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RÉSUMÉ 
Depuis une dizaine d'années, l'Electrophorèse Capillaire 
(EC) et la spectroscopic de Résonance Magnétique 
Nucléaire (RMN) sont entrées dans le domaine de la biolo­
gie clinique. Ces techniques peuvent être utilisées pour 
l'analyse de xénobiotiques dans les prélèvements biolo­
giques. Cet article dresse le bilan actuel de l'apport de ces 
deux technologies pour la toxicologie clinique. Leurs inté­
rêts respectifs dans le domaine de la toxicologie analytique, 
les progrès récents et des applications sont présentés. Afin de 
pouvoir identifier dans des conditions d'urgence les médica­
ments utilisés à des fins d'intoxications ou la prise de stupé­
fiants, l'EC et la RMN pourraient être des compléments inté­
ressants aux méthodes chromatographiques largement utili­
sées. 

SUMMARY 
Last ten years, Capillary Electrophoresis (CE) and Nuclear 
Magnetic Resonance (NMR) were introduced and used in cli­
nical laboratory. These technics can be used to detect xeno-
biotics in biological fluids. This paper is a review of these 
two technics in analytical toxicology. Applications are des­
cribed. CE and NMR could be complementary methods to 
conventional chromatography in a toxicological laboratory. 
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Introduction 
Depuis quelques années, la recherche et l'identification 
des xénobiotiques en toxicologie clinique prend une 
place de plus en plus grande. Les méthodes colorimé­
triques ont été supplantées par des méthodes immu-
noenzymatiques de recherche de médicaments. Si 
celles-ci sont rapides, elles ne permettent de mettre en 
évidence que certains médicaments ou certaines classes 
de médicaments (barbituriques, benzodiazepines, anti­
dépresseurs tricycliques) ou de stupéfiants (dérivés 
opiacés, amphétamines). De plus, dans une même clas­
se médicamenteuse, certaines molécules ne sont pas ou 
sont peu détectées (1). Des méthodes chromatogra-
phiques de recherche peuvent également, après extrac­
tion plus ou moins spécifique des molécules, mettre en 
évidence celles qui sont responsables d'intoxications 
aiguës. Ainsi la chromatographie en phase gazeuse 
(CPG) couplée avec différentes détections (capture 
d'électrons, SM. . . ) (2) et la chromatographie liquide 
haute performance (CLHP) couplée à différentes détec­
tions (DBD, fluorimétrie, SM.. .) (3), sont de plus en 
plus utilisées. 

A côté de ces différentes méthodes, sont apparues 
depuis une dizaine d'année, l'électrophorèse capillaire 
(EC) et la spectroscopic de résonance magnétique 
nucléaire (RMN). Ces dernières sont encore au stade 
du développement et pourraient trouver leur place dans 
le domaine de la toxicologie clinique en tant que 
méthodes complémentaires. 

Utilisation de 
l'Electrophorèse Capillaire 
en toxicologie clinique 
L'EC est devenue commercialement accessible et a 
permis le développement de nombreuses méthodes 
pour l'analyse d'un nombre croissant de xénobiotiques 
dans les milieux biologiques (4). Son pouvoir séparatif 
très important, sa sensibilité suffisante font de cette 
technologie un outil très prometteur. 

Nous décrirons dans cette première partie des applica­
tions des différentes technologies en EC adaptées au 
dosage de médicaments et de stupéfiants dans les 
milieux biologiques (sang, urine). Malheureusement, 
ces applications n'ont pas toujours été optimisées dans 
le but d'une utilisation dans un laboratoire d'urgence. 
Nous les avons classé en fonction de l'intérêt principal 
que présente TEC par rapport à l'analyse classique en 
toxicologie. 

Préparation minimale de l'échantillon et 
détection optique 
En EC, les milieux biologiques peuvent être analysés 
par injection directe sans prétraitement ou après une 
préparation minimale : simple dilution, centrifugation, 
filtration, ultrafiltration ou précipitation protéique (5). 
En EC en mode micellaire (CECM), l'effet dénaturant 
du dodécyl sulfate de sodium sur les protéines du 
sérum permet l'injection directe. Ce mode d'injection 
reste cependant peu utilisé en raison de la faible 
concentration des molécules recherchées dans les 
échantillons. Il a permis l'analyse de sérum ou d'urine 
de patients dans des cas de suspicions de surdosages à 
des antalgiques (paracetamol, acide acétylsalicylique, 
ibuprofène, naproxène, kétoprofène) (6) ou à des anti­
c o n v u l s a n t s (carbamazépine, phénobarbital) (7). 
Dans ces deux études, les auteurs ne précisent pas les 
limites de détection. Wu (8) réalise la détection de la 
morphine et de la morphine 3-(3-D-glucuronide en EC 
de zone (ECZ) après injection directe d'urines acidi­
fiées à pH 2-3. Malheureusement, les limites de détec­
tion obtenues sont très élevées (voir tableau I) et dans 
ces conditions TEC "est une alternative peu intéressante 
à un screening pouvant être réalisé en immunoanalyse 
(8). 

