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Suicide par injection de T-61 
J.-P. ANGER ( 1 ) . F. ANGER ( 1 ) , F. PAYSANT ( 2 ), A. 
BAERF 2 ) , M.-A. LE GUEUT ( 2 ) , J.-P. GOULLÉ ( 3 ) , G. 
LACHÂTRE ( 4 ) , G. PÉPIN ( 5 ) , 

(1) Laboratoire de Toxicologie - Faculté de Pharmacie 
- 35043 RENNES. 
(2) Laboratoire de Médecine Légale - Faculté de 
Médecine - 35043 RENNES. 
(3) Laboratoire de Pharmacocinétique et Toxicologie -
Groupe Hospitalier - 76083 LE HAVRE. 
(4) Service de Pharmacologie et Toxicologie - CHU 
Dupuytren - 87042 LIMOGES. 

(5) Laboratoire d'expertises TOXLAB - 7, Rue Jacques 
Cart ier- 75018 PARIS 
OBJECTIFS 
Le T-61 ou TANAX® est un agent euthanasiant vétéri­
naire parfois impliqué dans les tentatives de suicide 
chez l'homme en administration par différentes voies. 
Le produit commercial est un mélange de trois prin­
cipes actifs : l'embutramide, le mébézonium et le 
chlorhydrate de tetracaine dont l'association entraîne 
plus ou moins rapidement la mort par anoxie cérébra­
le. Nous rapportons ici le cas d'une jeune femme décé­
dée des suites de l'injection intraveineuse de T61. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Nous présentons ici les résultats des constatations 
autopsiques effectuées sur la victime ainsi que les 
conclusions anatomo-pathologiques. L'analyse toxico-
logique a porté sur le sang, le foie et le cerveau où l'on 
a recherché et dosé les produits volatils par CPG-HS, 
les principaux psychotropes par HPLC-DAD ainsi que 
l'embutramide par CPG-SM. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Les recherches d'éthanol et autres molécules volatiles 
sont négatives. Les dépistages immunologiques des 
principaux psychotropes sont négatifs. L'analyse 
HPLC-DAD permet d'identifier seulement l'embutrami­
de et confirme l'absence de tout autre xénobiotique. Des 
trois constituants du T 61, seul l'embutramide, a pu être 
dosé par CPG-SM et a montré les concentrations sui­
vantes dans les milieux examinés : Sang total : 
751 mg/l ; Foie : 64,4 mg/kg ; Cerveau : 14 mg/kg. La 
concentration sanguine retrouvée se révèle supérieure 
aux données de la littérature fournies à l'occasion 
d'intoxications humaines (15,3-226 mg/l), qui dépen­
dent grandement de la voie d'administration et de la 
dose reçue. 
CONCLUSION 
A l'occasion d'une intoxication humaine, dans un but 
suicidaire par injection intraveineuse de T-61, un agent 
euthanasiant souvent utilisé en médecine vétérinaire, 
nous rapportons les constatations autopsiques, anato­
mo-pathologiques et toxicologiques effectuées sur la 

victime. Seul l'un des constituants de la préparation 
commerciale, l'embutramide a pu être identifié et quan­
tifié dans le sang, le foie et le cerveau. Nous en profi­
tons pour rappeler les différents types d'intoxication 
humaine avec le T-61 ainsi que les techniques analy­
tiques récentes permettant la mise en évidence et le 
dosage de l'embutramide dans les milieux biologiques. 

La modélisation moléculaire, outil de 
détection d'une potentialité d'activité 
amphétaminique ? 
J.H. BOURDON ( 1 ) . J. ARDITTI ( 1 ), P. BROUANT™, M. 
VALLP, 
(1) Centre Antipoison, Centre d'Évaluation et 
d'Information sur la Pharmacodépendance - CEIP -
MARSEILLE, Marseille 13009 
(2) GERCTOP-UMR 6009 - Faculté de Pharmacie, 
Marseille -13005 
OBJECTIFS 
La législation française repose sur un principe de clas­
sement nominal des stupéfiants, en accord avec les 
conventions internationales. Ainsi 6 à 8 mois sont 
nécessaires pour procéder à l'évaluation préalable du 
potentiel d'abus et de dépendance d'une substance et 
de réaliser son classement par arrêté du ministre char­
gé de la santé. Régulièrement de nouvelles molécules 
aux effets pharmacologiques similaires sont synthéti­
sées et retrouvées dans le milieu festif. Le profil phar-
macologique d'une nouvelle substance à potentiel 
d'abus doit être déterminé rapidement. L'utilisation de 
la modélisation moléculaire, outil de l'industrie phar­
maceutique peut être envisageable dans la détermina­
tion de l'activitépharmacólogique d'une nouvelle sub­
stance à potentiel d'abus. Une étude de faisabilité est 
réalisée à partir des dérivés de la phényléthylamine. Le 
but de cette étude est de prédire les effets pharmacolo­
giques des nouvelles molécules dérivées de la phénylé­
thylamine en utilisant des relations dérivées de l'ana­
lyse des propriétés des molécules déjà connues. 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Le matériel informatique est constitué d'un micro-ordi­
nateur d'une station de travail Silicon Graphie. Sybyl 
6.3. Les études de QSAR ont été réalisées à l'aide de 
tables organisées en lignes pour les substances étu­
diées et en colonnes pour les valeurs des paramètres 
physico-chimiques. Une base de données a été consti­
tuée à partir de nombreuses molécules dérivées de la 
phényléthylamine, et d'actions pharmacologiques dif­
férentes. Les paramètres étudiés sont le pKa , le Log P 
(lipophilic), le Log D (lipophilic en fonction du pH), 
l'énergie de la molécule et le poids moléculaire. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
L'association des techniques statistiques (ACP et clus­
terisation) et de l'étude par CoMFA apparaît interes­
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santé pour répondre à l'objectif de classification des 
substances amphétaminiques. L'exemple de l'ACP 
(CoMFA, poids moléculaire et Log P) montre la possi­
bilité de séparation des substances amphétaminiques 
des autres dérivés de la phényléthylamine. L'étude du 
CoMFA par clusterisation améliore cette séparation. 
CONCLUSIONS 
Ce travail permet d'envisager une séparation des déri­
vés de la phényléthylamine en utilisant les techniques 
de la modélisation moléculaire (QSAR 3 D et CoMFA). 
Le développement de toutes les méthodes classiques 
des QSAR doit être réalisé afin de compléter les para­
mètres déjà étudiés. L'augmentation du nombre de sub­
stances de la base de données va permettre une amé­
lioration de la séparation des substances dérivées de la 
phényléthylamine. 

Deux cas de décès impliquant un anti­
arythmique, la propafenone 
J.-P. GOULLÉ ( 1 ) . F. CLAROT 2 ) , C. LACROIX ( 1 ) , R. 
GELIS ( 3 ) , G. GHARIOS ( 2 ) , B. PROUST 2 ' , 

(1) Groupe Hospitalier du Havre, B.R 24, 76083 LE 
HAVRE (France) 
(2) Institut de Médecine Légale, 1 rue de Germont, 
76031 ROUEN (France) 

(3) Médecin Légiste, 4 rue Jonctier, 27930 LE VIEIL 
EVREUX (France) 
OBJECTIF 
L'objectif de ce travail est de présenter deux intoxica­
tions à conséquence mortelle secondaires à une inges­
tion volontaire de propafenone. Cet antiarythmique du 
groupe I est couramment utilisé depuis de nombreuses 
années et paradoxalement les intoxications léthales 
documentées avec des dosages sanguins sont peu nom­
breuses. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Observation 1 : un homme de 46 ans est trouvé mort à 
son domicile. De nombreux médicaments sont présents 
à proximité du corps. Le médecin légiste ne constate 
aucune trace de violence, un prélèvement sanguin est 
réalisé. 
Observation 2 : un homme de 43 ans ayant des anté­
cédents de tentative de suicide est découvert mort dans 
son véhicule après semble-t'il une absorption massive 
de médicaments provenant de son traitement : de la 
propafenone et de la clomipramine sont retrouvés près 
du cadavre. Le médecin légiste conclut à un décès pro­
bable par intoxication médicamenteuse en l'absence 
d'autre cause. Du sang et des urines sont prélevés. 
Méthodes : La recherche d'éthanol et de molécules 
volatiles est effectuée dans le sang total et les urines 
par Chromatographie en phase gazeuse couplée à l'es­
pace de tête. Les dépistages des principaux stupéfiants 

et de quelques médicaments sont réalisés dans le sérum 
et les urines par immunoanalyse. Ces dépistages sont 
complétés par l'analyse du sérum et des urines par 
Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spec­
trométrie de masse (CG/SM) et par Chromatographie 
en phase liquide couplée à la mesure par barrette de 
diodes ( CLHP/BD). Le dosage de la propafenone, de la 
clomipramine et de leur metabolite est effectué par 
CLHP/BD après extraction en phase liquide. 
RÉSULTATS 
Observation 1 : l'expertise toxicologique montre la 
présence d'éthanol dans le sang (2,71 g pour mille) 
ainsi que ¡de propafenone à l'exclusion de toute autre 
substance détectable. Le dosage de propafenone dans 
le sang révèle une concentration de 4180 ng/ml. On 
note l'absence de norpropafénone détectable. 
Observation 2 : les dosages sanguins révèlent outre la 
présence de clomipramine et de desméthylclomiprami-
ne (respectivement 532 et 601 ng/ml), une teneur mas­
sive en propafenone 9423 ng/ml avec une concentra­
tion de 416 ng/ml pour la norpropafénone. 
CONCLUSION 
Depuis 1990, la propafenone est réservée aux troubles 
du rythme menaçant le pronostic vital en raison du 
risque léthal chez les sujets traitésl. L'ingestion d'une 
quantité inférieure à 3 g soit 10 comprimés est suscep­
tible de menacer le pronostic vital, cette molécule doit 
donc être recherchée systématiquement dans toute 
expertise toxicologique. 
RÉFÉRENCES 
1- Fonck K., Haenelebalcke C, Hemeryck A. et al. ECG 
changes and plasma concentrations of propafenone 
and its metabolites in a case of severe poisoning. Clin 
Toxicol 1998 ; 36 : 247-251. 

