel d’arsenic
(As2S3). )

MATERIEL ET METHODE

Le dosage de I’arsenic (As) est réalisé par spectropho-
tométrie d’absorption atomique électrothermique au
four graphite, équipé d’un dispositif Zeeman pour la
correction du bruit de fond (Spectra AA 800 avec GTA
100 Varian). La méthode des ajouts dosés que nous uti-
lisons a été mise au point et validée au laboratoire
selon les critéres usuels. Le dosage spécifique de I'As
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inorganique, la seule forme d’As toxique, est effectué
apres extraction par le chloroforme (1).

RESULTAT

L’As urinaire inorganique, montre une élévation trés
importante du rapport urinaire As/créatinine a
327 ug/g (normales : sujet non exposé < 20 ug/g —
sujet exposé < 50 ug/g en fin de semaine de travail). Un
controle de I’As sanguin et urinaire réalisé ultérieure-
ment s’avére normal.

CONCLUSION :
Cette observation pose un réel probléme de santé
publique : minerais en vente libre, sans aucune men-
tion, qui plus est destinés aux enfants alors qu’il s’agit
de divers sels de métaux dont la toxicité peut étre
redoutable. Nous proposons un étiquetage adapté men-
tionnant la dangerosité éventuelle du minerai et ['em-
ploi d’emballages inviolables pour les minéraux
toxiques.
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Intoxication volontaire par la fleur de
colchique et CLHP/SM
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OBJECTIF

L’intoxication volontaire par la fleur de colchique, col-
chicum automnale L., est exceptionnelle. Nous rappor-
tons le suivi clinique, biologique et toxicologique d’un
cas d’intoxication volontaire chez un homme de 44 ans
par.absorption de fleurs de colchique et dont 1I’évolu-
tion a été favorable.

MATERIEL ET METHODE

Cas Clinique : dans les 2 heures qui ont suivi ’inges-
tion d’'une quarantaine de fleurs de colchique, le
patient a ressenti des douleurs épigastriques violentes
avec vomissements et il a été hospitalisé dans l'unité de
réanimation toxicologique du CHU de Grenoble. Aprés
réalisation d’un lavage gastrigue et administration de
charbon activé a I'admission, le traitement a été essen-
tiellement symptomatique. La diarrhée a débuté 9
heures apres 'ingestion. L’ exploration biologique indi-
quait que les valeurs de [’hémogramme étaient dans les
limites de la normale; des signes biologiques de rhab-

domyolyse ont été observés : CPK a 534 UI/L, 36
heures apres l’ingestion. Le produit de lavage gas-
trigue et un prélévement sanguin effectué 6 heures
apres [heure supposée d’ingestion ont été analysés par
CLHP/SM(1) au CHU de Lille a la recherche de col-
chicine

dosage de la colchicine : le dosage de la colchicine est
réalisé par CLHP/SM utilisée en mode fragmentomé-
trique (détection des masses 400 et 358) a I'aide d’une
colonne Nucléosil C,g éluée par une phase mobile
constituée d’eau/acétonitrile/acide formique
(69,5/30/0,5,v/v/v), aprés extraction par un mélange
éther/dichlorométhane (7/4,v/v) en présence de tofizo-
pam retenu comme étalon interne.

RESULTATS

Les concentrations mesurées : 3,4 ug/L de colchicine
dans le produit de lavage gastrique et 3,8 ug/L dans le
plasma (taux thérapeutique : 0,3 a 2,4 ug/L)(2)} ont
confirmé la nature de l'intoxication. Par ailleurs, la
dose de colchicine ingérée a été rétrospectivement esti-
mée a 0,24 mg/kg et d'autres prélévements sanguins
réalisés entre 6 heures et 6 jours d’hospitalisation ont
été analysés. Les résultats ont montré que le taux de
colchicine intra-érythrocytaire 16 heures aprés inges-
tion est élevé : 5.4 ug/L et que la colchicine est tou-
Jours présente dan le plasma et dans les érythrocytes, 6
jours apres ['intoxication.

CONCLUSION

L’ensemble de I’étude a permis de (i) mettre en éviden-
ce a l'aide de dosages intra-érythrocytaires le reflet de
la pénétration cellulaire ; (ii) confirmer [effet de
relargage tissulaire au vu de la courbe d’élimination
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OBJECTIF

Nous rapportons deux cas mortels d’intoxication, a
verser au dossier du retrait de hydrate de chloral et
ilustrant U'intérét du dosage du chloral et de son méta-
bolite principal dans un contexte d’intoxication aigué,
le trichloroéthanol (TCE), par technique “Headspace”
couplée a la CPG/SM.

CAS CLINIQUES

Le premier cas concerne un homme alcoolique chro-
nique, traité notamment par sirop de chloral (avec syn-
drome de dépendance) découvert en état de coma et
d’arrét respiratoire apres avoir absorbé 10 g de chlo-
ral. Le déces est survenu en 9 jours aprés un épisode
d’état de mal convulsif suivi d’un ®déme cérébral. Le
second cas est celui d’une femme, alcoolo-tabagique,
dépressive et épileptique, retrouvée également en arrét
cardiorespiratoire a la suite d’une absorption massive
de chloral. Hospitalisée en Réanimation en coma pro-
fond, elle est décédée 3 jours plus tard.

MATERIEL ET METHODES

Le chloral et le TCE ont été dosés dans le sérum et
['urine par une méthode utilisant le couplage “espace
de téte” (Headspace, Perkin Elmer HS 40) / chromato-
graphie en phase gazeuse sur colonne capillaire type
SPB1 (SUPELCO) / spectrométrie de masse (HP
5972). L'identification des composés a été réalisée a
l'aide de leur temps de rétention et de leur spectre de
masse obtenu en courant ionique total (TIC). La quan-
tification est effectuée en mode fragmentométrique
(SIM) en sélectionnant les ions suivants @ m/z7 82 et 47
pour le chloral, m/z 31 et 49 pour le TCE, m/z 101 et
103 pour ’étalon interne (trichlorofluorométhane).
RESULTATS

Le chloral a été retrouvé a la concentration de 300
ug/L et 500 ug/L dans les urines (cas N°I et 2 respec-
tivement) et toujours inférieure a la limite de quantifi-
cation dans les échantillons de sérum. Les concentra-
tions de TCE étaient de 450 mg/L dans les urines et 57
mg/L dans le sérum du cas N°I, de 119 mg/L dans les
urines et 29 mg/L dans le sérum du cas N°2. Dans ce
dernier cas, il a été également retrouvé de ['acide val-
proique (18 mg/L), de 'alimémazine (52 ug/L), de la
miansérine (77 ug/L) et du méprobamate (10 mg/L)
dans le sérum.

DISCUSSION

La méthode par injection “Headspace” associée a la
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détec-
teur par spectrométrie de masse qui est rapportée ici
permet d’identifier formellement les composés trichlo-
rés et de les quantifier en routine.

Si Uinterprétation des intoxications aigué par [’ hydra-
te de chioral repose essentiellement sur les concentra-
tions de TCE, plusieurs autres éléments apparaissent
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intéressants a prendre en considération pour en éva-
luer le risque toxique : ['association éventuelle d’étha-
nol (absence dans les 2 cas présentés) ou de médica-
ments dépresseurs du systéme nerveux central (cas N°
2) (1), la notion de dépendance (2), la variabilité inter-
individuelle (3).

CONCLUSION

Ces 2 cas d’intoxication mortelles viennent rappeler le
danger de ce médicament gui peut encore étre utilisé
comme sédatif, et les concentrations rapportées peu-
vent compléter la base de données d’interprétation
médico-légale.
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OBJECTIF

Le midazolam est une benzodiazépine a action rapide,
largement utilisée en réanimation pour la sédation
continue prolongée des patients sous ventilation
contrélée. A 'arrét de la perfusion, des retards de
réveil (allant de quelques heures a plusieurs jours) sont
fréquemment observés, ce qui augmente les risques de
toxicité et d’effets secondaires. L’objectif de cette étude
était de rechercher une stratégie de surveillance de la
sédation afin de diminuer le risque toxique en rédui-
sant les délais de réveil.

MATERIEL ET METHODE

La population étudiée comprenait 20 patients sous
sédation exclusive par midazolam. La dose était
constante pendant toute la durée de perfusion (toujours
supérieure G 48 heures). Le midazolam et son métabo-
lite 1-hydroxy-midazolam étaient dosés par LC/MS? :
apres addition au sérum de méthylclonazépam (étalon
interne) et extraction liquide-liquide a pH 9,5 par un
mélange éther-2-propanol (98/2, v/v), la séparation
chromatographique était réalisée sur une colonne
Nucleosil Cig, 5 pm (150 x 1 mm d.i.) en utilisant un
gradient d’acétonitrile dans le formiate d’ammonium
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5mM, pH 3,0, délivré & un débit de 50 ul/min ; les ana-
Iytes étaient ionisés puis fragmentés par collision dans
la source électrospray a pression atmosphérique, les
lons pseudo-moléculaires et leurs fragments étaient
détectés en mode fragmentométrigue. Chez chaque
patient, I’étude des concentrations sériques était réali-
sée a partir de prélévements effectués pendant la per-
fusion (un par 24 h) et apreés ’arrét de la perfusion jus-
qu'au réveil (12 a 17 prélevements). Les causes et les
facteurs de risques du retard de réveil étaient recher-
chés par régression logistique pas-a-pas. Les variables
analysées caractérisaient ['état physiologique et cli-
nique du patient, le traitement et les concentrations
sériques en produit parent et métabolite, les aires sous
la courbe (AUC) de ces composés, mesurées a 'arrét
de la perfusion et au réveil.