Les modes de détection les plus simples et les plus cou­
ramment utilisés en EC sont les détections optiques : 
ultraviolet (UV) ou fluorescence induite par laser (FIL) 
(9). En raison d'un trajet optique très court (la détection 
étant directement réalisée en ligne sur une fenêtre du 
capillaire), les concentrations minimales détectables en 
UV sans préconcentration de l'échantillon sont de 
l'ordre du ug/mL. Comparée à la détection UV, la 
détection par FIL permet une nette augmentation de la 
sensibilité (100 fois). Des concentrations urinaires thé­
rapeutiques de zopiclone, Zolpidem et de leurs metabo­
lites principaux ont été déterminées en EC-FIL (sans 
extraction des échantillons) (9, 10). Leur séparation en 
10 minutes a permis d'obtenir des limites de détection 
de l'ordre de 2 ng/mL. Cependant, la détection par FIL 
bien que plus sensible que le mode UV nécessite un 
appareillage plus complexe et les longueurs d'ondes 
d'excitation sont limitées à 325 nm pour le laser He-Cd 
et 488 nm pour le laser Ar. Elle ne peut donc pas enco­
re être considérée comme une détection utilisée en rou­
tine pour la détermination des médicaments dans les 
milieux biologiques (9). 

Concentration par une étape d'extrac­
tion ou un effet de stacking 
Dans de nombreux cas, l'analyse des xénobiotiques 
dans les milieux biologiques par injection directe ou 
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après traitement simplifié de l'échantillon est impos­
sible. Des étapes d'extraction, voire de concentration 
s'avèrent indispensables (4). En parallèle, on réalise en 
EC une préconcentration de l'échantillon en ligne en 
utilisant le mode d'injection électrocinétique et les pro­
cédures d'amplification de champ électrique nommées 
stacking effects (5). Les exemples sont nombreux dans 
la littérature (voir tableau I). On citera l'analyse après 
extraction des dérivés opïoides dans le plasma ou les 
urines (11), des antidépresseurs tricycliques dans le 
plasma par CECM (12), des benzodiazepines dans les 
urines par CECM (13), des barbituriques, du paraceta­
mol et des salicylés dans le sérum et les urines par ECZ 
(14). 

La sensibilité de TEC reste un facteur limitant pour que 
cette technique puisse être comparée aux techniques 
chromatographiques. Plusieurs stratégies classique­
ment utilisées en EC peuvent cependant contribuer à 
son amélioration : utilisation du mode d'injection élec­
trocinétique, allongement du temps d'injection à l'origi­
ne d'un effet d'amplification du champ électrique (large 
volume sample stacking, LVSS), concentration de 
l'échantillon lors de l'injection par diminution de la 
concentration en sels dans l'échantillon ou pré-injection 
d'un bouchon d'eau ou de solvant (5, 9). Taylor (15) a 
démontré que l'on pouvait abaisser la limite de détec­
tion des opiacés dans des extraits urinaires en privilé­
giant le mode d'injection électrocinétique par rapport 
au mode hydrodynamique. Wey (11) décrit une métho­
de d'amplification de champ électrique en tête de 
colonne avec une pré-injection qui permet de détecter 
les dérivés opiacés. A partir d'extraits de faibles 
volumes de prélèvements de plasma, sang ou urine (20 
à 100 uL), les molécules sont détectables jusqu'à des 
concentrations de l'ordre du ng/mL en détection UV. Le 
choix des faibles volumes permet de réduire à son 
minimum la concentration en sels dans l'échantillon 
injecté améliorant ainsi les limites de détection par 
stacking effect. 

Il est donc important de réaliser que les limites de la 
sensibilité de TEC ne sont pas seulement dues au type 
de détecteur utilisé, mais dépendent également du 
mode d'injection et de la matrice de l'échantillon injec­
té. 

Développement de screening en électro-
phorèse capillaire 
Quelques études en EC présentent des méthodes spéci­
fiques pour le screening de plusieurs classes de molé­
cules après extraction dans les milieux biologiques (4, 
16-19). D'autres méthodes ont été développées, per­
mettant la séparation de différentes molécules d'une 

même classe médicamenteuse contenues dans des 
mélanges étalons. Pucci (20) sépare ainsi 11 antidé­
presseurs tricycliques et phénothiazines et Boone (21) 
évalue différentes techniques en EC pour optimiser la 
séparation de 25 dérivés barbituriques (voir tableau I). 
Dans le cadre d'un screening médicamenteux appliqué 
en toxicologie d'urgence sur des prélèvements urinaires 
provenant de patients d'unités de soins intensifs, 
Thormann (19) a développé puis appliqué en routine 
des techniques électrophorétiques en mode ECZ ou 
CECM. Une extraction en phase solide des urines est 
réalisée en deux étapes, permettant la séparation de 
molécules acide, neutre ou basique. La spectrométrie 
par barrette de diodes permet la détection de barbitu­
riques, methadone, dérivés du cannabis, benzodiaze­
pines, opiacés, cocaïne, et amphétamines (18, 19). Les 
limites de sensibilité obtenues après extraction de 5 mL 
d'urine sont de l'ordre de 50 ng/mL. Ainsi, le flunitra-
zépam non détecté en immunoanalyse, peut être identi­
fié en CECM. Après ingestion de 1 mg de flunitrazé-
pam et recueil des urines pendant 8 heures, l'analyse du 
prélèvement après hydrolyse ((3-glucuronidase/arylsul-
phatase) et extraction en phase solide met en évidence 
une concentration de 300 ng/mL pour le metabolite uri-
naire principal, le 7-aminoflunitrazépam (19). 