Lutte antidopage : Pourquoi faut-il 
rechercher les 19 norsteroïdes dans les 
cheveux ? 
V. DUMESTRE-TOULET ( 1 ) . V. CIRIMELE ( 2 ) , P. 
KINTZ ( 2 ), 
(1) Laboratoire BIOFFICE, Artigues près Bordeaux, 
France 
(2) Institut de Médecine Légale, Strasbourg, France 
OBJECTIFS 
Discuter sur le plan médico-légal un résultat urinaire 
positif pour la norandrosterone à partir d'une tech­
nique d'identification et de quantification des 19 nors-
teroides dans les cheveux. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
La technique présentée comporte une extraction en 
phase solide/liquide suivie d'une extraction 
liquide/liquide des cheveux au préalable décontaminés, 
broyés et hydrolyses. Une dérivation est réalisée pour 
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obtenir des composés enol-silylés qui seront analysés 
par GC/MS/MS. La technique est linéaire entre 1 et 
50 pg/mg de cheveux et offre une limite de détection 
comprise entre 0,5 et 1 pg/mg. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Cette technique a permis de documenter plusieurs cas 
de dopage à la nandrolone et de mettre en évidence la 
présence de norandrostenedione à un taux de 7 pg/mg 
dans les cheveux d'un athlète réfutant la prise de nan­
drolone. En 2001, 29 athlètes ont été déclarés positifs 
dans les contrôles anti-dopage. Parmi eux 14, l'étaient 
pour la nandrolone, c 'est à dire pour un taux urinaire 
du metabolite nor andró sterone supérieur à 2 ng/ml. 
Les spécialistes s'accordent à dire aujourd'hui que les 
laboratoires dépistant aisément ce type de dopage, ces 
athlètes se font «épingles» parce qu 'ils prennent des 
suppléments alimentaires contaminés. Ces supplé­
ments, que l'on trouve le plus souvent sur Internet, ne 
sont pas contrôlés par la FDA et seraient actifs parce 
qu'ils contiennent des anabolisants...L'équipe du Prof 
Schänzer à Cologne s'est vu confié par le CIO une mis­
sion d'enquête sur ces produits et révèle 16 cas de 
contamination sur les 100 premiers produits analysés. 
Ces compléments contiendraient parfois de la nandro­
lone ou du stanozolol mais aussi et surtout de la noran-
drostenolone et de la norandrostenedione, en vente 
libre aux USA. D'autres rapports identiques circulent 
dans les milieux autorisés Ces molécules donnent les 
mêmes metabolites urinaires que la nandrolone et donc 
des résultats positifs aux contrôles antidopage. 
CONCLUSIONS 
Bien que la nandrolone et toutes les molécules appa­
rentées soient classées comme produits interdits dans 
la liste du CIO, il convenait de pouvoir distinguer la 
nature de la molécule en cause lors d'un dépistage uri­
naire positif à la nandrolone et éventuellement mettre 
en évidence un dopage «à l'insu de l'athlète» par un 
autre norstéroide. C'est l'objectif de la technique que 
nous avons développée, illustrée par le cas présenté. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Kintz P., Cirimele V, Dumestre-Toulet V, Ludes B., 
Doping control for nandrolone using hair analysis. J 
pharm. Biomed. Anal. 2001 ; 24 :1125-1130 
2- Kintz P., Cirimele V, Ludes B., Discrimination of the 
nature of doping with 19 nor steroids through hair ana­
lysis. Clin. Chem. 2000 ; 46 : 2020-2022 

Prévalence de substances psychoactives 
chez les conducteurs de la région greno­
bloise impliqués dans un accident non 
mortel de la circulation routière ; com­
paraison de données cliniques et biolo­
giques. 

F. VINCENT 0 ' . C.-E. BARJHOUX ( 1 ) , P. SAVIUC ( 1 ), N. 
JOURDIL ( 1 ), H. EYSSERIC ( 1 ) , J. BESSARD ( 1 ) , M. 
MALLAREF", G. BESSARD ( I ) , P. MURA ( 2 ) , 
(1) Fédération de Toxicologie - CHU de Grenoble. 

(2) Laboratoire de Toxicologie - CHU de Poitiers. 
OBJECTIFS 
Le CHU de Grenoble a participé à une étude multicen-
trique française (Projet Hospitalier de Recherche 
Clinique), pilotée par le CHU de Poitiers. Cette étude 
avait pour objectif de déterminer la fréquence de 
l'usage de stupéfiants et de médicaments psychoactifs 
chez des conducteurs impliqués dans un accident cor­
porel non mortel de la circulation routière. En complé­
ment de cette étude nationale, les conducteurs acciden­
tés dans la région grenobloise ont subi un examen cli­
nique dans le but de rechercher une possible altération 
comportementale liée à la prise de substances psy­
choactives (SPA) ; notre second objectif était donc 
d'établir une comparaison clinico-biologique. 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Entre le 1er février 2000 et le 31 août 2001, 160 
conducteurs accidentés, admis aux urgences chirurgi­
cales, ont été appariés par sexe et âge (+/- 3 ans) à des 
témoins admis aux urgences médicales pour une patho­
logie non traumatique. Des prélèvements systéma­
tiques de sang ont été pratiqués chez ces patients pour 
rechercher et doser l'alcool, le cannabis, la morphine 
et ses dérivés, les amphétamines, la cocaïne ainsi que 
les principaux médicaments psychotropes (barbitu­
riques, benzodiazepines (BZD)...). Les méthodes utili­
sées ont été la FPIA, la CPG/SM, la CLHP/BD. Les 
paramètres cliniques de la fiche «E» du décret du 27 
août 2001 ont été retenus pour l'examen des conduc­
teurs. Pour l'exploitation des résultats, les tests du 
Chi2 et de Kruskal-Wallis (StatView® 5.0) ainsi que le 
logiciel Epi-Info® ont été utilisés. 

RÉSULTATS, DISCUSSION et CONCLUSION 
147 dossiers appariés ont été retenus pour la compa­
raison de l'imprégnation par une SPA. L'âge moyen 
est de 36,7 ans et le sexe ratio homme/femme est de 3. 
La présence de SPA (toutes substances confondues) est 
multipliée par 3 chez les conducteurs accidentés par 
rapport aux témoins (tous âges confondus), celle de 
l'alcool seul par 9, celle du cannabis seul par 1,6 et 
celle de l'association alcool-cannabis par 24. Dans les 
deux groupes, aucune présence de cocaïne ou d'am­
phétamine n'a été décelée ; la présence de psycho­
tropes (BZD, barbituriques, autres) n'est pas significa-
tivement plus fréquente chez les accidentés. L'examen 
clinique des conducteurs accidentés semble montrer un 
rôle prépondérant de l'alcool par la plus grande fré­
quence des paramètres cliniques répertoriés (odeur de 
l'haleine, troubles du comportement...). La détection 
des effets du cannabis a probablement manqué de sen­
sibilité du fait : des effets cliniques prononcés de l'im-
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prégnation alcoolique, des concentrations sanguines 
faibles de THC, des caractéristiques de la grille d'éva­
luation clinique utilisée et des conditions difficiles de 
recueil dans un service d'urgences. La responsabilité 
du cannabis ne doit pas pour autant en être négligée. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Pépin G., Mura P., Kintz P. et al. Recherche de stu­
péfiants dans le sang de conducteurs d'automobiles : 
résultats d'une compilation française d'expertises toxi-
cologiques ; Toxicorama 1999 ; 11 (1), 12-16. 
2- Anger J.-R, Deveaux M., Pépin G., Mura P., 
Verstraete A., Kintz P. Forum «stupéfiants et conduite 
automobile» 18 mai 2001, Paris Assemblée Nationale. 