RESULTATS

1- Surveillance de la sédation a partir des données
physiologiques et cliniques :

La probabilité (obtenue par régression logistique) d’un
délai avant réveil < 6 h ou 26 h a pu étre calculée, dés
U'admission du patient, a partir de 2 facteurs de risque :
l’dge et le score de gravité APACHE Il ; pour 18
patients sur 20 la catégorie la plus probable était
conforme a ’observation. L'ajout dans le modele des
scores de RAMSAY (évaluant la profondeur de la séda-
tion) et de U'indice de masse corporelle permettait de
graduer dans le temps le risque d’un retard de réveil (4
catégories : T=0, entre 0 et 6 h, entre 6 et 24 h, au-
dela de 24h), dés la 36 h de perfusion ; le délai de
réveil le plus probable était conforme a ['observation
pour 16 patients sur 20.

2- Surveillance a partir des données physiologiques,
cliniques et analytiques :

- Les patients n’atteignaient pas de plateau de concen-
tration stable, les concentrations pouvant diminuer ou
augmenter au-dela de 2 jours, dans un rapport supé-
rieur a 2. La profondeur de la sédation évaluée par le
RAMSAY n’était pas corrélée aux concentrations
sérigues ou aux AUCs. La prise en compte des concen-
trations sériques et des AUCs ne permettait pas d’ amé-
liorer la valeur prédictive du modeéle, applicable dés la
36°™ h de perfusion par surveillance clinique.
CONCLUSION

La prévention du retard de réveil passe probablement
par 'adaptation de la sédation, mais la relation per-
mettant de calculer la dose & administrer en fonction
de I'dge et des scores cliniques reste a préciser.
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La bentazone est un herbicide de contact sélectif, inhi-
biteur de la photosynthése, commercialisé depuis 30
ans soit seul (BASAGRAN®, FIGHTER®) soit en asso-
ciation avec d’autres herbicides de type phénoxyacide.
La toxicité aigué orale (DL50) chez le rat est de 1100
mg/kg.

OBSERVATION

un agriculteur de 56 ans est transporté en ambulance
vers I’hopital 1h (H1) aprés Uingestion volontaire de
500 ml de FIGHTER® (bentazone, 480 g/L eau). Il pré-
sente une vigilance normale, une polypnée, une diar-
rhée profuse et des vomissements. Pendant le trajet, le
patient est trés agité, transpire beaucoup et présente
une brutale difficulté respiratoire conduisant a un arrét
cardiaque. Une hypertonie musculaire généralisée
extréme rend impossible U'intubation trachéale (H1,5).
Les gestes de réanimation sur place sont sans succes.
Un prélévement sanguin et urinaire est effectué en
post-mortem immédiat. Il n’y a pas d’autopsie.
MATERIEL ET METHODES

Le bilan toxicologique sur le plasma et 'urine com-
porte la recherche et le dosage éventuel de benzodia-
zépines, antidépresseurs tricycliques, éthanol, choli-
nestérases plasmatiques, chloralose, screening
toxicologique par CLHP-UV(DAD) et CPG-NPD.
Différentes approches analytiques sont effectuées pour
la caractérisation et la quantification de la bentazone :
CLHP-DAD avec extraction a pH 4, CLHP-UV(225
nm) aprés précipitation des protéines ou dilution par
I’acétonitrile, CPG/SM en impact électronique-mode
positif (EI*) aprés méthylation par le diméthylsulfate,
CLHP/SM/SM avec ionisation “turbospray” en mode
négatif (EST).

RESULTATS

L’alcoolémie est nulle et les dépistages immunolo-
giques sont négatifs. L'activité des cholinestérases
plasmatiques est normale. L’analyse par CLHP-DAD,
aprés extraction alcaline par le dichlorométhane, ne
montre ni strychnine ni autres médicaments ou toxiques
a Uexception du citalopram (<0,1 mg/L) et de la ben-
tazone bien que cette molécule de type acide faible
(pKa = 3,3) soit trés peu extraite. Les concentrations
plasmatique et urinaire, mesurées apres extraction
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acide, précipitation des protéines ou dilution, sont res-
pectivement égales a 1500 et 1000 mg/L.
L’identification de la bentazone (PM. 240) est confir-
mée par ses spectres de masse sous forme non dérivée
(ESI, m/z 239, 197, 175, 132) et sous forme méthylée
(EI*, m/z 254, 212, 175). Le métabolite 6-hydroxylé
(EI*, m/z 284, 242, 163 ; ESI, m/z 255, 213, 191, 148)
ainsi que le dérivé N-glucuronide de la bentazone (ESI,
m/z 415, 239) sont mis en évidence dans ['urine.
DISCUSSION

La dose supposée ingérée (=240g) correspond a 3 fois
la DL50 chez le rat. Un seul cas d’intoxication aigué
par une dose de 132 g a été rapporté, sans confirma-
tion analytique (1). Il s’agissait d’un patient présentant
dans les 10 min suivant I'ingestion une hypertonie
généralisée fébrile compliguée d’une rhabdomyolyse
mais dont [’évolution a été favorable en raison de
vomissements spontanés précoces et peut-étre d’un
traitement par la bromocriptine par analogie avec un
syndrome malin des neuroleptiques. Dans notre obser-
vation, la rigidité musculaire majeure pourrait expli-
quer le décés par asphyxie ou par myocardite aigué,
mais le mécanisme de toxicité de la bentazone reste a
déterminer. Ce premier cas documenté par ['analyse
montre la gravité potentielle d’une absorption de ben-
tazone, compte-tenu des concentrations trés impor-
tantes des formulations commerciales.
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Intoxication aigué par le monochloro-
benzéne : a propos d’un cas avec cytoly-
se hépatique et nécrose tubulaire aigué,
documenté par dosages sanguins
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OBJECTIF

L’objectif de ce travail est de rapporter I’évolution cli-
nique et toxicocinétique observée au cours d’une
intoxication aigué par un solvant : le monochloroben-
zéne.

CAS CLINIQUE

Une jeune femme de 36 ans sans antécédents hépato-
rénaux, ingére 40 ml de monochlorobenzéne(1). A H3,
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{’état de conscience fluctue entre somnolence et hyper-
activité. L'examen neurologique est normal a 'excep-
tion d’un nystagmus horizontal. L’EEG montre des
signes irritatifs généralisés. L’ hémodynamique est
satisfaisante avec ECG sinusal a complexes fins. La
ventilation, normale dans ses caractéristiques, révéle
une haleine a forte odeur de solvant. Il existe un edeéme
des levres. Le bilan biologique initial est normal. La
méthémoglobinémie est physiologique. Le traitement
comporte I'administration de charbon activé per os, la
perfusion prolongée de N-acétyl cystéine et une sur-
veillance monitorée avec controle biologique. A J5, la
patiente développe une cytolyse hépatique majeure
avec insuffisance hépatique modérée™?. L’ échographie
hépatique montre un parenchyme hyperéchogene. A J7,
culmine une insuffisance rénale a diurése conservée
(créatinine 503 umol/l) nécessitant le transfert de la
patiente en service de néphrologie. La nécrose tubulai-
re aigué toxique régresse en 8 jours sans avoir néces-
sité d’épuration extra-rénale.

MATERIEL ET METHODE

Le monochlorobenzéne a été dosé dans le sérum et
l'urine par une méthode utilisant le couplage “espace
de téte” (Headspace, Perkin Elmer HS 40) / chromato-
graphie en phase gazeuse sur colonne capillaire SPB1
(SUPELCO) / spectrométrie de masse (HP 5972). Son
identification a été réalisée a l’aide du temps de réten-
tion et du spectre de masse obtenu en courant ionigue
total (TIC). La quantification est effectuée en mode
fragmentométrique (SIM) en sélectionnant les ions m/z
112, 77 et 51. Les limites de détection et de quantifica-
tion se situent respectivement a 2 et 5 ug/L et la métho-
de est linéaire jusqu’a 500 ug/L

RESULTATS

Concentrations de monochlorobenzéne (ug/L)

0 J4 J7 J8 J JigoooJir N3 Ji4
Sérum 17 308 10601 10428 9531 10395 9503 11260 10621 9160
Urine 6835 2435 244 158 54 38 23 11 16

CONCLUSION

Dans notre observation, ['intoxication par le mono-
chlorobenzéne, connue pour ses effets centraux et la
possibilité d’atteinte hépatique, a donné lieu de plus a
une nécrose tubulaire aigué réversible. L’analyse toxi-
cologique a permis de confirmer le diagnostic (identifi-
cation du solvant dans le liguide ingéré)} et de suivre
son élimination.