L'EC reste cependant peu utilisée en routine pour des 
screening en toxicologie (17). En 1998, Hudson a déve­
loppé une méthode générale de screening dans le sang, 
de molécules d'intérêt médico-légal (22). Cette banque 
de données permet l'identification de 650 composés. 
Afin de pouvoir standardiser et transposer les méthodo­
logies en EC d'un laboratoire à l'autre, il est essentiel de 
définir des paramètres d'identification précis pour 
chaque molécule. Malheureusement, l'instrumentation 
n'est pas encore standardisée (modes d'injections diffé­
rents, différences de position de la cellule de détection 
sur le capillaire). Ceci est responsable du manque de 
reproductibilité des paramètres de migration (23). De 
plus, les tensions non constantes appliquées pendant 
l'analyse, certaines interactions entre les electrolytes et 
la paroi du capillaire et les variations du flux électroos-
motique (FEO) s'ajoutent aux variations dues à l'instru­
mentation. En analyse quantitative, l'ajout d'un étalon 
interne corrige les fluctuations du volume d'injection, 
mais pour l'analyse qualitative, il est important de pou­
voir choisir un paramètre d'identification fiable. Le 
manque de reproductibilité du temps de migration étant 
connu, on lui préfère la mobilité électrophorétique effi­
cace. Ce paramètre est indépendant du flux électroos-
motique et beaucoup plus reproductible que le temps 
de migration (21, 23) 
Boone utilise la mobilité électrophorétique efficace 
comme paramètre d'identification de 25 barbituriques 
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différents. La répétabilité des mobilités pour cette 
étude est ainsi tout à fait satisfaisante, avec des valeurs 
inférieures à 0,6 % (21). En utilisant ce nouveau para­
mètre comme critère d'identification, la reproductibili-
té de la méthodologie est nettement améliorée. La stan­
dardisation des appareils et le contrôle des mobilités 
une fois maîtrisées, on peut concevoir une adaptation 
correcte de ce type de screening en analyse de routine. 
Boone décrit également l'absence de corrélation entre 
le screening réalisé en EC et celui réalisé par une tech­
nique chromatographique et conclut sur l'intérêt pour 
les laboratoires de toxicologie de posséder une combi­
naison de ces technologies. 

Analyse des ions en électrophorèse capil­
laire 
De très nombreux anions peuvent être responsables 
d'intoxications. Le choix des méthodes de dosage reste 
cependant très limité (24). Les techniques colorimé­
triques, la chromatographie d'échanges d'ions, le dosa­
ge par des électrodes spécifiques ou la CPG-SM sont 
les techniques les plus couramment utilisées (24). Le 
dosage des ions en EC permet des séparations simples 
et rapides. Les ions migrent sous forme de bandes 
étroites par effet de stacking. On peut observer des pics 
très fins et d'une très grande efficacité (parfois près de 
1 million de plateaux théoriques) (25). Fritz (26) décrit 
des séparations de mélanges standards de 8 ou 10 
anions en 6 minutes. 

La grande majorité des analyses d'ions décrites en EC 
sont réalisées en mode de détection UV direct ou indi­
rect sur des échantillons d'eau ou des matrices très 
propres (27). Les ions bromures, sulfates, nitrites, 
nitrates, fluorures et phosphates sont détectés en UV 
indirect dans de l'eau ou des solutions aqueuses. Le 
mode d'injection électrocinétique, très sélectif pour les 
ions, a été choisi pour améliorer la sensibilité. Il permet 
la détection de concentrations très faibles (limites de 
détection de 0,2 à 1 ng/mL), nécessaire dans ce type 
d'application (27). Lorsque l'analyse doit être réalisée 
dans des prélèvements biologiques, le choix de ce 
mode d'injection pose un problème. En raison de l'effet 
de la matrice sur l'injection électrocinétique, on lui pré­
fère l'injection hydrodynamique (27). 