Recherche et dosage de cinq médica­
ments curarisants et d'un produit de 
dégradation dans les milieux biologiques 
H. S AYER. O. QUÍNTELA, J.-M. GAULIER, J.-L. 
Dupuy, P. MARQUET, G. LACHÂTRE, 

Service de Pharmacologie et Toxicologie, 2, avenue 
Martin Luther King - CHU Dupuytren - 87042 
LIMOGES Cédex 
Plusieurs suspicions d'intoxication par des médica­
ments curarisants ont fait l'objet de demandes d'exper­
tises toxicologiques auprès de notre service. Ceci nous 
a conduit à mettre au point une méthode analytique 
permettant de doser en routine les curarisants les plus 
utilisés. Une telle méthode doit permettre de mesurer 
des concentrations relativement faibles compte-tenu de 
la courte demi-vie d'élimination de ces molécules. La 
recherche et le dosage des six molécules curarisantes 
[atracurium, laúdanosme, rocuronium, pancuronium, 
vecuronium, mivacurium] ont été développés par Chro­
matographie liquide en phase inverse couplée à la 
spectrométrie de masse. Cette technique utilise l'ambe-
nonium comme étalon interne. 
Le dosage est réalisé dans 500 pL de milieu biologique 
(sérum, sang total, urines, liquide gastrique), acidifié 
dès réception par 20 pL d'une solution à 0,5 M 
d'H2S04, puis déprotéinisé par 1 mL d'acétonitrile. La 
séparation chromatographique est réalisée sur une 
colonne X-TERRA (Cl8 ; 3,5pm ; 150mm x 1mm), 
avec comme phase mobile un mélange d'acétonitrile et 
de tampon formiate d'ammonium 2 mM ajusté à pH-3 
avec de l'acide formique (90/10 ; v/v). L'ionisation est 
effectuée en mode positif dans une source 
TurboIonSpray (IS = 5800V, OR optimisé pour chaque 
valeur de m/z ; Ring : 275V). Les molécules étudiées 
ont été dans un premier temps identifiées en mode full 
scan, puis dosées en mode SIM (pour un gain de sensi­
bilité) sur un ion de quantification et un ion de confir­
mation par molécule. Les ions sélectionnés sont les sui­
vants : atracurium m/z 464,6 et 358,4 ; laúdanosme 
m/z 206,1 et 358,4 ; rocuronium m/z 529,4 et 358,4 ; 

pancuronium m/z 430,5 et 472,5 ; vecuronium m/z 
557,4 et 398,4 ; mivacurium m/z 446,2 et 402,5 ; ambe-
nonium m/z 125,2 et 411,6. 
Les limites de quantification (LDQ) sont de 2,5 pg/L 
(mivacurium et laúdanosme), 5 pg/L (rocuronium et 
pancuronium) et 10 pg/L (atracurium et vecuronium). 
Le domaine de linéarité est compris entre la LDQ et 
2000 pg/L, avec un coefficient de corrélation supérieur 
à 0,999. Les coefficients de variation inter- et intra-
jours de cette méthode sont inférieurs à 11 % sur toute 
la gamme de linéarité 
Dans un cas d'autolyse par perfusion de produits médi­
camenteux, cette méthode a permis d'identifier et de 
doser de la laúdanosme (produit de dégradation de 
Vatracurium ou du cisatracurium) et du rocuronium 
dans le sang total, aux concentrations respectives de 
8,86 mg/L et 1,53 mg/L ainsi que du rocuronium dans 
l'urine à la concentration de 2,18 mg/l. Par ailleurs, de 
la paroxetine, de l'alfentanyl, de la phénopéridine et du 
dextromoramide étaient retrouvés à concentrations éle­
vées dans le sang. 
La technique analytique présentée permet de doser de 
manière fiable six curarisants à des concentrations 
bien inférieures aux seuils de toxicité. L'application en 
routine est facilitée par la préparation rapide et simple 
de l'échantillon à analyser. 

Cannabis et accident de la circulation - A 
propos d'un cas extrême 
M.-F. KERGUERIS ( 1 ) . C. MONTEIL-GANIÈRE ( l ) , C. 
LACROIX ( 2 ) , L. THOMAS ( , ) , M. BOURIN ( 1 ) , 
(1) Lab. Pharmacologie-Toxicologie, CHU, NANTES, 
Plateau Technique, Hôtel-Dieu,44093 NANTES Cedex 
1, FRANCE. Fax : 33 2 40 08 39 96 ; e-mail : marie-
france.kergueris@chu-nantes.fr 

(2) Lab.Pharmacologie-Toxicologie, CH, LE HAVRE 
OBJECTIFS 
Dans le cadre de la réglementation française relative au 
dépistage systématique des stupéfiants dans les acci­
dents directement mortels de la circulation routière, 
nous relatons le cas d'un conducteur (responsable d'un 
accident) chez qui nous avons mesuré des concentra­
tions sanguines importantes de cannabis. Les résultats 
sont commentés au vu des données de la littérature. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Un «jeune conducteur» étudiant de 19 ans, provoque 
un accident lors d'un dépassement hasardeux. Il meurt 
sur le coup, les deux passagers succombent également 
dans les heures qui suivent. Des prélèvements sanguins 
ont été réalisés sur le conducteur afin de rechercher 
l'alcool, les stupéfiants et les médicaments psycho­
tropes. Les stupéfiants sont dosés en CG/SM, le même 
prélèvement a été analysé, pour contrôle, dans un 

139 



Annales de Toxicologie Analytique, vol. XIV, n° 2, 2002 

deuxième laboratoire utilisant également la CG/SM. Le 
«Screening» médicamenteux a été réalisé conjointe­
ment en CLHP/BD et CG/SM. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Le dosage des stupéfiants a révélé la présence de delta-
9-tetrahydrocannabinol (THC), de 11-hydroxy-delta-9-
tétrahydrocannabinol (11-OH-THC) et de ll-nor-9-
carboxy-delta-9-tetrahydrocannabinol (THC-COOH) 
en quantités importantes soit : THC = 300 ng/ml ; 
11-OH-THC = 40 ng/ml ; THC-COOH = 223 ng/ml. 
L'alcoolémie, mesurée dans un laboratoire proche du 
lieu de l'accident, était à zéro. Le «Screening» n 'a pas 
révélé la présence de médicaments. Une surévaluation 
du THC due aux conditions de prélèvement ou d'ana­
lyse paraît peu probable en raison de la mesure 
conjointe de valeurs élevées de metabolites. La quanti­
té très importante de THC laisse supposer une prise 
récente de cannabis. Différentes études (1) ont montré 
un allongement de la demi-vie apparente et une accu­
mulation possible des cannabinoïdes chez des usagés 
«intensifs», mais à ce jour nous n'avons pas trouvé 
dans la littérature de concentrations aussi élevées. 
Sommes nous en présence d'un record chez un 
conducteur? 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- E. Johansson, S. Agurell, L.E. Hollister, M.M. 
Halldin. Prolonged apparent half-life of Dl-tetrahy­
drocannabinol in plasma of chronic marijuana users. J. 
Pharm. Pharmacol. 1988 ; 40 : 374-375. 

A propos de trois cas d'intoxication à 
l'Atarax : interférence de l'hydroxyzine 
et de son principal metabolite, la cétirizi-
ne, avec l'immunodosage de la carbama-
zépine par la technique Petinia (Dade 
Behring) 
F. PARANT. M. MOULSMA, M.-C. GAGNIEU, G. 
LARDET, 

Laboratoire de Biochimie - Pharmacotoxicologie et 
Traces. Hôpital Edouard Herriot. Lyon. 5, place 
d'Arsonval, 69437 Cedex 03 LYON - Tél.: 04-72-11-
06-47/48, fparant@wanadoo.fr 
INTRODUCTION 
L'hydroxyzine (Atarax®), dérivée de la pipérazine, aux 
propriétés anxiolytiques sédatives et antihistaminiques 
Hl, est rapidement métabolisée principalement en céti-
rizine (Zyrtec®-Virlix®) antihistaminique Hl non 
sédative. Nous rapportons plusieurs cas d'intoxica­
tions avec pour conséquence inattendue une interféren­
ce avec le dosage de la carbamazépine par la tech­
nique Petinia. 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Nous avons suivi trois intoxications volontaires chez un 
même patient de 32 ans, marginal, connu des urgences 
pour de multiples tentatives de suicide à l'Atarax® (1). 
Les concentrations d'hydroxyzine et de cétirizine ont 
été dosées par Hplc-Masse. Le dosage de carbamazé­
pine a été réalisé par trois techniques différentes 
(Petinia, Emit 2000 et Hplc-Dad) chez ce patient épi-
leptique traité par Tegretol 400 LP®. L'interférence a 
été également étudiée aux concentrations thérapeu­
tiques d'hydroxyzine (patiente de 87 ans traitée par 
Atarax® sirop 20 à 60 mg/j) (2) et chez un volontaire 
sain prélevé à T2h (Cmax) après Vabsorption de 2 cp 
de Zyrtec® (3). Une étude de charges en hydroxyzine et 
cétirizine a complété le travail. 

RÉSULTATS 
Intoxication à l'Atarax® : (taux toxiques > 0,10 mg/L). 
Traitement à l'Atarax® : (taux thérapeutiques : 0,05 à 
0,09 mg/L). Prise unique de 2 cp de Zyrtec® : 
Concentration de cétirizine à T2h : 0,47 mg/L. 
Concentration apparente de carbamazépine : 0,6 
mg/L (Petinia) / <0,5 mg/L (Emit). Charges : 5mg/L 
d'hydroxyzine et de cétirizine croisent respectivement à 
77% et 120% (réactifs Petinia). Absence de croisement 
avec les réactifs Emit. 