REFERENCES

1. INRS Fiche toxicologique n°® 23 : Chlorobenzene n°
150 - 1993 163-167.

2. Babany G., Bernuau J., Cailleux A., et coll,
Gastroenterology 1991, 101 (6) : 1734-6.

3. Reygagne A., Garnier R., Babany G. et coll, J
Toxicol Clin Exp 1992, 12 (4-5) : 213-6.



Annales de Toxicologie Analytique, vol. X11, n® 3, 2000

Tests pour les drogues au bord de la
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OBJECTIF

Certaines études (1) ont mis en évidence le besoin de
disposer de tests rapides, flables et a des prix accep-
tables pour détecter les drogues et certains médica-
ments chez les conducteurs. Dans les pays ou est en
vigueur une législation de type “impairment” sur la
conduite automobile sous influence, ces tests peuvent
confirmer 'impression initiale des officiers de police et
attirer attention sur la drogue comme explication du
comportement du conducteur. En outre dans les pays
ayant une législation de type analytique ou per se, le
dépistage des conducteurs sous Uinfluence de drogues
avec ce type de tests est nécessaire avant de pouvoir
prendre d’autres mesures (par exemple une prise de
sang...). Suite a un appel de la DG7 (Transport) de la
Commission Européenne, un consortium de 12
contractants, comprenant instituts de toxicologie, ser-
vices universitaires de médicine légale et producteurs
de tests a été sélectionné. L’objectif de ce projet
(Rosita, Road Slde Testing Assessment) est d’identifier
les caractéristiques nécessaires des tests de dépistage
de drogues utilisables au bord de la route et de faire
une évaluation internationale comparative des tests
existants ou des prototypes. L’évaluation va inclure la
validité des résultats des tests de terrain pour les
drogues, la fiabilité des tests, la facilité d’emploi et les
colits.

MATERIEL ET METHODE

Il s’agit d’un projet de 21 mois qui a démarré en
Janvier 1999, structuré en 4 parties : work package 1-
4 (WP). Le WP est une revue de littérature sur les
drogues et médicaments qui sont présumés avoir une
influence négative sur les capacités de conduite. Le
WP2 fait 'inventaire des tests rapides disponibles a
I"heure actuelle pour tester les drogues et médicaments
sur le terrain a partir d’échantillons d’urine, de sueur
et de salive. Dans le WP3 figure une enquéte par ques-
tionnaire qui a permis d’obtenir un apercut des exi-
gences opérationnelles, pratiques et légales dans les
Etats Membres pour les tests utilisables au bord de la
route. Enfin le WP4 qui dégage, parmi plusieurs tests
rapides évalués dans 8 pays du consortium, les tests
qui répondent le mieux aux différents crireres établis au
préalable telles que la validité, la fiabilité, la facilité

d’emploi, le coiit.

RESULTATS

De I'enquéte effectuée ressort [’existence de 16 tests
urinaires différents (vendus par 32 firmes différentes),
3 tests salivaires, dont un est également applicable a la
sueur. Le coiit varie entre 2 et 6 € pour un test simple
(détection d'une seule drogue) et entre 10 et 20 € pour
un test multiple. L'enquéte menée parmi les policiers
de 19 pays (13 EU et 6 non EU) a mis en évidence que
tous les pays ont une législation pour la conduite sous
influence de drogues, la plupart ayant une approche du
type “impairment”. Seuls 6 pays disposent d’une loi
qui combine les deux approches :@ analytique et
“impairment”. L'utilisation de tests rapides au bord de
la route est possible dans tous les pays enquétés, mais
ils sont véritablement employés dans seulement deux
pays. La salive est le spécimen préféré.
CONCLUSIONS

L’expérience acquise pendant le projet ROSITA nous
permettra de formuler des recommandations sur {’uti-
lisation et le développement ultérieur des tests rapides
pour les drogues. Les résultats sont disponibles sur le
site: www.rosita.org
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Le dépistage des drogues au bord de la
route dans le cadre de Papplication de la
nouvelle législation belge sur la conduite
sous influence de drogues
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OBJECTIF

Des ¢tudes effectuées dans différents pays européens
ont démontré des quantités détectables de drogues illi-
cites dans le sang ou l'urine chez I a 5 % des conduc-
teurs. Ce pourcentage est de 10 - 25 % chez les conduc-
teurs impliqués dans des accidents de la circulation et
il est encore plus élevé chez les conducteurs présentant
des signes d’intoxication. L’identification de ces der-
niers est relativement complexe mais a été améliorée
dans certains pays par une formation intensive des
forces de 'ordre. La mise a disposition des forces de
I"ordre de tests de dépistage rapide de terrain permet-
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trait d’apporter une indication supplémentaire d’une
consommation récente de drogue. En 1999, le parle-
ment belge a adopté une nouvelle loi concernant la
conduite sous influence. Une suspicion initiale de
consommation récente d’une drogue illicite (étayée par
une série de tests comportementaux), suivie d’un test
d’urine positif sur les lieux, conduit a un prélévement
sanguin. Le conducteur sera sanctionné si certaines
drogues (THC, cocaine, benzoylecgonine, morphine,
amphétamine, MDMA, MDEA ou MBDB) sont pré-
sentes dans le sang.

MATERIEL ET METHODE

Des officiers de police récemment entrainés ont testé
environ 100 conducteurs. Le type de drogue détectée
varie selon le site des contrbles (dancing, frontiére,
centre-ville). Dans le contexte du projet européen
ROSITA (1), un examen clinique a été effectué sur
place par un médecin. Plusieurs tests rapides de dépis-
tage (2) ont été évalués sur le terrain dont le test
Drugwipe (DW), pour sa facilité d’emploi pour I’ana-
lyse de la sueur et de la salive (3). Un lecteur de résul-
tats électronique permet la lecture des résultats pour
les opiacés, la cocaine et les amphétamines. La salive
a été collectée sous la forme de crachats et la sueur en
essuyant la partie frontale de la téte ; ces prélévements
seront analysés ultérieurement par GC-MS. Les résul-
tats des analyses des prélévements effectués sur plus de
100 conducteurs sont attendus pour juillet.
RESULTATS

Le tableau ci-dessous présente : le nombre d’échan-
tillons urinaires et sanguins positifs (tenant compte des
valeurs seuil légales) chez 75 sujets suspectés initiale-
ment de consommation de drogue ; le pourcentage de
résultats du test Drugwipe en accord avec les résultats
sanguins correspondants (en utilisant les valeurs seuil
proposées par le fabricant).

Urine+ Sang(GC-MS)+ DRUGWIPE
(* salive  sueur

CANNABIS 48 36 2 - -
COCAINE 14 10 75% 80%
OPIACES 8 5 85% 54%
AMP/MDMA 29 29 5 80% 96%
(*} Pas d’échantillon d’urine
CONCLUSIONS

Un résultat sanguin négatif a été obtenu chez 7 sujets.
Dans 6 cas, il s’agissait de la consommation de canna-
bis seul ; dans un cas, le test de dépistage montrait un
résultat faussement positif pour les opiacés (la concen-
tration de morphine dans ['urine était en dessous de la
valeur seuil). Dans approximativement 50 % des cas, le
cannabis était présent isolément, associé aux amphéta-
mines dans 25 % des cas. De maniére assez inattendue,
on observe une consommation élevée de cocaine dans
les dancings.
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Les résultats du test Drugwipe en désaccord avec les
résultats sanguins correspondants proviennent souvent
d’échantillons présentant une concentration proche de
la valeur seuil proposée. De I’autre cété, I’application
des valeurs seuil proposées conduit & un nombre
important de faux positifs chez des volontaires.
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Evaluation du test Syva® RapidCup dans
les urines et du test Drugwipe™ dans la
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pour le dépistage des stupéfiants chez les
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OBJECTIF

Une loi a été adoptée récemment en France instaurant
un dépistage systématique des stupéfiants chez les
conducteurs impliqués dans un accident mortel. A ce
jour, les modalités d’application prévoient d’effectuer
ce dépistage dans les urines. Cette mesure est présen-
tée par les instances officielles comme une premiére
étape, en attendant de pouvoir mettre en place une
véritable politique de prévention avec des dépistages
systématiques “au bord des routes” chez les conduc-
teurs. Dans ces deux contextes, les performances du ou
des tests utilisés auront une importance primordiale.
En plus des nombreux systémes déja disponibles pour
les urines, devrait prochainement apparaitre sur le
marché le Syva® RapidCup (SRC). Pour d’éventuels
dépistages systématiques, la salive et la sueur sont pré-
sentées comme les milieux biologiques les mieux adap-
tés. Cependant et a ce jour, aucun test rapide de dépis-.
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tage n’est spécifiquement dédié a ces milieux.
Initialement concu pour dépister les drogues sur des
surfaces, le Drugwipe a été ’objet de plusieurs études
concernant son application a la sueur et a la salive. Le
but de ce travail a été d’indiquer les performances de
ces deux procédés, et d’évaluer leur intérét pour le
dépistage des stupéfiants chez les conducteurs.
MATERIEL ET METHODE

Les classes de stupéfiants étudiées étaient les suivantes :
cannabis, opiacés, amphétamines et cocaine. Le
Drugwipe (Securetec) et le SRC (Dade Behring) font
appel a 'immunochromatographie. Les performances
du Drugwipe pour la sueur et la salive ont été analy-
sées en comparant les résultats obtenus lors de plu-
steurs études récentes.