Peu d'études décrivent le dosage des ions en EC dans les 
milieux biologiques. A l'heure actuelle, les anions les 
plus étudiés sont les nitrites et les nitrates, marqueurs 
dans le plasma de la production de NO (25, 28, 29). 
Bories (29) sépare dans le sérum les deux anions en 
moins de 4 minutes, avec une limite de détection de 10 
umol/L en UV (214 nm). La technique est beaucoup 
plus rapide que pour les techniques chromatographiques 

(~ 15 min.) ou enzymatiques (~ 45 min.). La sensibilité 
est satisfaisante, du même ordre de grandeur que celles 
décrites en chromatographie échangeuses d'ions (24). 
Dans cette étude, les sérums sont injectés directement 
après dilution dans de l'eau. Les protéines du sérum 
interfèrent avec les ions et les parois du capillaire mais 
permettent cependant la réalisation très rapide de 
dosages reproductibles (29). Dans d'autres études, on 
déprotéinise l'échantillon par ajout d'acétonitrile (25). 
En 1999, Bories critique cette étape preparative en 
démontrant qu'elle n'est pas indispensable et qu'elle est 
source de contaminations pour l'échantillon (29). 

Très récemment, une méthode originale a été décrite 
pour l'analyse des ions. Elle couple le principe de la 
chromatographie échangeuse d'ions et de TEC dans une 
seule technique (26). Les ions sont séparés en fonction 
de leur mobilité électrophorétique et de leur pouvoir 
d'échange avec un polymère dissout dans le tampon de 
migration. Fritz décrit ainsi la séparation de 17 anions 
organiques et inorganiques en moins de 6 minutes (26). 

Macka (30) décrit dans une revue de la littérature toutes 
les applications de TEC pour la détermination des ions 
métaux. Quelques unes des études ont permis l'analyse 
des ions Pb, Cd, Hg, Ni, Li, Sr, et Al dans le sérum. 
Une détection directe en UV permet l'analyse après la 
formation de complexes avec les différents ions. 
Malheureusement, les limites de détection ne sont pas 
précisées. 

L'EC a un pouvoir de séparation très important pour les 
mélanges complexes de cations et d'anions. Les sépara­
tions sont rapides et nécessitent peu de prélèvements. 
Une détection en mode UV indirect est utilisé assez 
couramment pour la détection d'une majorité d'ions. 
Cependant, si TEC semble tout à fait adaptée à l'analy­
se des ions, peu de méthodes ont été développées dans 
les milieux biologiques. Les avantages de cette tech­
nique pour le dosage des ions susciteront certainement 
des développements dans ces matrices plus complexes. 

Screening des substances illicites et ana­
lyse chirale 
Le potentiel de TEC pour la séparation chirale est 
important : par simple addition d'un séparateur chiral 
comme les cyclodextrines dans le tampon de migration, 
TEC représente une méthode simple, peu coûteuse et 
efficace pour la séparation des énantiomères (31). 
Aujourd'hui, il n'existe pas d'application de séparations 
chirales étudiées en toxicologie clinique. Cependant, 
plusieurs études montrent l'intérêt pour le diagnostic 
toxicologique de la séparation et du dosage de certaines 
formes énantiomèriques, comme par exemple dans le 
cas de la methadone (32). 
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On citera également les études réalisées dans le cadre 
de la lutte contre le dopage pour des groupes de sub­
stances interdites. Les deux classes de médicaments 
ayant fait l'objet d'études dans ce domaine sont les diu­
rétiques (17, 33) et les (3 bloquants (34) dans le sang et 
les urines. Dans le contexte du dopage, une séparation 
des formes énantiomèriques de certaines molécules 
s'est déjà révélée intéressante lorsqu'une seule des deux 
formes est une substance interdite alors que l'autre est 
une substance autorisée dotée de propriétés pharmaco-
logiques. Un des exemples décrits est la séparation de 
la forme (+) du propoxyphene, substance narcotique 
d'utilisation contrôlée et du (-) propoxyphene, antitus-
sif autorisé (31). 

Combinaison de l'électrophorèse capil­
laire et de Timmunoanalyse 
Très récemment, la combinaison de la technique élec­
trophorétique et de Timmunoanalyse a suscité une 
attention particulière. Le principal intérêt de ce nou­
veau concept est de pouvoir réaliser le dépistage ou le 
dosage de plusieurs molécules dans les urines sans pas­
ser par l'étape d'extraction. Il nécessite de très faibles 
volumes de prélèvement (20 à 50 uL), une incubation 
préalable de l'anticorps et du traceur et une séparation 
du traceur fluorescent libre et du complexe 
anticorps/traceur en ECZ ou en CECM avec une détec­
tion en mode FIL (5, 31). A l'heure actuelle, l'associa­
tion de ces deux techniques est encore peu utilisée pour 
l'étude des médicaments et l'équipe de Thormann est 
une des seules à notre connaissance travaillant sur ce 
concept (19, 35-37). Des limites de détection de l'ordre 
de 30 ng/mL pour un dosage urinaire simultané de la 
methadone, de dérivés des opiacés, de la benzoylecgo-
nine et des amphétamines sont décrites (36). Les résul­
tats obtenus sont tout à fait comparables à ceux des 
techniques EMIT ou FPIA classiquement utilisées dans 
les screenings en toxicologie. D'autres exemples peu­
vent être cités comme le dosage simultané de l'acide 
salicylique et du paracetamol ou celui du paracetamol, 
de la theophylline et de la quinidine dans le sérum (35). 