Carbamazépine i admission N°l Admission N°2 Admission N°3 
Méthode PETINIA 

Méthode EMIT 

Méthode HPLC 

28,5 mg/L" 
2,0 mg/L 
1,7 mg/L 

40,6 mg/L" 
< 0,5 mg/L 
0,1 mg/L 

21,6 mg/L" 
2,6 mg/L 
2,4 mg/L 

Hydroxyzine 
Cétirizine 

0,38 mg/L 
4,9 mg/L 

0,55 mg/L 
5,1 mg/L 

0,19 mg/L 
0,91 mg/L 

Carbamazépine Hydroxyzine Cétirizine 
Méthode PETINIA 2,8 mg/L" 

Méthode EMIT < 0,5 mg/L 

0,03 mg/L 0,45 mg/L 

CONCLUSION 
Un surdosage en Atarax® est responsabh ? d'une inter-

férence avec le dosage de la carbamazépine par la 
technique Petinia. Cette interférence, absente avec les 
réactifs Emit, reste présente aux concentrations théra­
peutiques. Qu'elle est la part des metabolites autres 
que la cétirizine dans cette interférence ? 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Johnson G.R. A fatal case involving hydroxyzine. J 
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2- Simons K.J. et al. The pharmacokinetic and phar­
macodynamic studies of the HI-receptor antogonist 
hydroxyzine in the elderly. Clin Pharmacol 
Ther.1989.45,9-14. 
3- Lefebvre R.A. et al. Single dose pharmacokinetics of 
cétirizine in young and elderly volunteers. Int J Clin 
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Investigation of the Potential of LC-
MS/MS for the Identification and 
Quantification of Toxicologically 
Relevant Substances in a Variety of 
Biological Matrices. 
P. JACKSON ( 1 ) . M. MORRIS ( 2 ) , G. DE BOECKE, N. 
SAMYN ( 3 ) , M. WOOD ( 2 ) , 

(1) Micromass, Almere, Netherlands. 
(2) Clinical Applications Group, Micromass UK Ltd., 
Manchester, UK. 

(2) National Institute of Criminalistics and 
Criminology (NICC), Brussels, Belgium. 
Recent advances in mass spectrometer design have led 
to the production of compact bench-top instruments 
that can easily be interfaced with liquid chromatogra­
phy (LC) systems. Of late, considerable interest has 
been expressed in LC-MS by scientists, working within 
the fields of clinical and forensic toxicology, who wish 
to investigate the potential of this technique for their 
own particular applications. For these people the daily 
challenge is to identify and quantify a wide range of 
analytes in a variety of complex biological matrices. 
The coupling of LC with tandem mass spectrometers 
(MS/MS) in particular, means that we can take advan­
tage of the high specificity of MS detection without the 
need to derivatise samples and often with much redu­
ced sample preparation and analysis times. 
Here we present the utility of LC-MS/MS for a variety 
of toxicólogical applications, including (but not limited 
to) the analysis of amphetamines and psychotherapeu­
tic drugs. We describe a method for the simultaneous 
analysis of several amphetamines. The procedure com­
prises simple protein precipitation followed by LC-
MS/MS and demonstrates excellent agreement with the 
current GC method for all of the amphetamines inves­
tigated (r2 = 0.92-0.98). We present the sensitivity, pre­
cision and validation of this method and it's applica­
tion to samples collected from amphetamine users, as 
part of a study to assess the use of oral fluid as a more 
convenient, less-invasive alternative to plasma. 

In addition, we describe a LC-MS/MS method for the 
simultaneous quantification of psychotherapeutic drugs 
in plasma and whole blood. This method has a total 
analysis time (including sample preparation) of less 
than 20 minutes and enables the quantification of 10 
commonly prescribed psychotherapeutics including ; 
tricyclic antidepressants (e.g. amitriptyline, clomipra­
mine), selective serotonin re-uptake inhibitors (e.g. 
Citalopram) and antipsychotics (e.g. risperidone, halo-
peridol) in a single analysis. Linear responses were 
obtained (r2- > 0.99) for all of the drugs, over the 
range investigated (0.1-500 pg/L). Limits of detection 
of 1 pg/L (or better) were obtained when using only 50 
pL of plasma. We present the application of this 

method to samples collected from patients currently 
receiving psychotherapeutic medication. 
The simplicity and versatility of LC-MS/MS for several 
other toxicologically relevant substances is also pre­
sented. 

Intérêt de l'analyse par CPG-SM des 
cheveux de nouveau-nés exposés aux 
drogues in utero dans la prévision d'un 
syndrome d'abstinence 
E. VINNER ( 1 ). J. VIGNAU ( 2 ), D. THIBAULT™, X. 
CODACCIONI ( 3 ), C. BRASSART ( 1 ), L. HUMBERT 1 ' , 
M. LHERMITTE ( I ) , 
(1) Unité fonctionnelle de Toxicologie, Laboratoire de 
Biochimie et de Biologie Moléculaire - Hôpital 
Calmette, CHR&U de Lille. 
(2) Centre d'information et de traitement des dépen­
dances - Lille. 
(3) Pôle maternité, Hôpital J de Flandre, CHR&U de 
Lille. 
OBJECTIF 
L'intérêt croissant de l'analyse toxicologique des che­
veux comme marqueur d'un usage ou d'une exposition 
des individus à des xénobiotiques, tels que des sub­
stances illicites ou des médicaments a été rendu pos­
sible par l'expansion de la spectrométrie de masse dont 
la sensibilité de détection n 'est plus à démontrer. Les 
nouveau-nés exposés aux drogues durant leur vie fœta­
le peuvent souffrir d'un syndrome d'abstinence (SAN) 
plus ou moins sévère un à plusieurs jours après la nais­
sance, nécessitant la mise en place d'un traitement 
par morphine. Le diagnostic d'un SAN peut ne pas être 
évoqué rapidement en raison des symptômes atypiques 
présentés par le nouveau-né : cris, agitation, 
coliques..., notamment lorsque l'historique de la 
conduite addictive de la mère n'est pas révélé. Pour 
tenter d'estimer et de mesurer les facteurs toxicolo-
giques permettant de prévoir l'apparition et la sévérité 
du SAN d'enfants nés de mères à conduites addictives 
et pour confirmer le diagnostic clinique, un protocole 
approuvé par le comité d'éthique a été mis en place 
entre le 01/06/99 et le 31/12/01. 

POPULATION, MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Sur la base d'une participation et après consentement 
éclairé, toutes les parturientes à conduites addictives 
suivies en consultations prénatales ont été incluses, et 
également des mères ayant accouché sans consulta­
tions préalables mais ayant une consommation avérée 
ou découverte de substances illicites. Etaient exclues 
du protocole les parturientes à consommation isolée de 
substances psychoactives et/ou d'alcool. Les urines des 
nouveau-nés ont été recueillies en 4 fractions sur le 
nycthémère, les meconiums dans les 48 H suivant la 
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naissance et les cheveux selon la procédure préconisée 
par la SHT. Des résultats préliminaires concernant la 
détection par méthodes immunologiques et la quantifi­
cation par CPG-SM des opiacés, des cannabinoïdes, 
des dérivés de la cocaïne et de la méthadone dans les 3 
matrices sont décrits pour 17 couples mère/enfant. 
RÉSULTATS ET CONCLUSION 
Un profil d'exposition aux opiacés avec ou sans molé­
cule substitutive ou autres substances associées a pu 
être défini et relié aux données cliniques concernant le 
SAN. Il semble se dégager le fait qu'un SAN apparaît 
plus fréquemment après une exposition in utero à une 
association opiacés/molécule de substitution (8 sur 10 
SAN de l'étude). La participation d'autres substances 
comme les benzodiazepines et la cocaïne est également 
à prendre en compte. La substitution par méthadone ou 
buprénorphine de femmes enceintes à conduites addic­
tives reste cependant le traitement de choix au regard 
des risques encourus par le fœtus et le nouveau-né en 
l'absence d'une telle thérapeutique. L'analyse des che­
veux par CG-SM associée à l'analyse des autres 
matrices pourrait permettre de prévoir l'apparition 
d'un SAN et renseigner ou confirmer le clinicien dans 
son diagnostic. 

Mise en évidence de l'éthyl glucuronide 
(EtG) par GC/MS-NCI dans les cheveux. 
Intérêt de l'EtG par rapport aux mar­
queurs sanguins de l'alcoolisme chro­
nique 
M. YEGLES, A. LABARTHE, R. WENNING. 