Le SRC a été appliqué a 100 échantillons urinaires
provenant de patients bénéficiant d’un traitement sub-
stitutif a la méthadone et les résultats ont été comparés
aux données obtenues avec les réactifs Emit sur appa-
reil Cobas (Roche). Les discordances observées étatent
étudiées par GC-MS.

RESULTATS

L’application du Drugwipe a la sueur révéle un
mangque de sensibilité pour tous les stupéfiants, avec un
nombre trés important de résultats faussement négatifs
(cannabis : 75 %, amphétamines : 37 %, opiacés :
27 %, cocaine : 24 %). Son application a la salive a
montré de meilleures performances pour la cocaine et
les amphétamines tandis que de trés mauvais résultats
étaient observés pour le cannabis (40 % de faux néga-
tifs, 28 % de faux positifs). L' utilisation du SRC pour le
dépistage des stupéfiants dans I'urine a montré que ce
test était caractérisé par une excellente praticabilité
(aucun transfert d’urines entre le recueil et I’analyse),
une bonne résolution (interprétation facile) et une
excellente corrélation avec la méthode utilisée en réfé-
rence. Son principal inconvénient réside dans le volu-
me minimal d’urines nécessaire (40 ml).
CONCLUSION

Le SRC constitue un systeme pratique et fiable pour le
dépistage des stupéfiants dans 'urine. En revanche, le
Drugwipe ne peut étre considéré comme un outil fiable
pour la détection des stupéfiants dans la sueur ou la
salive, de gros progres restant a réaliser par le
constructeur en matiere de sensibilité et de spécificité.

Sécurité routiére : approches biologique
et pharmacologique
P. KINTZ, V. CIRIMELE, B. LUDES

Institut de Médecine Légale, 11 rue Humann - 67000
STRASBOURG

OBJECTIF

Evaluer 4 matrices biologiques (sang, urine, salive et
sueur) dans le cadre de la recherche d’une conduite
automobile sous influence de substances psycho-
actives.

Deux études multi-centriques (1, 2) publiées en France
en 1999 ont mis en évidence, grdce a l'analyse dans le
sang du delta9-tetrahydrocannabinol (THC) par
GC/MS, !incidence majeure du cannabis dans les
accidents de la voie publique aprés. Aprés consomma-
tion d’un joint de cannabis, le métabolite urinaire du
THC, Uacide 11-nor-THC carboxyliqgue (THC-COOH)
petit étre retrouvé pendant plusieurs jours, ce qui rend
sans intérét des investigations urinaires pour démon-
trer une conduite automobile sous influence.

Les forces de [’ordre de notre pays attendent des toxi-
cologues des procédures de mise en évidence de l'alté-
ration de la vigilance comparables da celles qui existent
pour [’éthanol, c’est a dirve simples, rapides, peu cheres
et surtout donnant un résultat immédiat, afin de pou-
voir imobiliser le véhicule.

MATERIEL ET METHODE

Dans le cadre d’une étude épidémiologique et pharma-
cologique, afin d’identifier les analytes susceptibles de
modifier la vigilance au volant, il a été simultanément
prélevé en secteur hospitalier, du sang (7,5 ml), des
urines (10-20 ml), de la salive (salivette Sarstedt) et de
la sueur (tampon cosmétique imbibé d’eau-isopropa-
nol) de 198 conducteurs accidentés sur une période de
mars a novembre 1999. La population (de 13 a 57 ans)
était composée a 82 % d’hommes. L'analyse toxicolo-
gique, effectuée exclusivement par méthodes sépara-
tives (GC/MS, LC/DAD et LC/MS) a porté sur les stu-
péfiants, ['alcool et les médicaments psycho-actifs.
RESULTATS

Le bilan de cette étude est le suivant :

1.Une alcoolémie positive a été observée dans 27 cas
(13,6 %), a des concentrations variant de 0,11 a
3,19 g/l (moyenne a 1,49 g/l).

2.Le cannabis est le stupéfiant le plus consommé par
les conducteurs : 9,6 % des prélevements sanguins
sont positifs. Seule la quantification du THC dans le
sang par GC/MS permet de conclure, sur le plan judi-
ciaire, a Uimputabilité du cannabis.

3.Méme a U'hdpital, le recueil des urines est difficile.
Elles sont manquantes dans 16 % des cas.

4.Ce sont essentiellement les substances méres qui sont
excrétées dans la salive et la sueur, ce qui rend les tests
immunologiques, prévus pour les métabolites uri-
naires, sans application.

5.Les concentrations de benzodiazépines ou de THC
sont trés faibles dans la salive ou la sueur, de l'ordre de
quelques ng/salivette ou tampon. Le risque de contami-
nation externe de la sueur par la fumée de cannabis est
réel.
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CONCLUSION

L’analyse du sang par GC/MS est Uapproche analy-
tique la plus adaptée sur le plan judiciaire a la mise en
évidence d’un usage de produits psycho-actifs au
volant.
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Eléments encore difficiles 2 doser dans
les milieux biologiques
P. ALLAIN
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Les trois principales techniques utilisées pour la mesu-
re de la concentration des éléments sont la spectropho-
tométrie d’absorption atomique avec four graphite
(GF-AAS, Graphite furnace-atomic absorption spec-
trometry), la spectrométrie d’émission couplée a une
torche plasma (ICP-OES, Inductively coupled plasma-
optical emission spectrometry) et la spectrométrie de
masse couplée a une torche plasma (ICP-MS,
Inductively coupled plasma-mass spectrometry). Nous
utilisons le GFAAS depuis 1970, 'ICP-OES depuis
1978 et 'ICP-MS depuis 1988. Ces techniques permet-
tent de mesurer la concentration de la quasi-totalité
des éléments dans les milieux biologiques a des seuils
extrémement bas et sans difficulté. Nous indiguerons
les applications préférentielles de chacune de ces
méthodes et nous préciserons les éléments dont la
mesure présente encore quelques difficultés, méme en
utilisant la cellule de collision en ICP-MS.

Intoxications par la venlafaxine : déve-
loppement d’une méthode de dosage en
électrophorese capillaire.
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(1) Laboratoire de Chimie Analytique, UFR des
Sciences Pharmaceutiques, 3, place de la Victoire -
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OBJECTIF

La venlafaxine est un antidépresseur inhibiteur de la
recapture de la sérotonine et de la noradrénaline
(IRSNA). Comme les autres molécules de cette classe,
elle est de plus en plus prescrite en raison de sa bonne
tolérance et de sa sécurité d’emploi. Le dosage dans les
milieux biologiques permettant de confirmer la prise
médicamenteuse est réalisé couramment en CLHP-
DBD ou en CG-NPD (1). Nous proposons ict une nou-
velle méthode, en électrophorése capillaire (EC) avec
détection en UV, appliquée a des préléevements médico-
légaux (sang, urine).

MATERIEL ET METHODES

L'extraction est effectuée en milieu basique sur 2 mL de
prélevement par de ’éther éthylique apres addition de
10 ug de doxépine (étalon interne). Aprés évaporation,
les extraits sont repris par de ’eau et sont injectés dans
un systeme d’EC ThermoQuest (CE 500, logiciel PC
1000). La séparation s’effectue sur un capillaire en
silice fondue (700 mm x 75 um d.i.) conditionné par un
tampon borate 50 mM (pH 9,8) a 10% de méthanol, en
mode de détection UV a A = 225 nm. Une différence de
potentiel de 15 kV et une température de 25°C sont
maintenues pendant 'analyse. L’injection en mode
électrocinétique est réalisée a 10 kV pendant 15 sec
(2).