Cette technique dans le cadre d'une utilisation en toxi­
cologie d'urgence présente les avantages d'être simple, 
rapide et suffisamment sensible. C'est une approche 
originale pour rechercher plusieurs xénobiotiques 
simultanément dans un milieu biologique. Ce concept 
semble offrir de nombreuses possibilités d'application, 
il garde néanmoins les inconvénients spécifiques des 
techniques immunologiques.. 

Confirmation par électrophorèse capil­
laire couplée à la spectrométrie de masse 
Dans un effort d'analogie avec la CPG-SM ou la 
CLHP-SM, reconnues de façon universelle, le coupla­
ge de TEC et de la spectrométrie de masse (EC-SM) 
apparaît comme une nouvelle technologie dans le 
domaine de la toxicologie. Quelques exemples ont été 
récemment publiés pour l'identification et le dosage de 
médicaments : paracetamol et ses principaux metabo­
lites dans les urines et le sérum (38), anti-inflamma­
toires (acide acétylsalicylique, ibuprofène, naproxène, 
kétoprofène) dans l'urine (6). On citera également des 
études réalisées pour confirmer la présence d'amphéta­
mines, de designer drugs (39) ou de morphine après 
hydrolyse acide et extraction en phase solide des prélè­
vements urinaires (40). Récemment, McClean (41, 42) 
étudie la séparation théorique d'un mélange de 15 ben­
zodiazepines. Une optimisation du couplage EC-SM 
permet l'amélioration de la reproductibilité de la 
méthode et l'abaissement des limites de détection (voir 
tableau I). 

Bien que la plupart des études en EC-SM aient été réa­
lisées avec d'autres objectifs, on peut très bien conce­
voir l'utilisation de ce couplage EC-SM en tant que 
méthode d'analyse en toxicologie d'urgence au même 
titre que la CPG-SM ou la CLHP-SM. Cependant, le 
développement de nouvelles interfaces et le prix de 
l'appareillage sont autant de paramètres qui freinent 
l'utilisation de l'EC-SM dans les laboratoires de toxico­
logie. Les avantages de l'utilisation de ce couplage, 
voire même d'un couplage EC-SM-SM (39, 40, 42) 
dans l'identification des substances et une recherche 
très active dans ce domaine permettront certainement 
l'amélioration des systèmes et de leur utilisation. 

Conclusion 
Le pouvoir de séparation remarquable, la rapidité 
d'analyse, la versatilité, l'automatisation, et le faible 
coût en consommables sont des paramètres permettant 
de présenter TEC comme une bonne alternative à 
d'autres techniques séparatrices consommatrices de 
temps et chères. L'EC est une technique reproductible, 
efficace et suffisamment sensible pour qu'elle soit 
adaptée à la séparation et à la quantification des xéno­
biotiques dans les milieux biologiques. 

Les problèmes de reproductibilité des paramètres 
d'identification dans le cadre de screening semble être 
bien résolus avec l'utilisation de la mobilité électropho­
rétique efficace (23). L'efficacité de TEC dans la sépa­
ration chirale reste à exploiter dans le domaine toxico­
logique. Depuis peu de temps, les applications de TEC 
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Tableau I : Etude en EC des xénobiotiques. 

Xénobiotiques Matrice Procédure 
d'extraction 

L.d.d. Temps 
d'analyse 

Références 

Anti-inflammatoires Urine ID n.d < 10 min. (6) 

Morphine et M30D 
glucuronide 

Urine ID 200 ng/mL (M) (DBD) 
500 ng/mL (M glucur) 

15 min. (8) 

Dérivés opioïdes Plasma 
Urine 

EPS 1 ng/mL (UV) < 8 min. (H) 

Anti-inflammatoires Solution 
Étalon 

- n.d < 8 min. (43) 

25 barbituriques 
(screening) 

Solution 
Étalon 

- n.d < 5 min. (21) 

Morphine et 
amphétamine 

Urine EPS (M) 50 ng/mL ou 
10 ng/mL en LVSS 

(A) 30 ng/mL (SM-SM) 

10 min. (40) 

11 antidépresseurs Solution 
Etalon 

- n.d 10 min. (20) 

15 benzodiazepines Solution 
• 

Etalon 

- 4 10-6 à 5 10 7 mol/L 
(SM-SM) 

< 15 min. (41, 42) 

methadone, opiacés 
benzoylecgonine, 
amphétamines 

Urine Immuno-
Analyse 

> 30 ng/mL (FIL) 11 min. (36) 

Avec L.d.d. - limite de détection, ID = injection directe, n.d = non déterminé, EPS = extraction en phase solide, 
DBD = détection en barrette de diodes, SM = spectrométrie de masse, FIL = Fluorescence induite par laser, M = morphine, 
A = amphétamine et LVSS = large volume sample stacking. 

en milieu non aqueux se développent, permettant de 
séparer les molécules de structures très homogènes dif­
ficilement separables en ECZ ou en CECM (43). 
D'autres avantages s'ajoutent au choix de cette nouvel­
le technique : un tampon tout à fait adapté à un coupla­
ge à la SM, une bonne combinaison avec une étape 
d'extraction utilisant des solvants organiques (21), la 
possibilité de travailler sur des capillaires très courts 
permettant ainsi de réduire les temps d'analyses (entre 
1 et 3 min). Cependant, il faut rester prudent quant à la 
reproductibilité d'une analyse quantitative dans ces 
conditions en raison des problèmes d'évaporation des 
solvants organiques utilisés. L'EC possède de nom­
breuses caractéristiques intéressantes pour qu'elle puis­
se être utilisée un jour dans les laboratoires de toxico­
logie clinique en urgence. Peu de travaux existent dans 
ce domaine. De nombreux développements et une amé­
lioration de l'instrumentation sont encore nécessaires à 
son essor. 