Laboratoire National de Santé, Toxicologie, CRP-
Santé, Centre Universitaire, 162a, av. de la Faïencerie, 
L-1511 LUXEMBOURG - Tél. : 352-466644-472 -
Fax : 352-221331 - E-mail: wennig@cu.lu 
OBJECTIFS 
L'éthyl glucuronide (EtG) est un metabolite mineur 
non-volatile de l'éthanol. L'EtG est encore décelable 
dans les prélèvements biologiques à un moment où 
l'éthanol non conjugué n'est plus décelable. Divers tra­
vaux par d'autres auteurs ont permis de détecter l'EtG 
dans les cheveux par des méthodes ayant des limites de 
détection (LOD) insuffisantes pour nos besoins. Ainsi 
pour avoir à notre disposition une méthode permettant 
de déceler de l'EtG dans les cheveux de consommateurs 
occasionnels d'alcool, nous avons mis au point une 
méthode par Chromatographie gazeuse couplée à la 
spectrométrie de masse en mode d'ionisation chimique 
négative (GC/MS-NCI) ayant une limite de détection 
plus adéquate. Afin d'évaluer l'alcoolisme chronique 
chez un certain nombre de sujets des paramètres san­
guins tels que la y-glutamyl transferase (y-GT) et la 
transferrine déficiente en hydrates de carbone (CDT) 
ont également été déterminés. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Une quarantaine d'échantillons de cheveux ont été 
analysés provenant soit de personnes décédées, soit de 
volontaires consommateurs occasionnels de boissons 
alcoolisées (ad 20g d'EtOH pur par jour). Pour l'ana­
lyse de l'EtG les cheveux ont été incubés dans une solu­
tion de MeOH-H20 (1:1) pendant la nuit. Après centri-
fugation, le surnageant est évaporé à sec sous azote et 
le résidu est dérivatisé à l'aide d'anhydride pentafluo-
ropropionique avant analyse par GC/MS-NCI. Le d5-
EtG est utilisé comme étalon interne et les fragments 
m/z 496 et 342 sont tracés pour l'EtG. Le rendement 
d'extraction est de 60 % et la limite de détection est de 
30 pg/mg cheveux. 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Nos résultats ont montré qu'aucun EtG n'a pu être 
décelé dans les cheveux de buveurs occasionnels. Chez 
les 10 personnes autopsiées les concentrations de 
l'EtG étaient situées entre 60 et 5800 pg/mg de cheveux 
alors que les valeurs de CDT variaient de 2,8 à 51 % 
et celles y-GT de 19 à 186 UI/L. Par ailleurs, une étude 
de décoloration par peroxydation des cheveux a mon­
tré une diminution de la concentration capillaire de 
l'EtG de 78%. 
CONCLUSIONS 
La GC/MS-NCI a permis d'améliorer sensiblement la 
LOD. Les résultats de la mesure de l'EtG dans les che­
veux peuvent apporter des informations tout à fait per­
tinentes et complémentaires aux marqueurs sanguins 
de l'alcoolisme chronique. 

Apport de la CLHP/DAD/ESI/MS en 
toxicologie hospitalière. 
L. HUMBERT 0 . P. DUCQ ( 2 \ C. QUEINNEC ( 3 ) , N. 
HOUDRET", M. LHERMITTE 0 ' , 
(1) Laboratoire de Biochimie & Biologie Moléculaire, 
Hôpital Calmette, 59037 Lille Cedex. 
(2) Service de Réanimation, Centre Hospitalier 
Général, 62200 Boulogne-Sur-Mer. 

(3) Laboratoire central, Centre Hospitalier Général, 
62200 Boulogne-Sur-Mer 
OBJECTIFS 
La recherche de xénobiotiques dans les liquides biolo­
giques de patients est parfois difficile, surtout quand il 
n'y a aucune suspicion de prise de produits ou lorsqu'il 
y a polyintoxication. Ces dernières années une nouvel­
le technique analytique est devenue accessible aux 
laboratoires : la Chromatographie en phase liquide 
couplée à un spectromètre de masse et à un détecteur à 
barrette de diodes. Nous l'illustrerons ici avec deux cas 
de tentative d'autolyse par absorption massive de 
médicaments. 
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MATERIEL ET MÉTHODE 
Les liquides biologiques sont extraits à deux pH (4,5 -
9,0) par un mélange de solvants organiques (dichloro-
méthane, éther, hexane, (30 : 50 : 20, V/V) contenant 
0,5 % d'alcool isoamylique). L'extrait sec obtenu est 
repris par la phase mobile (tampon formiate d'ammo­
nium 0,005M pH3,0 - acétonitrile) et injecté dans un 
système de Chromatographie en phase liquide couplé à 
une détection par barrette de diode (acquisition de 210 
- 400 nm), suivi d'une interface ES/M S. La détection 
MS est réalisée en mode full scan de 100 à 650 m/z sur 
7 canaux différents d'acquisition (1 ES- et 6 ES+) suite 
à la variation des tensions appliquées sur le cône. 
L'identification des molécules a été faite par compa­
raison avec une librairie initialement développée au 
laboratoire. 
CAS CLINIQUE 
- Une femme de 65 ans dépressive est admise dans le 
service des Urgences après une tentative d'autolyse, 
inconsciente et présentant des troubles cardiovascu-
laires. 
- Un homme dépressif de 44 ans est pris en charge à 
son domicile par le SMUR après une nouvelle tentati­
ve d'autolyse (la 5ème), il est admis dans le service de 
réanimation. Il présente une bradycardie, une hypoten­
sion, une hypothermie avec vasoconstriction aux extré­
mités. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
L'analyse des profils chromatographiques montre la 
présence 
- Pour le premier patient, dans le sérum de l'admission : 
trimétazidine, paracetamol, cafeine, quinidine, Zolpi­
dem, méprobamate, miansérine, acéprométazine, 
hydroxyzine et propoxyphene. 
- Pour le second patient : Sotalol, hydroxyzine, alpra­
zolam, tétrazepam. La concentration de ces substances 
a pu être déterminée et suivi sur une période de 21H30 
après validation des méthodes de dosage. Les concen­
trations trouvées à l'entrée étaient de Sotalol : 4041 
ng/mL, d'hydroxyzine : 162 ng/mL, alprazolam : 353 
ng/mL et tétrazepam : 147 ng/mL. 
CONCLUSIONS 
Cette technique est très rapide, elle offre grâce à ce 
couplage la possibilité de rechercher les molécules en 
librairie, d'identifier des substances n'absorbant pas 
dans l'ultraviolet. La combinaison de la détection en 
spectrométrie de masse ES en modes négatif et positif 
la rend plus performante et permet de détecter un plus 
grand nombre de substances organiques éluées d'une 
colonne. Il est également possible, par l'adjonction 
d'un standard interne et après validation de la quanti­
fication de déterminer la concentration des molécules 
dans les liquides biologiques. 

Dosage du sélénium plasmatique par 
ICP-MS 
L. LABAT. B. DEHON, C. DHORNE, A.-S. 
DESAINT-MAHIEU, M. LHERMITTE, 
Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire, 
CHRU Lille - Hôpital Calmette - Avenue du Pr Leclerc 
- 59037 LILLE cedex - France - Tel : 03 20 44 49 51 
e-mail : mlhermitte@chru-lille.fr 
OBJECTIFS 
Les effets toxiques du sélénium étaient connus bien 
avant que son rôle nutritionnel comme élément trace 
essentiel ne soit découvert. Ceux-là restent cependant 
rares alors que des concentrations inférieures à 
30 pg/L sont très souvent associées à des symptômes 
cliniques sévères de déficience en sélénium (1). La 
technique la plus couramment utilisée pour le dosage 
du sélénium plasmatique reste la spectrophotométrie 
d'absorption atomique (2). Nous présentons ici une 
nouvelle procédure de préparation d'échantillons plas-
matiques pour un dosage par la technique de la torche 
à plasma couplée à une détection en spectrométrie de 
masse (ICP-MS). Nous appliquons cette technique à 
une série de prélèvements de patients hospitalisés en 
gastro-entérologie au CHRU de Lille. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Le dosage du sélénium plasmatique 82Se est réalisé en 
ICP-MS (Agilent 7500a) après une simple dilution au 
1/lOème de chaque échantillon avec une solution 
d'acide nitrique à 1 % contenant du butanol (0,8 %) et 
du triton (0,1 %). Le volume d'échantillon nécessaire 
est au minimum de 0,3 mL. Le dosage est réalisé en 
mode «quantitatif». 23 prélèvements plasmatiques et 3 
contrôles (UTAK et Séronorm) ont été analysés par 
ICP-MS et par spectrométrie d'absorption atomique, 
technique habituellement utilisée au laboratoire. Les 
résultats ont ensuite été comparés. 
RÉSULTATS 
La linéarité de la méthode a été vérifiée pour des 
concentrations variant de 1 /jg/L à 40 pg/L, correspon­
dant à des concentrations de 10 à 400 pg/L avant dilu­
tion. La limite de détection est de 0,5 pg/L. La quanti­
fication du sélénium dans le plasma a été vérifiée par 
la méthode des ajouts dosés. La répétabilité et la repro-
ductibilité de la méthode sont bonnes avec des coeffi­
cients de variation inférieurs à 3,2 %. Les concentra­
tions plasmatiques des 23 prélèvements étudiés varient 
de 34,7 à 146,3 pg/L et nous décrivons une bonne cor­
relation^ avec les résultats obtenus en spectrométrie 
d'absorption atomique (r2 = 0,96). 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
L'ICP-MS couplée à cette procédure simple et rapide 
de préparation de l'échantillon semble adaptée à une 
utilisation en routine pour le dosage du sélénium pour 
des concentrations plasmatiques variant de 10 à 400 
pg/L. C'est une méthode précise et qui apparaît plus 
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sensible que celles classiquement utilisées pour ce 
dosage. Des problèmes d'interférences ont été décrits 
limitant le dosage direct du 82Se dans les différentes 
matrices biologiques (2). Nous proposons une simple 
dilution en présence de butanol, indispensable pour 
limiter les effets d'amplification d'ionisation due à la 
présence du carbone dans le plasma. Cette méthode est 
également tout à fait utilisable avec des dilutions 
d'échantillons plus importantes, dans le cas d'intoxi­
cations mettant en jeu des concentrations plus élevées. 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- P. Chappuis. Les oligo-éléments en médecine et 
Biochimie. Edition Médicale Internationale (1991). 
2- WT Buckley, JJ Budac, DV Godfrey. Determination 
of selenium by ICP-MS utilizing a new hybride genera­
tion sample introduction system. Anal. Chem. (1992) 
64, 724. 