RESULTATS

Dans ces conditions, les durées d’analyse sont infé-
rieures a 14 min. et la venlafaxine (V), son métabolite
actif la O-desméthylvenlafaxine (O-DMV) et Uétalon
interne sont bien séparés (tm = 12,3, 13,8 et 13,0 min.).
Les limites de détection sont respectivement de 0,005
pug/ml et de 0,01 ug/mL pour la V et la O-DMV. La
linéarité de la méthode a été veérifice de 0,02 ug/mL a 2
ug/mL pour les deux molécules (¥ > 0,99). La répéta-
bilité et la reproductibilité sont bonnes avec des coeffi-
cients de variation inférieurs a 4,5 % a la concentra-
tion de 1 pg/mL. Dans les cas médico-légaux étudiés,
les taux sanguins de V et de O-DMYV varient de 0,06
ug/mL a 6,7 ug/mL et de 0,12 ug/mL a 5,20 ug/mlL res-
pectivement, et les taux urinaires de 5,9 ug/mlL a 9,43
ug/mkL et de 7,60 pug/mL a 8,50 ug/mL. D’ autres molé-
cules antidépressives analysées dans les mémes condi-
tions ne créent pas d’interférences analytiques (citalo-
pram, desméthylcitalopram, fluoxétine, norfluoxétine,
paroxétine, fluvoxamine, minalcipram, sertraline, mir-
tazapine et desméthylmirtazapine).

CONCLUSION

1l est donc possible de doser la venlafaxine et la O-des-
méthylvenlafaxine dans le sang et l'urine en EC-UV.
Cette technique apparait moins sensible que la CLHP-
DBD classiquement utilisée mais elle est tres sélective,
rapide, linéaire jusqu'a 2 ug/mL pour la 'V et la O-
DMV et d’un faible coiit d’utilisation.
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OBJECTIF

L’électrophorése capillaire a été utilisée pour doser le
paraquat (P} et le diguat (D) deux herbicides bipyridy-
lés, dans le sérum (S) et urine (U). La méthode a été
appliquée a un cas d’intoxication aigué et a permis de
suivre [’évolution des concentrations de D au cours du
traitement.

MATERIEL ET METHODE

Procédure d’extraction et conditions electrophoré-
tiques : Les herbicides sont extraits du sérum en trois
étapes successives : (i) a | mL de sérum, addition
d’amitrole (A, standard interne), de sulfate d’ammo-
nium et de chloroforme, (ii) récupération de la phase
aqueuse et addition de phénol, (iii) récupération de la
phase phénolique, addition d’éther et extraction par de
l'eau. L’urine est extraite selon le méme protocole,
sans addition de chloroforme a l’étape (i).

Apreés concentration de la phase aqueuse (50 pL.), envi-
ron 14 nL sont injectés par injection hydrodynamique.
La séparation est effectuée sur un capillaire (75 um
i.d., 500 mm) de silice fondue contenant un tampon
phosphate 50 mM (pH 2,50), en appliquant un voltage
de 18 kV (S) ou de 16 kV (U). La détection se fait par
absorption dans I’UV a 200 nm.

Cas clinique : apres ingestion d’un verre de Réglone®
{environ 12 g de D), une femme de 32 ans était admise
en réanimation. Elle était consciente, oligoanurique et
présentait une acidose métabolique. La radiographie
du thorax était normale. La patiente a bénéficié¢ d’un
lavage gastrique, puis de 'administration de terre a
foulon, de diurétiques ainsi que d’une hémoperfusion.
L’évolution a été rapidement défavorable avec appari-
tion d’une fibrose pulmonaire a J3, d’une insuffisance

cardio-vasculaire majeure, malgré 3 hémoperfusions et
lutilisation d’amines pressives..

RESULTATS

P, D et A sont séparés en 11 min. La linéarité a été étu-
diée pour chaque composés dans une gamme de
concentration de 20 a 4000 ng/ml pour le sérum et de
100 a 4000 ng/ml pour ['urine. La limite de détection
est de 13 (P) ou 17 ng/mL (D) dans le sérum et 25
ng/mL (P, D) dans l'urine. Les rendements pour P et D
sont respectivement de 53 % et 63 % dans le sérum et
de 71 % et 59 % dans l'urine. Le suivi des concentra-
tions de diquat chez la patiente a permis de montrer
une certaine efficacité des hémoperfusions vis-a-vis de
Uépuration de diguat, mais celle-ci a été insuffisante
pour maodifier [’évolution clinique

CONCLUSION

La méthode décrite est rapide, sensible, elle permet de
travailler sur de faibles volumes et peut étre utilisée
pour suivre 'efficacité des traitements épurateurs.

Chloralose : mise en évidence par RMN
'H et dosage par CPG/SM dans deux cas
d’intoxication aigué.
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(4) Service de Réanimation Médicale, Hopital Provo -
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OBJECTIF

L’a-chloralose est utilisé comme raticide, taupicide ou
corvicide. Chez [’homme, les symptomes d’intoxication
apparaissent apres une ingestion de 1 g, la dose [létale
est proche de 10 g (1). Le chloralose peut étre détecté,
aprés oxydation periodique qui libére [’acide trichlora-
cétique, par la méthode colorimétrique de Fujiwara-
Ross. Des méthodes de dosage par CPG/FID aprés
dérivation, par HS-CPG/ECD (1) et par CLHP/SM (2)
ont aussi été décrites. Nous rapportons la détection uri-
naire du chloralose par RMN 'H et le dosage de ce com-
posé par CPG/SM dans les liquides biologiques, dans
deux cas d’intoxication. Des prélevements sanguins
effectués a différents temps apres Uingestion du chlora-
lose ont permis de suivre son élimination dans le temps.
Cas clinique : (a)- Un homme (43 ans), ayant absorbé
volontairement de l’'o-chloralose, a été retrouvé
inconscient avec un score de Glasgow a 6. Il a été intu-
bé, ventilé et a bénéficié d’un lavage gastrique avec
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administration de mannitol. L’évolution a été favo-
rable. Il a quitté I’hopital sans séquelle au bout de 7
jours

(b)- Un homme (59 ans) a ingéré du chloralose et un
raticide antivitamine K. Il a été admis en Service de
réanimation dans le coma. Il a été intubé, ventilé et il a
recu de la vitamine K. Il a retrouvé un état de conscien-
ce normale 12 heures apres admission et quittait I’ho-
pital 4 jours plus tard.

MATERIEL ET METHODE

Dans chague cas, le laboratoire a recu des préléve-
ments urinaires et 4 prélevements sanguins. Les échan-
tillons d’urines et de sérum ont été analysés par
RMN ‘'H (spectrométre Bruker DPX 300 MHz) sans
prétraitement, ainsi que par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un spectrométre de masse
(CPG/SM). Le dosage du chloralose urinaire (forme
libre et forme conjuguée) a été effectué avant et aprés
hydrolyse par la [-glucuronidase, en réalisant une
extraction du  composé par un mélange
chloroforme/éther (50/50) en présence de la f-
hydroxyéthyl-théophylline (standard interne), suivi
d’une dérivation par acétylation. Les extraits sont ana-
lysés par CPG/SM sur un appareil Automass Il
(Thermoguest).

RESULTATS

Les analyses RMN 'H ont permis de mettre en évidence
[’0-chloralose dans les échantillons urinaires et de le
caractériser par le proton anomérique du glucose
(doublet a 6,20 ppm) et par le proton acétalique (sin-
gulet a 5,54 ppm). Le chloralose n’est pas détecté dans
les échantillons de sérum par RMN. Les concentrations
urinaires déterminées par CPG/SM montrent que le
chloralose est excrété principalement sous forme glu-
curonoconjuguée. D’autre part les concentrations
sériques sont toutes inférieures a 5 mg/L. La RMN 'H
permet de diagnostiquer trés rapidement une intoxica-
tion a I o-chloralose en analysant les échantillons uri-
naires, mais elle n’est pas assez sensible pour détecter
des concentrations sériques aussi faibles que celles
mises en évidence par la CPG/SM dans les deux cas
d’intoxication d’évolution favorable.

REFERENCES

1. Dauberschmidt C. et Wenning R. Les pesticides,
dans Toxicologie et pharmacologie médicolégales (ed
Kintz P.), 1998 Elsevier, pp 595-642.

2. Traqui A., Doray S., Ludes B., Dosage des formes
libres et conjuguées de I’ o-chloralose dans les milieux
biologiques par HPLC/lonspray-MS. Application & un
cas d’intoxication mortelle par Ualpha-chloralose.
Toxicorama 1999, 11 n°2, 125-132.

3. Turcant A., Harry P, Tellier L., Le Bouil A., Allain P.
Diagnostic analytique de [’intoxication par 1’alpha-
chloralose : intérét et limite. Toxicorama 1997, 11 n°4,
2713-218.

258
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OBJECTIF

La créatine est une substance apportée par les viandes
et les poissons. Elle est présente dans le tissu muscu-
laire et dans le sang, mais elle n’est pas habituellement
présente en forte concentration dans 'urine normale
chez l'adulte. Flle peut étre aussi utilisée de maniére
exogéne pour améliorer les performances sportives car
elle est sensée augmenter la masse et la force muscu-
laires. Elle est alors excrétée en grandes quantités chez
les adultes ayant ingéré des suppléments de créatine.
Nous rapportons une méthode d’identification et de
quantification de la créatine par résonance magnétique
nucléaire du proton (RMN 'H).