Utilisation de la Résonance 
Magnétique Nucléaire en 
biologie et en toxicologie 
clinique 
En médecine, les techniques de Résonance Magnétique 
Nucléaire (RMN) sont de plus en plus utilisées dans le 
domaine de l'imagerie (IRM) mais bien qu'elles per­
mettent la caractérisation et l'analyse de très nom­
breuses molécules, l'étude des liquides biologiques est 
restée longtemps en dehors du champ des applications 
médicales courantes. 
La RMN, technique spectroscopique, n'a pas la préten­
tion de remplacer les différentes techniques déjà mises 
en œuvre dans un laboratoire de biologie clinique (1-3), 
mais d'être une méthode complémentaire dans cette 
démarche toxicologique. Elle a l'avantage en effet de ne 
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pas demander de préparation d'échantillons, elle peut 
être très rapide et permet de déterminer la structure 
précise et de quantifier les molécules responsables 
d'une intoxication aiguë. 

Cette technique est basée sur la propriété des noyaux de 
certains atomes qui placés dans un champ magnétique 
intense absorbent une certaine quantité d'énergie. 

Le noyau le plus étudié est le proton car il possède une 
bonne sensibilité en RMN et il est présent dans la plu­
part des molécules organiques. Chaque type de proton 
(-CH3, -CH 2 - et aromatique) d'une molécule va inter­
agir différemment avec le champ magnétique de l'ai­
mant et avec les autres protons de la molécule donnant 
un déplacement chimique et des couplages différents 
pour chaque proton (réalisation d'un spectre RMN 'H). 
A partir de l'étude de ces spectres, il est possible de 
retrouver la structure de la molécule et de déterminer sa 
concentration (44). 

Il faut aussi signaler que l'étude des autres noyaux 
comme 2 H, 1 3 C, (45) , 5 N et l 9 F (46, 47) peut-être très 
intéressante en particulier avec les molécules mar­
quées. 

Pour l'étude des liquides biologiques qui sont des 
mélanges complexes en solution dans l'eau, on utilise 
des séquences RMN spécifiques qui permettent d'une 
part de réduire le signal de l'eau présente en concentra­
tion très importante et d'autre part, d'obtenir des infor­
mations lorsque l'on a superposition de signaux. 
La spectroscopic de RMN des liquides biologiques 
couvre des domaines de plus en plus divers allant de la 
recherche fondamentale à l'investigation clinique cou­
rante. 

Applications biologiques 
La RMN a d'abord été utilisée pour identifier et quanti­
fier des metabolites endogènes de faible poids molécu­
laire dans l'urine chez l'homme (48-50) ou pour identi­
fier des composés organiques qui s'accumulent dans les 
urines d'enfants atteints d'enzymopathies (acidémie 
isovalérique ou méthylmalonique) (51, 52). 

De nombreux liquides biologiques ont fait l'objet d'in­
vestigation par spectroscopic RMN du proton (53, 56). 
L'urine et le plasma sanguin sont les échantillons bio­
logiques les plus étudiés. Quelques études se rapportent 
au liquide céphalorachidien, au liquide séminal, au 
liquide amniotique, au liquide synovial, à la bile et aux 
sécrétions lacrymales. 

D'autres applications médicales de la RMN concernent 
le suivi des cancers (57) et des greffes d'organes (58, 
59). 

Applications pharmaco-toxicologiques 
La spectroscopic RMN comme outil d'étude en phar­
macologie et en toxicologie fait l'objet d'un développe­
ment important au sein de l'équipe de Nicholson (48). 
Les études portent sur la recherche, l'identification et le 
métabolisme de divers xénobiotiques et de leurs cata-
bolites présents dans l'urine et dans la bile (60, 61), 
ainsi que la détermination de marqueurs spécifiques en 
toxicologie (62). 