Dosage de l'embutramide : à propos 
d'un cas de suicide par administration 
intraveineuse de T-61 
E. ABE ( I ) , B. MATHIEU ( , ) , M. DURIGONP, P. DE 
M A Z A N C O U R T 0 , C. ADVENIER ( 1 ) , J.-C. ALVA­
REZ™. 
(1) Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, 

(2) Service Médecine Légale, Laboratoire de 
Toxicologie, CHU R. Poincaré, 104, Bvd R. Poincaré -
92380 GARCHES 
OBJECTIFS 
Le Tanax ou T-61 est un soluté euthanasique très utili­
sé en médecine vétérinaire. L'embutramide est un des 
trois principes actifs du T-61. Lors d'intoxications 
accidentelles ou de suicide par le T-61, le dosage de 
l'embutramide permet de confirmer l'hypothèse de l'in­
toxication. Une seule technique en CLHP a été décri­
te1. Cette technique nécessite 1 ml d'échantillon. Par 
ailleurs, peu de concentrations sanguines létales chez 
l'homme sont publiées dans la littérature. L'objectif de 
ce travail est de développer une technique rapide de 
dosage de l'embutramide par CLHP/BD utilisant un 
volume d'échantillon de 100 pl. Cette technique a été 
appliquée à un cas d'intoxication mortelle après admi­
nistration par voie intraveineuse de T-61. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
100 pl de sang ou de solution sont extraits par le 
dichlorométhane (lml) en milieu alcalin (NaOH 1M) 
après ajout de 0,2 pg de prazépam (El). Après agita­
tion et centrifugation, la phase organique est récupé­
rée, évaporée et le résidu repris par 100 pl d'un mélan­
ge tampon phosphate 25 mM et acétonitrile (70/30, 
V/V). 10 pl sont injectés dans le système chromatogra­
phique constitué d'une pompe quaternaire 
(ThermoFinnigan), d'un injecteur automatique AS 

3000, d'une colonne HyPurity Cl8 ThermoHypersil 
(250 x 4,6 mm) et d'une pré-colonne Cl 8 
ThermoHypersil (4 x 4,4 mm) maintenues à 35° C et 
d'un détecteur à barrette de diodes UV 6000. La phase 
mobile est un mélange de tampon phosphate 25 mM pH 
3,8/'acétonitrile avec un gradient de 30-80 % en 
18 min. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Les Tr de l'embutramide et du prazépam sont respecti­
vement de 10,5 et 17 min. La méthode apparaît fiable, 
sensible et spécifique. Les limites de détection et de 
quantification sont respectivement de 0,2 et 0,5 mg/l 
avec un volume injecté de 10 pl. La calibration est 
linéaire de 0,5 à 50 mg/l. La variabilité intra- et inter­
analyses est toujours inférieure à 10 %. Cas clinique : 
un vétérinaire est retrouvé mort, une perfusion posé à 
son bras. Le flacon de T-61 fixé à la perfusion est qua­
siment vide. Le reste de la solution injectée est analysé 
et montre une concentration de 200 g/l, ce qui corres­
pond à la concentration des flacons de T-61. Il y a donc 
eu administration de 20 g d'embutramide, soit 
250 mg/kg. La concentration retrouvée dans le sang 
total est de 90 mg/l. Un cas préalable suite à une inges­
tion par voie orale de 2 flacons de 50 ml de T-61 avait 
montré des taux sanguins d'embutramide de 31 mg/l2. 
A notre connaissance, notre cas est le premier cas d'in­
toxication mortelle chez l'homme après administration 
intraveineuse d'une quantité connue d'embutramide. 
Cette étude permet d'évaluer le volume de distribution 
de l'embutramide chez l'homme à environ 2,7 l/kg. 

CONCLUSIONS 
La technique présentée est très rapide et sensible. Elle 
nécessite un échantillon réduit. Cette technique appli­
quée au premier cas d'intoxication mortelle par voie 
intraveineuse nous a permis d'évaluer le volume de 
distribution de l'embutramide chez l'homme à 2,7 l/kg. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Giorgi M., Bertini S., Soldani G., Giusiani M. 
Comparison of HPLC and GC-MS methods for deter­
mination of embutramide (a component of Tanax or T-
61®) in biological specimens. J. Anal. Toxicol. 2001, 
25, 323-327. 
2- Smith R.-A., Lewis D. Suicide by ingestion ofT61. 
Vet.Hum.Toxicol 1989, 30 (4), 319-320. 

Mise au point du dosage plasmatique et 
urinaire de l'apomorphine et de ses 
metabolites par GC-MS 
D. RICHARD™. F. LIBERT 0 , C. CORPELET 0 , F. 
DURIP'>, O. RASCOL ( 2 ) , J.C. ZIJLMANS<3 ), J.-J. 
PÉRÉ ( 4 ), C. DUBRAY ( 1 ) , A. ESCHALIER ( 1 ) , F. 
COUDORÉ 0 , 
(1) Laboratoire de Pharmacologie Clinique et 
Toxicologie, CHU G. Montpied, 28, place H. Dunant -
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BP69 - 63003 CLERMONT-FERRAND cedexl -
France - Tel : 33 4 73 751 822 - Fax : 33 4 73 751 823 
drichard@chu-clermontferrand.fr 

(2) Neurologie, CHU Purpan, Toulouse, 
(3) Royal King Hospital, Londres, 
(4) Novartis France, Rueil-Malmaison. 
OBJECTIFS 
L'apomorphine (APOKINON®) (APO) est un agoniste 
dopaminergique mixte D1+D2, couramment utilisé 
dans le traitement de la maladie de Parkinson compli­
quée de fluctuations motrices. Son emploi est limité par 
une courte durée d'action liée à un important effet de 
premier passage hépatique avec formation de d'apoco-
déine (APC), de norapomorphine (NPO) et de dérivés 
glucurono-conjugués. L'étude des modifications ciné­
tiques provoquées par l'administration d'inhibiteur 
enzymatique de la catéchol-0-méthyl transferase 
(ICOMT), enzyme clé du métabolisme de la dopamine, 
nous a conduit à développer une méthode de dosage 
plasmatique et urinaire de l'APO et de ses metabolites. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
L'extraction liquide-liquide (éther, acétate d'éthyl) est 
suivie d'une analyse chromatographique en CPG-MS 
(Hewlett Packard® HP 6890 et HP 5973 MS) sur une 
colonne HP-5-MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm) après 
dérivatisation des extraits par le Sylon,. Les urines sont 
préalablement hydrolysées par action enzymatique 
(Helix Pomatia, 5h à 55° C). Chaque analyse est précé­
dée de l'extraction d'une gamme réalisée avec un éta­
lon interne (propylnorapomorphine) dans un témoin 
surchargé de concentrations variables des différents 
analytes. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Les temps de rétention de l'APO, APC et NPO sont res­
pectivement de 8,5, 9,05 et 9,20 min (El : 9,90 min) et 
les ions de quantification (qualification) sont 410 (322), 
352 (264), 396 (308) et 438 (410). Les limites de détec­
tion sont 0,1 ng/ml et 0,5 ng/ml pour l'APO et les deux 
metabolites respectivement. Pour ces molécules, les 
reproductibilités inter- et intra-journalières (CV), res­
pectivement aux concentrations de 1 et 2,5 ng/ml, sont 
2,8 et 5,4 %, 6,4 et 7,0 %. Les courbes de calibration 
(0-100 ng/ml) sont linéaires et reproductibles (pente : 
0,2355 ±5,5.10-5 ; ordonnée à l'origine : -15,5.10-5 
±87.10-5 ; r : 0,9994 ±0,0013). Les pourcentages d'ex­
traction sont de 19,8 ±6,3 % et 44,2 ±14,7 % respecti­
vement pour l'APO et l'APC (5 ng/ml). Dans les urines, 
les reproductibilités (CV), sont, aux concentrations de 
5, 25 et 100 ng/ml, respectivement de 4,2, 2,1 et 0,5 %, 
7,0, 13,2 et 2,4 %, 17,7, 5,0 et 2,0 % pour l'APO, l'APC 
et la NPO. 