MATERIEL ET METHODE

Apres ingestion de créatine chez plusieurs volontaires
sains, des prélévements urinaires ont été réalisés a 0,
1, 3, 6, 12, 24, 36 et 48 heures. Les analyses RMN 'H
ont €ré effectuées sur un spectrométre Bruker DPX 300
MHz. L’attribution des différents pics et la quantifica-
tion ont été réalisées grace a un capillaire titré d’acide
triméthylsilyl 2, 2°, 3, 3'- tétradeutéropropionique
(TSP-d,), utilisé comme référence.

RESULTATS

La créatine est caractérisée en RMN 'H par deux sin-
gulets : l'un a 3,02 ppm correspondant au groupement
méthyle, Uautre a 3,91 ppm attribué au groupement
méthyléne. Les signaux dis a la créatinine, toujours
présente, peuvent donner lieu a des interférences selon
les conditions de pH des échantillons. Une étude préli-
minaire a permis d’établir qu’a pH 5,00, les signaux de
ces deux composés sont bien séparés. La linéarité de
Uintégration du signal a été vérifiée par supplémenta-
tion d’urines entre 1 et 20 mmol/L et les résultats com-
parés a ceux de la méthode de Jaffé.

Une excrétion urinaire importante de créatine a été
mise en évidence avec un maximum a 6 heures aprés
ingestion. Le retour a une valeur de base est retrouvé
aprés 12 heures. Par ailleurs, on ne constate pas
d’augmentation significative de la créatinine urinaire.
CONCLUSION

La créatine n'est pas couramment analysée en routine,
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mais des méthodes de dosage dans les liquides biolo-
giques ont été décrites par LC/MS (1) ou électrophoré-
se capillaire (2). Nous présentons ici une technique trés
simple de RMN 'H pour le dosage de la créatine sans
prétraitement de [’échantillon (en dehors de l'ajuste-
ment du pH). La RMN 'H peut ainsi étre un outil d’ai-
de a la mise en évidence de surcharges en créatine. Elle
pourrait permettre aussi d’observer des perturbations
métaboliques éventuelles, conséquentes a cette sur-
charge.
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Nouvelles méthodes de dosage de pesti-
cides dans le sang et le sérum : applica-
tion a six cas d’intoxication

E. LACASSIE, M.-F. DREYFUSS, .M. GAULIER, P.
MARQUET, G. LACHATRE

Laboratoire de Pharmacologie et de Toxicologie, CHU
LIMOGES Cedex.

OBJECTIF

Du fait de Uutilisation de plus en plus importante des
pesticides, la fréquence des intoxications par ces xéno-
biotiques ne cesse d’augmenter. L’ensemble des classes
de pesticides étant mis en cause, il est important de déve-
lopper des méthodes de “screening” performantes per-
mettant ['identification d’un grand nombre de sub-
stances actives et/ou de leurs métabolites dans les
milieux biologiques. Nous présentons deux nouvelles
méthodes d’identification et de dosage de plus de 60 pes-
ticides dans le sang et le sérum, ainsi que leur applica-
tion au diagnostic de 6 cas récents d’intoxications.
MATERIEL ET METHODE

Les extractions sont réalisées avec des cartouches
d’extraction (SPE) murnies d’un nouveau support poly-
mérigue OASIS® (HLB et MCX). La premiére méthode,
qui permet de doser les pesticides volatils et apolaires
(organophosphorés et organochlorés), utilise les car-
touches SPE HLB et un couplage chromatographie en
phase gazeuse/spectrométrie de masse (GC/MS). La
deuxieme méthode, qui permet de doser les pesticides
polaires et thermolabiles (pyréthrinoides et carba-
mates), utilise les cartouches SPE MCX et un couplage
chromatographie en phase liquide/ionspray“/spectro-
métrie de masse (LC/IS/MS). La cyproheptadine et le

parbendazole sont utilisés comme étalons internes, res-
pectivement dans les méthodes GC/MS et LC/MS.
L’acquisition est réalisée en mode fragmentométrique
(SIM) en suivant un ion de quantification et deux ions
de confirmation par molécule.

RESULTATS

Les rendements d’extraction varient de 40 ¢ 97 % selon
les matrices biologiques étudiées (sang et sérum). Les
limites de détection (LDD) sont comprises entre 2,5 et
20 ng/ml et les limites de quantification (LDQ) entre 5
et 50 ng/ml, pour les deux méthodes. Une excellente
linéarité a été observée, des LDQ jusqu’a 1000 ng/ml
pour tous les pesticides et les métabolites étudiés. Ces
méthodes nous ont permis de diagnostiquer un cas
d’intoxication mortelle par la strychnine et un autre
par Uendosulfan, ainsi que 4 cas d’intoxication aigué
non létale par I’éthyl-parathion, la bifenthrine, le car-
bofuran, et I’association de bromacil et de strychnine,
respectivement.

CONCLUSION

L’utilisation depuis quelques mois de ces deux
méthodes de screening, sensibles et trés spécifiques,
nous a permis de diagnostiquer 6 cas d’intoxications
impliquant 5 classes différentes de pesticides. Ces
résultats montrent a nouveau l'intérét de développer
des procédures analytiques avec des techniques fiables

et complémentaires telles que les couplages GC/MS et
LC/MS.

Identification de corticostéroides dans
les cheveux par HPLC/MS

V. CIRIMELE"™, P. KINTZ®, J.P. GOULLE®,
B. LUDES®™

(1) Institut de Médecine Légale, 11, rue Humann -
67085 STRASBOURG (FRANCE)

(2) Laboratoire de biochimie, BP 24 - 76083 LE
HAVRE (FRANCE)

OBJECTIF ‘

Développer une méthode de détection des corticosté-
roides dans les cheveux.

L'utilisation des corticostéroides pour leurs propriétés
anti-inflammatoires et régénératrices des microtrau-
matismes cellulaires a conduit la commission médicale
du CIO a les classer dans la liste des substances
dopantes, soumises a certaines restrictions. En effet,
Uutilisation des corticostéroides est interdite, excepté
pour usage local, par inhalation et par injection intra-
articulaire ou locale a condition de produire une
ordonnance médicale avant la compétition. Des le
début des contrbles du dopage, ['urine a été choisie
comme milieu d’investigation car le prélevement est
non invasif et [’échantillon est généralement en quanti-
1é importante. Cette approche, utilisée comme régle de
nos jours, permet d’obtenir des informations sur2 a7

259



Annales de Toxicologie Analytique, vol. XII, n® 3, 2000

jours. Dans le cadre de la protection de la santé des
sportifs (suivi longitudinal), 'usage chronique de cor-
ticostéroides ne peut étre mis en évidence par analyse
urinaire. Par contre, le cheveu posséde la propriété
unique d’étre le marqueur des expositions répétées ou
chronigues, permettant en outre d’établir le profil de
consommation & long terme et son évolution. Les pre-
miers travaux concernant le dosage des corticosté-
roides dans les cheveux humains ont été récemment
publiés (1-3). Ces substances rejoignent donc la longue
liste des molécules incorporées dans les phanéres,
mais le faibie nombre d’échantillons positifs (8 cas) ne
permet pas de préjuger de la sensibilité des techniques
mises au point.

MATERIEL ET METHODE

Afin d’étayer ces résultats préliminaires, une étude a
été menée aupres de patients sous corticothérapie. Les
cheveux ont été prélevés chez 11 patients traités par
corticostéroides (Cortancyl® n = 10, Médrol® n = 1),
apres avoir obtenu leur consentement. Les préléve-
ments ont été décontaminés, réduits en poudre et 100
mg ont été incubés dans 1 ml de tampon Soerensen pH
7,0, une nuit a 40° C, en présence of 25 ng de cortisol-
d;. La purification des composés recherchés a été réa-
lisée sur colonne Isolute C18 suivie d’une extraction en
phase liquide par de I’éther a pH alcalin.
L’identification et le dosage des substances a été réali-
sée a l'aide d’un détecteur de masse Perkin Elmer

Sciex API-100 apres séparation sur colonne Novapak
C18(150 x 2.0 mm).

RESULTATS

La prednisone a pu étre identifiée dans les cheveux de
9 patients sur 10 traités par Cortancyl® (30 et 130
pg/mg, moyenne 60 pg/mg). Le seul préléevement néga-
tif était un échantillon de cheveux ayant subi un traite-
ment cosmétique (coloration). La méthylprednisolone a
pu étre dosée (15 pg/mg) dans les cheveux du patient
traité par Médrol®.

CONCLUSION

A la vue des concentrations mesurées, le procédé de
purification (solubilisation, double extraction sur car-
touche et en phase liquide) et les moyens de détection
semblent d’une importance capitale pour la recherche
des corticostéroides dans les cheveux.
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Détermination simultanée par LC/MS
de la buprénorphine et des benzodiazé-
pines dans différents milieux biologiques

J.C. MATHIEU-DAUDE, C. GNAKAMENE,
O. MATHIEU, F. BARNAY.