La mise en évidence de xénobiotiques dans les liquides 
biologiques demande en premier lieu de bien connaître 
les constituants normaux "physiologiques" de ces 
liquides biologiques. 
Les spectres 'H-RMN des urines sont maintenant bien 
connus et publiés (48, 50). En comparant les spectres 
des sujets intoxiqués avec ceux d'urines de sujets ne 
prenant pas de médicaments, avec des spectres de stan­
dards ou avec des spectres déjà publiés dans la littéra­
ture, il est possible de mettre en évidence des xénobio­
tiques (48, 50, 63, 64). En effet, les xénobiotiques et 
leurs metabolites présentent en RMN, plusieurs réso­
nances caractéristiques (multiplets) qui sont bien dis­
tincts de ceux des metabolites endogènes (65). La plu­
part du temps, les spectres sont comparés avec ceux des 
composés standards connus, ou lorsque les standards 
ne sont pas disponibles, les spectres sont assez caracté­
ristiques pour permettre leur identification (65). Dans 
certains cas, il suffit de réaliser des surcharges avec le 
composé standard et de ré-analyser l'urine par RMN 
pour confirmer la présence du composé. On peut aussi 
réaliser des spectres RMN en deux dimensions (66) ou 
utiliser des séquences particulières d'excitation sélecti­
ve de type TOCSY (67) pour améliorer les attributions 
des protons. 

Mise en évidence de médicaments par 
RMN 
Le paracetamol constitue un très bon exemple d'appli­
cation de la RMN du proton. Les différents catabolites 
de cette substance : dérivés glucuronoconjugués, sulfa­
tés, N-acétyl-cystéinyl et cystéinyl sont détectés dans 
l'urine de sujets intoxiqués et les proportions de ces 
divers catabolites ont pu être évalués (68). Une autre 
étude a montré l'existence d'un cycle futile de déacéty-
lation du paracetamol en 4-aminophénol, intermédiaire 
néphrotoxique, avant son élimination urinaire (69). 

L'aspirine et ses metabolites peuvent aussi être facile­
ment détectés et quantifiés dans l'urine par spectrosco­
pic 'H-RMN (70). Maschke et coll. ont même pu mon­
trer dans le cas d'une intoxication aiguë, que la forme 
pharmaceutique à l'origine de l'intoxication était de 
l'acétylsalicylate de lysine (Aspegic®) (66). 
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D'autres anti-inflammatoires comme l'ibuprofène, le 
naproxéne et leurs metabolites sont aussi mis en évi­
dence dans les urines (64, 65). 
La chloroquine et son principal metabolite, la monode-
séthylchloroquine, ont également été identifiés par 
RMN dans les urines d'un patient intoxiqué par cet 
antipaludéen (67,71). 

Des antiépileptiques ont été détectés dans l'urine de 
sujets victimes d'une intoxication aiguë. C'est le cas de 
la carbamazépine (65) et de l'acide valproique (65, 72, 
73), dont les metabolites sont excrétés en grande quan­
tité dans l'urine. Pour l'acide valproique, la RMN per­
met l'identification d'un dérivé glucuronoconjugué 
(72). 

Komoroski et coll. ont également mis en évidence de 
l'érythromycine dans des urines, un macrolide polaire 
qu'ils ne détectaient pas en CPG-SM dans leur échan­
tillon (65). Il avait également été possible de mettre en 
évidence les metabolites urinaires de l'ampicilline chez 
le rat et de montrer la présence d'un nouveau metaboli­
te par RMN (74). 

De même la pseudoéphédrine a pu être mise en évi­
dence par Komoroski et coll (65) dans les urines d'une 
jeune fille de 16 ans. D'autres substances comme la 
diphenhydramine, la chlorpromazine, la caféine ont été 
également détectées par RMN (65). 

Par contre en ce qui concerne d'autres médicaments 
comme les antipsychotiques (chlorpromazine et halo-
péridol) ou les antidépresseurs tricycliques (imiprami-
ne et amitryptiline), leur identification urinaire n'a pas 
été possible alors que la CPG-SM les mettait facile­
ment en évidence (65). Pour ces composés il était 
observé en RMN des signaux détectables dans la 
région 6-8ppm, où apparaissent également des signaux 
correspondant à des metabolites endogènes aroma­
tiques comme l'acide hippurique (65). Les spectres sont 
alors compliqués puisque des signaux correspondant 
aux metabolites endogènes et à certains xénobiotiques 
se superposent. Certaines résonances de xénobiotiques 
peuvent être cachées sous les signaux de composés 
endogènes. Les spectres sont donc difficiles à interpré­
ter à basse résolution et notamment à 300 MHz. 

Mise en évidence d'autres xénobiotiques 
La RMN est capable de mettre en évidence des sub­
stances de faibles masses moléculaires telles que le 
propylene glycol (65), l'éthylène glycol (75), les 
alcools : éthanol, methanol (75, 76), isopropanol (76), 
l'acétone (76) ou les solvants tels que le tétrahydrofu-
ranne (77), ainsi que d'autres composés de faible masse 
moléculaire tels que les acides formique et glycollique 
(75). 

La RMN a également permis de mettre en évidence 
dans des urines directement sans extraction deux herbi­
cides : le paraquat et le glyphosate (78, 79). 

