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RESUME

Un médecin anesthésiste exercant en Suisse est soupgonné
d’usage détourné de fentanyl. Afin de palier aux limitations
des analyses urinaires, négatives pour le fentanyl a plusieurs
reprises, une recherche au niveau capillaire a été réalisée,
pouvant déterminer une éventuelle exposition répétée a ce
médicament. Pour cela, une méthode par chromatographie
gazeuse couplée a un spectrométre de masse tandem a été
mise au point, comprenant une incubation de la poudre de
cheveux dans du tampon Soerensen et une purification sur
colonne Isolute C18.

Ce procédé validé (linéaire entre 20 et 1000 pg/mg, limite de
détection de 20 pg/mg et rendement d’extraction de 82 %
pour une concentration de 100 pg/mg), a permis de doser le
fentanyl a la concentration de 644 pg/mg. Celle ci est trés
importante en regard des concentrations retrouvées dans la
littérature et signifie que ce médecin consomme de fagon
réguliere ce stupéfiant.
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SUMMARY

An anesthetist, working in Switzerland , was suspected of
fentanyl misuse. His urine analyses, biological fluid usually
employed to document drug consumption, were always found
negative. However it is known that the elimination of such
drugs occurs within a few days. In contrast, hair allows a
drug administration to be tracked back for months or even
years. This is the reason why a method using a GC/MS/MS
system was developed to detect fentanyl in hair.

After the validation of the procedure (linearity between 20
and 1000 pg/mg, limit of detection of 20 pg/mg and extrac-
tion recovery of 82 % at 100 pg/mg), we were able to detect
fentanyl at a concentration of 644 pg/mg. This result is the
proof of chronic abuse of fentanyl by the anesthetist.
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Introduction

Le fentanyl, N-(1-phényléthyl-4-pipéridyl)-propionani-
lide, est un analgésique central réservé a I’anesthésie de
courte, moyenne ou longue durée. Il est utilisé dans les
protocoles de neuroleptanalgésie, d’anesthésie généra-
le balancée et d’anesthésie analgésique a doses élevées.
C’est un morphinomimétique treés puissant qui pro-
voque une anesthésie chirurgicale environ 100 fois
supérieure a celle de la morphine chez I’Homme.

Comme les autres analgésiques, le fentanyl peut faire
I’objet d’abus, en particulier dans le milieu médical ou
I’acces y est facilité (1, 2, 3). Le fentanyl et ses ana-
logues ont également été identifiés comme drogues de
la rue, impliquant un traffic ou encore leur production
clandestine : c’est I’exemple de 1’alpha-methylfenta-
nyl, baptisé “China White”.

Habituellement sous forme de solution injectable, le
fentanyl est commercialisé, depuis quelques années,
sous la forme de patches transdermiques, souvent pres-
crits pour le traitement de douleurs chroniques (4).

Généralement, le dosage du fentanyl est réalisé dans le
sang et les urines mais sa durée de détection est limitée
de part sa disparition rapide des fluides corporelles. En
effet, le fentanyl a une durée de vie de 3 a 12 heures :
une injection en intraveineuse de fentanyl de 2 ug/kg
conduit & une concentration de 11 pg/L et celle ci
décroit jusqu’a 1 pg/L en 1 heure.

En ce qui concerne son métabolisme, plus de 85 % du
fentanyl ingéré est excrété dans les urines sous 3-4
jours.

L’analyse des cheveux montre son interét en augmen-
tant la fenétre de détection de quelques jours a plu-
sieurs mois (selon la longueur des cheveux analysés).
En effet, outre le fait que les cheveux sont plus faciles
a prélever et a conserver que le sang ou les urines, ce
type de prélevement présente 1’avantage unique d’étre
le reflet d’une exposition répétée. Cela peut représenter
un complément idéal des résultats de dosages urinaires
conventionnels, les analyses urinaires pouvant rendre
compte d’une exposition récente d’un individu a une
drogue et les analyses capillaires pouvant mettre en
évidence un abus a long terme.

La revue de la littérature, pauvre concernant ce sujet,
montre cependant I’existence de trois travaux relatant
le dosage du fentanyl dans les cheveux : Wang et al
(5), utilisant des techniques immunologiques, est
confronté a des problémes de réactions croisées et donc
de faux positifs. Les deux autres (6, 7), basées sur des
techniques chromatographiques, dosent des concenta-
tions de 20 et 100 picogrammes de fentanyl par milli-
gramme de cheveux. Ces concentrations étant tres
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faibles, il a ét€ nécessaire de développer une methode
sensible et trés spécifique afin de pouvoir doser des
concentrations de I’ordre du picogramme.