Service de Pharmacologie Médicale et Toxicologie,
CHU MONTPELLIER.

OBJECTIF

La plupart des accidents rapportés dans la littérature
impliquant la buprénorphine (1), font mention d’asso-
ciations avec certaines benzodiazépines (2) (3), d’oit
'importance de la surveillance de ces molécules dans
la population de toxicomanes. Actuellement, cette sur-
veillance fait appel selon les molécules recherchées a
l'utilisation de plusieurs techniques analytiques diffé-
rentes . immunoanalyse, chromatographie gazeuse ou
liquide associée a différents détecteurs .

Ce travail propose l'utilisation d’une seule technique,
la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
de masse {LC/MS), pour le dosage de la buprénorphi-
ne simultanément a l'identification et la quantification
des benzodiazépines et apparentées dans les milieix
biologiques.

MATERIEL ET METHODE

L’étalonnage est réalisé avec de la buprénorphine et 22
benzodiazépines choisies parmi les plus utilisées sur le
marché, Deux étalons internes sont utilisés : une ben-
zodiazépine inactive (RO216295) ainsi que de la
buprénorphine deutérée.

La chromatographie est réalisée avec une colonne C18,
et un gradient acétonitrile/tampon formiate pH 3 . Le
couplage LC/MS est un HP1100 utilisé en mode API-
ES positive. Apres extraction liquide liquide d’1 ml
d’échantillon éventuellement hydrolysé, ’acquisition
est faite en mode SIM suivant deux tables établies a
partir des temps de rétention, des tensions de fragmen-
tation et des ions optimaux sélectionnés préalablement
a partir des molécules retenues. Le logiciel HP CHEM -
STATION permet de générer un chromatogramme pour
chaque ion et d’exporter les résultats d’intégration
vers un tableur. Pour chaque molécule un traitement
informatique analyse la concordance des temps de
rétention correspondant aux ions choisis permettant
d’affirmer la présence ou ['absence de la molécule . La
surface d’intégration comparée a celle d'un étalon
interne détermine la concentration de la molécule.
RESULTATS

La linéarité est étudiée pour chaque molécule, la limi-
te de détection est inférieure au cinquiéme de chaque
concentration thérapeutique. Appliquée sur des échan-
tillons variés (plasma, urine, sang total) provenant de
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patients traités ou non par buprénorphine, de préléve-
ments médico-légaux, cette méthode a permis la déter-
mination et la quantification simultanée de buprénor-
phine et de benzodiazépines ou apparentées dans un
délai inférieur a 3 heures pour le sang et 12 heures
pour les milieux hydrolysés. La cohérence des résultats
est comparée aux données cliniques et a d’autres don-
nées analytiques.

CONCLUSION

L'utilisation de la LC/MS associée a un traitement
informatique approprié permet de rvechercher et de
quantifier simultanément, rapidement et facilement les
benzodiazépines et la buprénorphine dans différents
milieux biologiques. Cette méthode remplace avanta-
geusement plusieurs techniques analytiques utilisées
dans la recherche des causes de décés ou pour le suivi
de patients toxicomanes ou non.
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Utilisation des pesticides en culture de
tomate : risque toxicologique et préven-
tion

A. HORMATALLAH

Institut Agronomique et Vétérinaire Hassan II-
Département de Protection des Plantes. Complexe
Horticole d’ Agadir. BP 18/S AGADIR, MAROC

OBJECTIF

Au Maroc, la culture de tomate sous serre occupe une
place trés importante dans le contexte socio-écono-
mique national (1). L’intensification de la culture de la
tomate était parmi les causes principales de attaque
parasitaire par de nombreux ravageurs et maladies.
Pour pallier ces dégdts, les producteurs ont recours a
la protection phytosanitaire. Néanmoins, les modalités
d’application particuliéres des pesticides utilisés peu-
vent avoir des effets toxiques vis-a-vis des manipula-
teurs. Une enquéte a donc été menée dans le but de
connaitre : les groupes de pesticides utilisés et leurs
conditions d’application ; d’évaluer les risques d’in-
toxication par les pesticides et de suggérer des mesures
de prévention.

MATERIEL ET METHODE

L’enquéte a été réalisée sur 20 exploitations de la
région de Souss Massa connue par son importance

économique dans la culture de tomate. Des visites ont
aussi été effectuées chez les producteurs enquétés pour
assister aux différentes opérations du chantier de trai-
tement.

RESULTATS

La protection phytosanitaire représente 20 % du coiit
total de la production de la culture de tomate. Les car-
bamates, les pyréthrinoides de synthése et les organo-
phosphorés sont les familles d’insecticides les plus
employées par les agriculteurs. Pour les fongicides, les
agriculteurs font appel a 17 familles chimiques dont les
triazoles, les dithiocarbamates, les cupriques, les ben-
zimidazoles, les derivés benzéniques. Les nématicides
sont représentés par le bromure de méthyle. Tous ces
produits peuvent présenter un risque d’intoxication
aigué ou chronique pour lutilisateur (2). Le chantier
de traitement ne répond généralement pas aux normes
réglementaires de sécurité régis par le code
International de lutilisation des pesticides et par les
décrets relatifs a la protection des travailleurs manipu-
lateurs exposés aux pesticides (3). Bien que le Maroc
ait décrété plusieurs lois concernant les pesticides, la
plupart des producteurs et des travailleurs ignorent le
danger et les risques d’intoxication par ces produits.
Faute de laboratoire de recherche ‘en toxicologie dans
les centres hospitaliers provinciaux, la prise en charge
de Uintoxiqué par les pesticides reste insuffisante et
mal congue.

CONCLUSION

Afin de limiter les risques d’intoxication par les pesti-
cides, il est primordial d’instaurer une législation sévé-
re et rigoureuse pour mieux utiliser les pesticides, de
sensibiliser les maraichers et les ouvriers au danger
des pesticides et aux mesures d’urgence a prendre, et
ceci par le biais des programmes de formation et d’en-
cadrement dispensé par des médecins de travail, des
cadres agricoles et des professionnels. 1l également
primordial de centraliser et de gérer les cas d’intoxi-
cation par des centres antipoisons pour créer une
banque de données sur la toxicité des pesticides et de
développer un programme d’action de toxicovigilance
en milieu agricole.
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Pesticides organochlorés et cancer du sein

C. CHARLIER®™ , M. MEURISSE®, Ph. HERMAN®,
U. GASPARD®, G. PLOMTEUX®

(1) Laboratoire de Toxicologie Clinique
(2) Département de Chirurgie des glandes endocrines

(3) Département de Gynécologie et Obstétrique, Centre
Hospitalier Universitaire du Sart-Tilman - LIEGE,
BELGIQUE

OBJECTIFS

L'utilisation extensive des pesticides expose la popula-
tion générale a un risque élevé de contamination par
ces substances. Les pesticides organochlorés, par leurs
propriétés de dérégulateurs endocrines, représentent
des promoteurs potentiels de divers cancers, dont le
cancer du sein. L’objectif de ce travail est d’évaluer la
relation entre le risque de cancer du sein et I’exposition
au p,p’-DDE, déja évoquée dans 2 études épidémiolo-
giques. Dans celle de Wolff (1), la concentration en
p.p’-DDE dans le sang érait significativement supé-
rieure (35 % soit 2.7 ng/ml) dans le groupe de sujets
malades par rapport aux cas contrbles. L’étude de
Krieger (2), par contre, ne permettait pas de mettre en
évidence une telle différence significative. Cependant,
dans cette derniére étude, une relation positive (mais
non significative) existait entre la concentration plas-
matique en p,p’-DDE et le risque de cancer mammai-
re, si les résultats étaient exploités uniquement dans la
population caucasienne.

MATERIEL ET METHODE

Dans notre étude, nous avons recherché et, si la
recherche était positive, quantifié, 8 pesticides organo-
chlorés (p,p’-DDT, p,p’-DDE, lindane, heptachlor,
aldrine, endrine, alachlor et HCB) dans le sang de 79
Jemmes souffrant d'une tumeur mammaire et de 52
Jemmes sans désordre hormonal apparent. Nous avons
classé notre population en fonction de l’dge, du taba-
gisme, de I’habitat rural ou urbain, et, dans le cas de
la population cancéreuse, en fonction de la taille de la
tumeur, de ['expression des récepteurs aux estrogénes,
du stade TNM,....Les échantillons de sang étaient
récoltés, soit au moment de !’ hospitalisation pour abla-
tion de la tumeur mammaire (17 groupe) soit lors d’un
controle gynécologique de routine (2° groupe). D’un
point de vue analytigue, les pesticides organochlorés
étaient extraits par LLE et SPE, puis analysés par
GC/MS/MS en utilisant 'endosulfan-d, comme stan-
dard interne.