Cette technique spécifique et sensible a été appliquée à 
l'étude cinétique d'une première série de patients par-
kinsoniens (n = 10) traités par une injection s.c. d'APO 
à dose efficace sur les signes de moteurs puis par une 

administrationp.o. (200 ou 400 mg) d'un ICOMT, l'en-
tacapone. A ces doses, les Cmax sériques d'APO sont 
de 31,3 ±9,8 et 54,0 ±29,0 ng/ml. Aucun metabolite 
n'a été détecté dans le sérum. Aux doses respectives de 
200 et 400 mg d'entacapone, les quantités urinaires 
d'APO, d'APC et de NPO sont de 1099,6 ±553,0 et 
667,3 ±375,0 ng/ml, 369,2 ±652,0 ng/ml et 260,1 
±560,lng/ml, 384,4 ±464,0 ng/ml et 191,1 ±251,2 
ng/ml. 
Ces résultats préliminaires montrent une baisse dose-
dépendante des quantités éliminées de metabolites et 
suggèrent un effet de l'antagoniste de la COMT sur la 
cinétique et le métabolisme de l'APO. Ils doivent être 
confirmés par l'analyse des autres séries de patients. 

Dosage de la buprénorphine et de la nor-
buprénorphine dans le sang total et 
l'urine : Résultats de la première éva­
luation externe de la qualité 
L. HUMBERT 0 . M. DEVEAUX (2>, M. LHERMIT­
TE^, 
(1) Laboratoire de Biochimie & Biologie Moléculaire, 
Hôpital Calmette, 59037 LILLE Cedex 
(2) Institut de Médecine Légale, Place Théo Varlet, 
59000 LILLE 
OBJECTIFS 
Le traitement substitutif des pharmacodépendances 
majeures aux opiacés par la buprénorphine haut dosa­
ge (Subutex®) connaît depuis 1995 un succès croissant 
(80000 patients en 2002). De nombreux laboratoires 
réalisent sa recherche et son dosage dans les liquides 
biologiques. La commission assurance de qualité de la 
SFTA a proposé fin 2001 le premier contrôle externe de 
qualité. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Ce contrôle comprenait deux échantillons lyophilisés, 
d'origine humaine, supplémenté en buprénorphine et 
norbuprénorphine (sang total et urine). Ce contrôle a 
été fourni à tous les laboratoires inscrits (n = 30). Les 
concentrations en buprénorphine et norbuprénorphine 
ont été collectées en même temps que le mode opéra­
toire mis en œuvre. Les calculs statistiques (moyenne, 
écart-type et Z-score) ont été effectués et les labora­
toires dont le Z-Score était > 3 pour chaque dosage 
étaient écartés du calcul de la moyenne. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Sur les 30 laboratoires inscrits à cette évaluation, 22 
laboratoires ont rendu leurs résultats. Les méthodes 
séparatives se répartissent à part égale entre la Chro­
matographie liquide et la Chromatographie phase 
gazeuse. 90 % des laboratoires utilisent la détection 
par spectrométrie de masse. Neuf laboratoires sur 10 
réalisant le dosage par CG/SM procèdent à une silyla-
tion avant chromatographic Tous les laboratoires qui 
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réalisent ce dosage avec une détection par spectromé­
trie de masse utilisent le ou les homologues deutérés 
des molécules (15 utilisent les deux homologues, 3 la 
Buprenorphine D4). 

Sanq total (nq/roU Urines (no/mU 
Buprenorphine Noffcuprénorpfcirta Buprenorphine Noriboprénorphine 

Nbre de 
vateurs 18 15 20 16 

Labo avec un Z 
S e e « <3 

15 13 18 11 

'r fii'i A m«- - * • « ' ï ' . ' - ' î 

. . . . . . . . . - -< 1 /' &L * : 
May. tronquée 4.4 9.9 30 45.1 

Ecart type 1.1 4.3 5.3 7 4 

Pour chaque analyte et dans chaque milieu la moyenne 
obtenue par CLHP/SM est inférieure à celle obtenue 
par CG/SM mais avec un écart type plus restreint. 
CONCLUSIONS 
Ce premier contrôle externe de qualité du dosage de la 
buprénorphine et de la norbuprénorphine dans le sang 
total et l'urine donne des résultats globalement excel­
lents. 

Utilisation de supports d'extraction 
adaptés à l'injection directe de fluides 
biologiques en Chromatographie liquide 
S. RUDAZ 

Laboratoire de chimie analytique pharmaceutique, 
Université de Genève - Tél. + 41 22 702 64 77 
Dans de nombreux domaines, il est désormais néces­
saire d'avoir à disposition des méthodes analytiques 
rapides et robustes. Compte tenu du nombre croissant 
d'échantillons à analyser, de nouvelles procédures 
analytiques « à haut débit » doivent être développées, 
particulièrement pour la détermination de substances 
pharmaceutiques dans les milieux biologiques lors 
d'essais pharmacologiques, toxicólogiques et cli­
niques. 
Afin de répondre à cette demande croissante, une opti­
misation de la préparation d'échantillon est requise. 
En effet, cette dernière reste bien souvent l'étape limi­
tante pour des analyses rapides et génériques de 
matrices complexes. L'apparition de nouveaux types de 
support d'extraction en phase solide (RAM, support à 
larges particules, etc.), permettant l'injection directe 
de fluides biologiques représente une approche attrac­
tive dans la perspective d'analyses entièrement auto­
matisées. L'émergence conjointe de la spectrométrie de 
masse (MS) a considérablement contribué à leur utili­
sation dans des systèmes à commutation de colonnes 
ou en mode direct. En effet, grâce à la haute sensibili­
té et sélectivité de la Chromatographie liquide couplée 
à la MS, une préparation d'échantillon hautement 
sélective n 'est plus absolument nécessaire et le proces­
sus analytique peut être grandement accéléré. Ainsi, 
différents exemples d'analyse directe de substances 
médicamenteuses et de leurs metabolites dans des 
matrices complexes (sérum, plasma) seront présentés. 

Analyse stereoselective de la méthadone 
par injection directe de plasma en LC-
MS 
S. SOUVERAIN. S. RUDAZ, J.-L. VEUTHEY, 
Laboratoire de Chimie Analytique Pharmaceutique, 
Université de Genève - Tél. + 41 22 702 64 77 
OBJECTIFS 
La méthadone (MTD) est un Opioide de synthèse large­
ment utilisé dans le traitement de substitution à l'hé­
roïne et comme analgésique puissant. La méthadone 
présente un atome asymétrique et existe donc sous la 
forme de deux énantiomères. L'activité pharmacolo-
gique est essentiellement contenue dans l'isomère lévo-
gyre (R-méthadone). Pour des raisons économiques, le 
racémate est administré dans la plupart des pays euro­
péens. Malgré des dosages constants, les concentra­
tions plasmatiques de ce composé présentent des varia­
tions inter-individuelles importantes. De plus, il a été 
démontré qu'un métabolisme stéréosélectif de la MTD 
conduisait à des rapports énantiomériques très 
variables et donc une réponse au traitement différente. 
Ainsi, des dosages stéréosélectifs de la MTD sont 
nécessaires afin que le clinicien puisse ajuster les doses 
administrées en fonction des concentrations de l'énan-
tiomère actif. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Un système à commutation de colonnes comprenant 
une extraction des échantillons couplée en ligne à un 
système Chromatographie liquide chirale (de type cel­
lulose) - spectrometry de masse (LC-MS) a été déve­
loppée. Le temps consacré au processus d'extraction, 
basé sur Vutilisation d'un support à larges particules à 
haut débit de phase mobile, est considérablement 
réduit. En effet, l'analyse stereoselective de la MTD à 
partir de 50 pL de plasma est obtenue en moins de 16 
min (préparation de l'échantillon comprise). 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
La méthode développée se révèle être un outil analy­
tique performant pour l'analyse rapide des énantio­
mères de la MTD dans des échantillons plasmatiques. 
La linéarité de la méthode est évaluée et jugée satisfai­
sante pour une gamme de concentration de 10 à 
1000 ng.mL' pour chaque énantiomère. Avec une 
détection par spectrométrie de masse utilisant une ioni­
sation par electrospray, des limites de quantification de 
5 ng.mL' sont atteintes. En outre, la méthode est appli­
quée avec succès à l'analyse d'échantillons plasma­
tiques de patients sous traitement de MTD. 
CONCLUSIONS 
L'utilisation de l'extraction en ligne basée sur un sup­
port à larges particules couplée à la Chromatographie 
liquide chirale est adaptée à l'analyse stereoselective 
rapide de la MTD dans des échantillons biologiques. 
L'injection directe et répétée de plasma sur un tel sup­
port d'extraction associée à un système analytique 
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représente une approche attractive en toxicologie où la 
perspective d'analyses entièrement automatisées est 
recherchée. 

L'après ROSITA : les futurs développe­
ments en Europe 
A. VERSTRAETE. 

Laboratoire de Biologie Clinique, Hôpital 
Universitaire De Pintelaan, 185, B-9000 GENT -
Belgique - alain.verstraete@rug.ac.be 
Le projet Rosita, financé en partie par l'Union 
Européenne, avait pour but de déterminer s'il existe 
des tests fiables de détection de drogues pouvant être 
utilisés au bord de la route. 
L'étude a démontré l'utilité pour la police des tests 
rapides, la relative fiabilité des tests urinaires, les 
attentes des forces de police en matière de tests sali-
vaires et les performances jusqu 'à présent insuffisantes 
des tests existants de détection de drogues dans la sali­
ve et la sueur. 
L'étude a eu un grand impact, aussi bien en Europe 
qu'aux Etats-Unis. Les résultats ont été présentés à dif­
férents congrès et ont fait l'objet de différentes publi­
cations. L'étude a souvent été mentionnée dans la pres­
se, même dans la presse alternative pro-usage de 
drogues. Le site web www.rosita.org est fréquemment 
consulté et les rapports ont été téléchargés par plus de 
500 personnes. Les résultats ont été évalués lors d'une 
réunion organisée à Bruxelles en novembre 2001. 