Le cas rapporté ici est celui d’un médecin fortement
soupconné d’un abus chronique de fentanyl, et pour
lequel une analyse au niveau des cheveux a été deman-
dée par un confrere suisse.

Historique

Un médecin anesthésiste d’une cinquantaine d’années,
pratiquant dans une clinique du canton de Geneéve, est
suspecté de consommer du fentanyl de maniéere illicite.
Il a été convoqué a plusieurs reprises dant le but de réa-
liser des analyses urinaires. Celles ci se sont toujours
révélées négatives, mais la molécule n’est détectable
dans les urines que quelques jours aprés la derniere
prise. Par ailleurs, le rendez-vous ayant toujours été
pris plusieurs jours avant, il pouvait étre aisé au prati-
cien de s’abstenir sur une courte durée.

De maniére a augmenter la fenétre de détection, il sem-
blait nécessaire de réaliser des analyses capillaires. En
effet, selon la longueur des cheveux, il est possible de
doser des molécules ingérées jusqu’a plusieurs mois
avant le moment du prélevement.

Dans le cas présenté, une meéche de cheveux de trois
centimeétres a été prélevée au niveau du vertex posté-
rieur et envoyée, pour analyse, & I’Institut de Médecine
Légale de Strasbourg.

Matériel et méthodes

Apres décontamination de la meéche de cheveux par le
dichlorométhane (2 fois 5 ml, 2 min), I’échantillon de
cheveux est pulvérisé dans un broyeur a boulet jusqu’a
I'obtention d’une poudre fine. 80 mg sont incubés une
nuit dans 2 ml de tampon Soerensen pH 7,6, en pré-
sence de 2,5 ng de fentanyl-d; (promochem) utilisé
comme standard interne, a 40° C puis centrifugés. Le
résidu est repris dans 1 ml de tampon frais, agité et cen-
trifugé. Les phases aqueuses réunies sont extraites en
phase solide. La colonne Isolute C18 (Touzart et
Matignon) est activée par 3 ml de méthanol puis condi-
tionnée par 3 ml d’eau bidistillée. L’échantillon est
déposé et la colonne est rincée par 2 fois 1 ml d’eau
bidistillée. Apres séchage de la colonne, 1 heure, sous
vide, le fentanyl est élué avec 3 fois 0.5 ml d’acéto-
ne/dichlorométhane (3 / 1, v/v). La phase organique
est évaporée sous vide et le résidu repris dans 30 pl de
méthanol.

Le systéme d’analyse consiste en un passeur automa-
tique Finnigan A200S et un chromatographe ‘“Varian
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3400” couplé a un spectrometre de masse tandem
“Finnigan TSQ700” (GC/MS/MS).

Un aliquot de 2 pl est injecté en mode splitless (injec-
teur : 250° C) dans une colonne HP5-MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um), traversée par de I’hélium N55 a
un débit de 1 ml/min. Le four est programmé a une
température initiale de 60° C, puis chauffé a 30° C/min
jusqu’a atteindre une température de 295° C, mainte-
nue pendant 5 min. La durée totale de 1’analyse est de
14 min.

Le détecteur de masse est utilisé en mode impact élec-
tronique avec une énergie d’ionisation de 70 eV et une
température de source de 150° C. L’ acquisition est réa-
lisée en mode SRM (selected reaction monitoring).

L’ton majoritaire obtenu en EI/Q1/MS est selectionné
comme 10n parent (m/z 245) et les ions fils (m/z 245,
189, 146) sont détectés dans le troisieme quadripdle
(figure 1), apres la collision avec I’argon (chambre de
collision : 0,2 mTorr, énergie de collision : -10 eV)

Le fentanyl est identifié a partir de son temps de réten-
tion et de I’abondance des trois ions de confirmation
(Rt =11,91 ; m/z 245, 189, 146).

La quantification est faite par rapport au fentanyl-ds
(Rt =11,89 ; m/z 250).

La linéarité est réalisée a partir de 50 mg de poudre de
cheveux témoins (négatifs pour le fentanyl) surchargés
avec 1 (20 pg/mg), 2,5 (50 pg/mg), 5 (100 pg/mg),
25 (500 pg/mg), et 50 (1000 pg/mg) ng de fentanyl.

Le rendement d’extraction est déterminé en comparant
les surfaces de pics du fentanyl extrait de 50 mg de
poudre de cheveux témoins surchargés pour une
concentration finale de 100 pg/mg avec la surface de
pic d’une solution standard a la méme concentration.