Conclusion 
La RMN trouve son utilité dans l'identification d'un 
xénobiotique et/ou de ses metabolites quand ils sont 
excrétés dans l'urine en grande quantité, comme c'est le 
cas dans les intoxications aiguës. Cette technique ne 
demande pas de préparation de l'échantillon (quelque­
fois, les échantillons sont lyophilisés), ni de séparation 
chromatographique. Komoroski et coll. ont comparé 
cette technique avec la CPG-SM (65) et ont montré la 
possibilité d'identifier des médicaments et leurs meta­
bolites sans préparation de l'échantillon. Cependant, 
cette technique ne donne pas des résultats tout à fait 
comparables à la CPG-SM et il y a dans leur expérien­
ce, 56 % de concordance entre les deux méthodologies. 
La RMN identifiait le paracetamol, l'ibuprofène, l'aspi­
rine, l'acide valproique, la carbamazépine et la pseu­
doéphédrine, par mise en évidence de la molécule mère 
ou de ses metabolites. Pour un patient, les résultats de 
la CPG-SM étaient négatifs, alors que la RMN mettait 
en évidence de l'érythromycine. La RMN était plus per­
formante pour identifier les médicaments analgésiques 
et antiépileptiques, par contre les médicaments antipsy­
chotiques ou antidépressurs tricycliques n'étaient pas 
mis en évidence par RMN. Au contraire de la CPG-
SM, la RMN identifiait le propylene glycol, composé 
retrouvé dans des formulations médicamenteuses, aussi 
bien que dans des cosmétiques, des lotions ou des pom­
mades. La mise en évidence de ce composé peut signa­
ler une prise de médicament (80) ou une intoxication 
aiguë par le propylene glycol (81). 

La spectroscopic RMN est une technique qui n'est pas 
encore facilement accessible au laboratoire de toxico­
logie. Elle est utile dans la mise en évidence des meta­
bolites d'un xénobiotique, comme le metabolite hépato-
toxique du paracetamol. Globalement, la CPG-SM 
s'avère aujourd'hui plus utile que la RMN pour identi­
fier le produit responsable d'une intoxication aiguë. 
Cependant avec cette technique l'échantillon est détruit 
alors qu'en RMN l'échantillon est préservé et peut 
ensuite servir à l'analyse par CPG-SM. 

La RMN permet de détecter des substances respon­
sables d'intoxication aiguë ou des substances prescrites 
en thérapeutique, quand les doses sont de l'ordre de plu­
sieurs centaines de milligrammes. Mais, elle n'est appa­
remment pas utile quand les substances se retrouvent en 
très faibles quantités dans les liquides biologiques. La 
quantification est aisée mais la concentration doit être 
au moins de 10 uM et de préférence entre 50 et 100 uM. 
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Quand la RMN est disponible dans un laboratoire de 
clinique, il est possible de réaliser un screening rapide. 
Les résultats peuvent être obtenus en moins de 30 
minutes. 
La RMN a l'avantage de détecter simultanément des 
metabolites polaires et le composé parent, ce qui est 
difficile en CPG-SM. Un autre avantage est la détection 
de composés de faible poids moléculaire comme les 
acides formique ou glycollique, la détection de sub­
stances volatiles, de polymères solubles de haut poids 
moléculaire (65). Beaucoup plus facilement qu'en 
chromatographie, la RMN permet de distinguer des 
isomères ou des metabolites de structures très sem­
blables (65). 

La plupart des études ont été effectuées à 300 MHz. De 
tels instruments sont plus accessibles et moins chers 
que les appareils à haut champ (400, 600 MHz ou plus) 
utilisés pour des études identiques (67, 71, 82). Ces 
appareils augmentent la qualité des spectres en rédui­
sant la superposition des signaux entre composés endo­
gènes et xénobiotiques. Les spectres sont donc simpli­
fiés et la sensibilité est augmentée pour détecter de plus 
faibles quantités de substances et de metabolites. 
Cependant toutes les capacités n'ont pas encore été étu­
diées et on pourrait imaginer un simple prétraitement 
chromatographique des échantillons avant l'analyse 

RMN, ce qui permettrait de détecter plus facilement les 
composés. La connaissance des spectres RMN devrait 
permettre le développement de bases informatiques de 
spectres permettant une identification plus aisée des 
xénobiotiques. 

Cette technique présente beaucoup d'avantages : rapidi­
té, faible volume d'échantillon requis, quantification 
simple et détection simultanée de nombreux composés 
sans traitement de l'échantillon dans la plupart des cas. 
Le principal inconvénient de la RMN est son manque 
de sensibilité.Xa limite de détection est beaucoup plus 
élevée qu'en CPG-SM et en conséquence des composés 
se trouvant à l'état de traces ne sont pas habituellement 
détectés. Cependant ce manque de sensibilité ne 
semble pas primordial en toxicologie d'urgence où les 
xénobiotiques et leurs metabolites sont présents en 
grande quantité et généralement associés à des symp­
tômes cliniques. 

L'EC et la RMN sont des techniques récentes, elles 
sont en pleine expansion. Que leurs réserve le futur ? 
Des couplages plus sophistiqués devraient leur donner 
un essor plus important. L'EC-SM est en cours de déve­
loppement (17). Pour la RMN, on commence à décrire 
des couplages CLHP-RMN (83) et CLHP-RMN-SM 
(84). L'avenir devrait peut-être conduire à un couplage 
EC-SM-RMN. 
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