RESULTATS

La plupart des échantillons analysés contenaient du
p.p -DDE (89,3 %). Nous n’avons jamais retrouvé de
Ualachlor, de "heptachlor ni de 'endrine. Les autres
organochlorés ont été mis en évidence dans respective-
ment 21 % (HCB), 2 % (lindane), 1 % (p,p’-DDT) et
1 % (aldrine) des cas.
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CONCLUSION

Nos résultats démontrent une concentration en p,p’-
DDE significativement supérieure (p < 0.0005) dans le
groupe des femmes atteintes d’un cancer du sein par
rapport au groupe de référence. Nous avons pu montrer
également une augmentation de la fréquence des can-
cers du sein en relation avec une élévation du niveau
sérique du p,p’-DDE (R? =0.6625). Par contre, nous
n'avons pu obtenir aucune corrélation entre la concen-
tration plasmatique en p,p’-DDE et les autres variables
étudiées : dge, habitat, tabagisme, taille de la tumeur,
stade TNM, expression des récepteurs aux estrogéenes.

Nos résultats permettent de conclure a une association
significative entre la concentration sérique en p,p’-
DDE et le risque de développement d’une tumeur
mammaire.
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Cytotoxicité des métaux dans une lignée

tumorale  humaine  surexprimant
la “Multidrug Resistance-associated
Protein” (MRP1).

L. VERNHET, N. ALLAIN, C. BARDIAU,
JP. ANGER, O. FARDEL.

INSERM U456, Détoxication et Réparation Tissulaire,
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques,

Université de Rennes I, 2 avenue du Pr L. Bernard -
35043 RENNES cedex

OBJECTIF

La “Multidrug Resistance-associated Protein” MRP1
est une protéine de transport membranaire impliquée
dans les mécanismes cellulaires de résistance aux
médicaments anticancéreux. Cette protéine fonctionne
comme une pompe membranaire diminuant les concen-
trations cellulaires de divers médicaments anticancé-
reux en les exportant hors de la cellule. Récemment,
nous avons démontré que la protéine MRPI1 transporte
également antimoine, un métal lourd cytotoxique
(Vernhet et coll, FEBS Lett. 443, 321-325, 1999).
L’objectif de cette étude a été de déterminer si la pro-
téine MRPI prend en charge d’autres métaux, en par-
ticulier 'arsenic et le cadmium, deux métaux lourds
cancérogenes chez I’Homme.

MATERIEL ET METHODE

Pour réaliser cette étude nous avons utilisé la lignée
tumorale humaine GLC4/Sb30 que nous avons déve-
loppée au laboratoire par sélection de la lignée paren-
tale GLC4 avec le tartrate d’antimoine potassique
[Sb(III)]. Par comparaison avec la lignée GLC4, la
lignée GLC4/8b30 surexprime spécifiquement la pro-
téine MRPI et présente une résistance a ['antimoine
(46 fois), a la doxorubicine (5,1 fois) et a la vincristine
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{7,7 fois). Nous avons testé la sensibilité des lignées
GLC4 et GLC4/Sb30 a différents métaux en étudiant (i)
leur cytotoxicité par le test de viabilité cellulaire au
MTT et (ii) par spectrométrie d’absorption atomique,
le transport cellulaire du métal auquel la lignée
GLC4/8b30 s’avere étre la plus résistante (Vernhet et
cogl., Toxicology 142, 127-134, 2000).

RESULTATS

Nos résultats montrent que la lignée GLC4/Sb30 est
2,2 fois, 3,4 fois, 12,7 fois et 16,3 fois plus résistante
que la lignée GLC4 aux effets toxiques, respectivement,
du chlorure de cadmium [Cd(II)], du chlorure mercu-
rique [Hg(1l}], de I’arsénite de sodium [As(II])] et de
Uarséniate de sodium [As(V)]. En revanche les deux
lignées présentent une sensibilité similaire au chroma-
te de potassium [Cr(VI)], au sulfate de cuivre [Cu(ll}],
au sulfate de zinc [Zn(ll)], au chlorure d’aluminium
[Al1I])], au nitrate de cobalt [Co{ll)] et au chlorure de
lanthane [La(lll)]. Ces premiers résultats suggérant un
role important de la protéine MRP1 dans les méca-
nismes cellulaires de résistance aux effets toxiques du
mercure et de [’arsenic, nous avons confirmé cette
hypotheése en démontrant (i) que le MK571, un inhibi-
teur spécifique de [activité de la protéine MRPI,
blogue pratiquement totalement la résistance des cel-
lules GLC4/5b30 a ces deux métaux, (ii}) gu’une autre
lignée cellulaire surexprimant la protéine MRPI1, la
lignée GLC4/ADR sélectionnée a partir de la lignée
GLC4 par la doxorubicine, présente également une
résistance croisée au mercure et a l’arsenic et (iii) que
le transport de ['arséniate est profondément altéré
dans les cellules GLC4/Sb30. En effet, nos résultats
montrent que ce métal s’accumule trois fois moins dans
les cellules GLC4/Sb30 que dans les cellules GLC4 et
que cette différence résulte d'une augmentation signifi-
cative de lefflux d’arsenic, qui est bloqué par le
MK571 dans les cellules GLC4/5b30.

CONCLUSION

Cette étude a confirmé les capacités de transport des
métaux de la protéine MRPI. Cependant, a l'inverse
des médicaments anticancéreux, le spectre des métaux
transportés par la protéine MRP1 est étroit et certaine-
ment limité a quelques métaux lourds tels que ’anti-
moine, l'arsenic et peut-étre le mercure.

Morts médicamenteuses relevées au
Centre Régional de Pharmacovigilance
(CRPV) de Limoges

A. DAVELUY, E. FRADET, A. BROSSET, M. AMA-
NIOU, L. VERONESE, Y. NOUAILLE, L. MERLE

Centre régional de pharmacovigilance, CHU
Dupuytren - 87042 LIMOGES cedex.

OBJECTIF

Le rble d’un CRPV est d’étudier les effets indésirables
des médicaments, quelle que soit leur gravité.

L’objectif de cette étude rétrospective est la mise en
évidence du réle des médicaments, en particulier don-
nés a dose thérapeutique, dans les décés signalés au
CRPV de Limoges.

MATERIEL ET METHODE

La base de données du CRPV de Limoges durant les 13
derniéres années a été examinée a la recherche des
observations de déces signalés par des médecins trai-
tants de la région pour suspicion d’origine médica-
menteuse.

RESULTATS

88 observations de déces ont été relevées chez des sujets
prenant des médicaments et n’ayant semble-t-il pris
aucun autre xénobiotique. L’étude de 'imputabilité de
ces décés a permis de les classer en deux groupes :

1) dans 57 cas, le déces était dii directement a I'effet
indésirable induit par le ou les médicaments adminis-
trés (déces D) :

- il y a eu 7 surdosages, avec les produits suivants :
Fonzylane® = 3 ; Rythmol® = 2 ; Néo-Codion® = 1 ;
Euphylline® = 1.

- les 50 autres décés D, observés avec des médicaments
donnés a doses normales, se répartissent de la manié-
re suivante :

» mort différée : 29 cas (16 femmes (F), dges extrémes :
40-96 ans, 13 hommes (H) : 19-90 ans), dont 11 sous
anticoagulant : antivitamine K (AVK) : 1, héparine : 10
* mort rapide : 21 cas, avec les mécanismes suivants :
- hémorragie sous anticoagulant : 4 cas (2 F, 2 H ; 62-
92 ans) : AVK = 3, héparine = 1

- réaction anaphylactique : 4 cas (1 F, 3 H ; 3 mois-56
ans) : Apaceff + Sectral® ; Clamoxyl® ; Riabal® +
Xylocaine® ; Tétracoq®

- trouble du rythme cardiaque a type de torsade de
pointe avec des produits allongeant U'intervalle QT de
I'ECG : 7 cas (3 F 4 H; 40-76 ans) : Clinium® +
Lipanthyl® + Hémi-Daonil® ; Cordarone® +
Modurétic® + Sectral® ;| Cordium® ; Droleptan® +
Prépulsid® + Déroxat® + Raniplex® ; Flécaine® ( = 2) ;
Sotalex® + Tildiem®

- autre trouble cardiaque : 2 cas (1 F; 1 H, 53-67 ans) :
Cognex® + Célectol® + Glucophage® ; Rulid® +
Isoptine® + Hyperium® + Lumitens® + Praxilene®
-autres : 4 cas (3 F I H, 25-85 ans) : Aviocardyl LP®;
Parlodel® + Trivastal® + Ditropan® ; Praxilene® +
Fonzylane® ; Subutex® + Déroxat® + benzodiazépine
(dépistage positif).

2) dans 31 cas, 'effet indésirable médicamenteux avait
seulement contribué a la survenue du décés (déceés C).
CONCLUSION .
Ces observations montrent que dans la recherche étio-
logique devant un déceés toxique, a coté des toxiques
proprement dits, il faut envisager systématiquement les
médicaments. Les associations médicamenteuses
impliquant des produits qui allongent ’espace QT de
V'ECG sont particuliérement a redouter ;| les médica-
ments concernés sont a rechercher et a doser.
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