La limite de détection est évaluée a 1’aide de concen-
trations décroissantes de fentanyl, jusqu’a 1’obtention
d’une réponse correspondant a 3 fois le bruit de fond.

| 245
X (':H3
G
GHe \M g9
CH2 —N N
146
C22H2g N2O
MM=336,47

Figure 1 : Schéma réactionnel de fragmentation du fentanyl.
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Résultats et discussion

Dans un premier temps, nous avons optimisé le procé-
dé d’extraction du fentanyl de la matrice capillaire. En
effet, une interférence au niveau de notre pic de fenta-
nyl était visible lors d’une extraction liquide-liquide
par les solvants chloroforme/isopropanol/n-heptane
(25 /10 /65, v/viv), a pH 7,6 (tampon Soerensen),
montrant la coélution d’une molécule endogéne pré-
sente dans les cheveux. Nous avons résolu ce probléme
en procédant a une extraction en phase solide sur car-
touche Isolute C18.

Dans les conditions chromatographiques utilisées, le
pic de fentanyl est parfaitement isolé.

L’analyse par CPG/SM/SM des cheveux montre un
comportement linéaire pour des concentrations allant
de 20 a 1000 pg/mg, avec un coefficient de corrélation
de 0,999. La courbe de calibration est représentée figu-
re 2 et correspond a la regression linéaire entre le rap-
port des surfaces de pic (fentanyl / fentanyl-ds) et les
concentrations finales en fentanyl. L’équation de cette
droite est y = 288,809x — 5,292.

La limite de détection du fentanyl, déterminée pour un
rapport signal sur bruit de fond de 3, est de 20 pg/mg.

Pour une concentration finale en fentanyl de
100 pg/mg, le rendement d’extraction est de 82 %.

[’analyse de I’échantillon de cheveux met en évidence
le fentanyl & une concentration de 644 pg /mg (cf figu-
re 3). Etant donné que les cheveux poussent 2 la vites-
se d’1 cm environ par mois et que la meche mesure 3
cm, cette concentration représente la consommation
moyenne de 1’individu sur une période de trois mois.

Cette concentration est supérieure a celles décrites dans
les deux cas précédents, 20 pg/mg (6) et 100 pg/mg (7),
mais reste particulierement faible comparée a celle des
autres xénobiotiques dosés dans les cheveux.

y = 288.809x - 5.292, R-squared: .999
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Figure 2 : Courbe de calibration pour des concentrations

de fentanyl de 20 a 1000 pg/mg (y = 288,809x - 5,292 ;
r = 0,999). B
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Figure 3 : Chromatogramme obtenu par CPG/SM/SM a partir de I’échantillon de cheveux prélevé. Le tracé dq haut représen-
te I’ion parent (m/z 245) et les deux tracés du bas les ions fils (m/7 189 et 146) issus de la fragmentation de I’ion parent.
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Figure 4 : Chromatogramme obtenu par CPG/SM a partir de I’échantillon de cheveux prélevé.

L’analyse des cheveux permet donc de mettre en €évi-
dence des résultats urinaires négatifs suite a une absti-
nence momentanée durant les quelques jours précédant
le prélevement. Dans notre cas et pour des cas simi-
laires, I’analyse des cheveux est un outil indispensable
mis au service de la Justice.

Notre échantillon a également été injecté sur un chro-
matographe “HP 6890” couplé a un spectrométre de
masse “HP 5973” (CPG/SM), a titre de comparaison.
Le chromatogramme obtenu est présenté en figure 4.
D’acquisition est réalis€e en mode SIM (selected ion
monitoring) sur 4 ions (m/z 245, 189, 146, 250). Le
temps de rétention du fentanyl est inférieur a celui
observé en CPG/SM/SM : cela est dii a I’injection pul-
sée de I’échantillon (4 pl) ainsi qu’a la température ini-
tiale du four de 150° C (contre 60° C en CPG/SM/SM).
Comparé au tracé observé sur la CPG/SM de paillasse,
le spectrométre de masse tandem engendre un gain de
spécificité qui abaisse considérablement le bruit de fond
du signal des ions fils. C’est une particularité importan-
te, surtout en Médecine Légale, ou I’observation d’un
faux positif peut avoir de graves conséquences.

Conclusion

Ce papier relate le cas d’'un médecin soupconné de
consommer illégalement du fentanyl. Apres 1’échec de
plusieurs analyses urinaires, I’analyse de ses cheveux a
permis de conclure a un abus chronique de ce stupé-
fiant.
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