Après la fin de l'étude, des tests rapides ont continué a 
être utilisés en Belgique et en Allemagne. En Finlande, 
des organisations caritatives ont fait don d'instruments 
de lecture Rapiscan à la police, qui les utilise, malgré 
leurs limitations. En Norvège, la police a cessé d'utili­
ser les tests rapides et continue à se baser sur les 
signes cliniques. En Espagne, l'étude a sensibilisé le 
public et le monde politique et a contribué à un début 
de changement de législation. En Allemagne, les 
contrôles autour des dancings pendant les week-ends 
et la publicité autour de ces actions, ont probablement 
contribué à la diminution très significative (-68 %, 
comparé à -3 % dans toute l'Allemagne), du nombre 
de tués chez les jeunes âgés de 18 à 24 ans. Le nombre 
de blessés a également diminué de plus de 30 %. 

Différents nouveaux projets sont en préparation. Un 
livre qui contient tous les rapports a été publié. Une 
demande d'organisation d'Euroconférence a été intro­
duite et si elle est acceptée, 2 conférences seront orga­
nisées en 2002 et 2003 et des moyens seront dispo­
nibles pour couvrir tous les frais de participation de 25 
jeunes scientifiques de l'Union Européenne et des pays 
associés. Des préparations sont en cours pour un pro­
jet Rosita 2, qui évaluera les tests salivaires dans 4 
pays européens et quatre grandes villes américaines. 

Chez les partenaires industriels, Rosita a stimulé la 
recherche d'améliorations des tests existants (Cozart 
Rapiscan et Drugwipe) et le développement de nou­
veaux prototypes chez Drager/Orasure, Lifepoint et 
Ansys. Certains sont déjà en évaluation. Les premiers 
résultats du Dräger DrugTest montre une bonne spéci­
ficité, mais une sensibilité parfois insuffisante. 
En conclusion, l'étude Rosita a eu un impact important 
dans de nombreux pays et l'approche multidisciplinai-
re a stimulé les nouveaux développements en matière 
de recherche de drogues chez les conducteurs de véhi­
cules, surtout les tests salivaires. 

Méthode GC-MS/MS de détection de 22 
benzodiazepines dans les milieux biolo­
giques 
S. PIRNAY ( I ). I. RICORDEL ( 1 ), D. LIBONG ( 2 ) , S. BOU­
C H O N N E E , 
(1) Laboratoire de Toxicologie de la Préfecture de 
Police, 2 place Mazas - 75012 PARIS - France. 
(2) Département de Chimie des Mécanismes 
Réactionnels, École Polytechnique, Route de Saclay -
91128 PALAISEAU Cedex - France. 
OBJECTIFS 
Les benzodiazepines, objets d'une prescription et d'une 
automédication abusive ainsi que de mésusages, sont 
fréquemment impliquées lors de poly intoxications. On 
les retrouve souvent à des taux très variables dans les 
milieux biologiques analysés en toxicologie médico-
légale ou hospitalière. L'objectif de ce travail est la 
mise au point d'un protocole sélectif et sensible de 
détection de 22 benzodiazepines par GC-MS/MS en 1 
seule injection, applicable en routine. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Les benzodiazepines sont obtenues auprès des labora­
toires pharmaceutiques qui les distribuent. La dériva­
tion des composés est réalisée par du BSTFA-TMCS 
(90/10) fourni par Merck®. L'appareil d'analyse est un 
GC-MS Varian® «Saturn 2000» associant un chroma­
tographe 3800 à un spectromètre de masse de type 
trappe ionique. Parmi les 22 benzodiazepines, 10 
d'entre elles présentant un atome d'hydrogène échan­
geable, sont triméthysilylées. La méthode s'applique à 
l'ensemble des molécules dérivées ou non, et alterne 
les modes d'ionisation impact électronique (El) et ioni­
sation chimique (CI). Les segments d'acquisition sont 
optimisés notamment par le choix des tensions de col­
lision en mode MS/MS et en mode MRM («multiple 
reaction monitoring») selon chaque benzodiazepine. 
La préparation de l'échantillon comporte une étape 
d'extraction liquide-liquide par toxi-tubes A (Toxi-Lab 
Ansys®). Les seuils de détection et de quantification 
sont établis pour chaque benzodiazepine et le meilleur 
mode d'ionisation est retenu. 
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RÉSULTATS ET DISCUSSION 
La technique de dérivation permet selon les molécules 
concernées du marché français, de réduire leur dégra­
dation et les seuils de détection d'un facteur 10 à 100. 
Le mode d'ionisation fournissant la meilleure sensibi­
lité dépend de la molécule considérée. Flunitrazepam, 
clonazepam, prazépam, lormétazépam et flurazépam 
sont ionisés en mode CI, les autres le sont en mode El. 
La méthode alterne dans ces deux modes des segments 
de MRM pour bromazépam, tétrazepam, diazepam, 
clonazepam, nitrazepam, chlordiazépoxide, témazé-
pam, midazolam, clonazepam et prazépam et de 
MS/MS pour les autres molécules. La méthode est 
appliquée aux sangs et urines après extraction. La 
méthode est validée sur des milieux sanguins et uri­
naires surchargés en benzodiazepine. Les seuils de 
quantification sont de 10 pg/pl (médazépam, nordazé-
pam, oxazepam, diazepam) de 500 pg/pl (bromazépam, 
tétrazepam, midazolam), de 1000 pg/pl (estazolam, 
alprazolam, triazolam) et de 100 pg/pl pour toutes les 
autres benzodiazepines. 
CONCLUSIONS 
La méthode de détection mise au point pour 22 benzo­
diazepines en 1 injection est effectuée en 37 minutes. 
19 des 22 médicaments présentent des seuils de détec­
tion permettant leur identification à des concentrations 
très infra thérapeutiques. Les seuils les moins favo­
rables concernent 3 triazolo benzodiazepines (estazo­
lam, alprazolam et triazolam). La méthode est appli­
quée en routine sur sangs et urines dans le cadre médi­
co-légal. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Pirnay S. et al. Journal of Chromatography A. 
Accepté le 20 février 2002. Sous presse. 
2- Moller HJ. et al. Journal of Clinical 
Psychopharmacology. 1999, 19 : 2S-11S. 
3- Joyce J. R. et al. Biomedical Mass Spectrometry. 
1984, 11, 284-89. 

Caractérisation du furosémide dans les 
cheveux par LC-MS/MS 
V. CIRIMELE ( I ) . P. PALLOCFF, M. PELZING ( 2 ) , Y. 
HEBERT ( 2 ) , A.-L. PÉLISSIER-ALICOT ( 3>, B. 
LUDES ( , ) , P. KINTZ ( , ) , 

(1) Institut de Médecine Légale, 11, rue Humann, F-
67085 STRASBOURG - France - E-mail : vincent.ciri-
mele @ medecine.u-strasbg.fr 

(2) Bruker Daltonique, Leipzig Allemagne et 
Wissenbourg France, 

(3) Service de Médecine Légale, Marseille France 
OBJECTIFS 
Développer une procédure de dosage du furosémide 
dans les cheveux afin de compléter le panel de détec­

tion des agents dopants dans cette matrice. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Après obtention de leur consentement, une mèche de 
cheveux a été prélevée chez 20 patients (16 hommes et 
4 femmes âgées de 29 à 91 ans) traités par Lasilix® 
aux posologies de 20 à 250 mg/jour sur une période de 
10 jours à 10 ans. 
Les cheveux, coupés en segments courts (< 1mm), ont 
été incubés une nuit à 45° C dans lmL de mêthanol/HCl 
(99 :1, v/v). Après incubation, le solvant a été centrifu­
gé et évaporé. Les analyses ont été réalisées par LC-
MS/MS (Esquire 3000, Bruker Daltonique) après sépa­
ration chromatographique des constituants de l'extrait 
par un gradient d'acétonitrile (30 à 50 % en 10 min) sur 
une colonne Cl8 (15 x 1 mm, d.i.). Lors de la détermi­
nation par MS/MS, l'ion pseudomoleculaire du furosé­
mide (m/z 329) a été isolé et fragmenté pour générer les 
fragments fils (m/z 285 et 287). 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
L'étape unique de solubilisation-purification par le 
mélange méthanol/HCl (99 :1, v/v) s'est avérée être 
l'approche la plus satisfaisante. Les autres méthodes 
testées faisaient appel à une incubation des cheveux 
dans des conditions acides (HCl 0.1 N, 16h à 56° C), 
alcalines (NaOH JM, 10 min à 95° C) ou tamponnées 
(pH 5.5 or 7.6) suivie d'une étape de purification par 
extraction liquide-liquide (acétate d'éthyle ou éther 
diéthylique à pH 1,0 ou 5,5) ou solide-liquide (Isolute® 
Cl8 ou Bond Elut Certify®). Le procédé analytique a 
été validé en terme de linéarité, rendement d'extrac­
tion, répétabilité et limite de détection. 
Les résultats préliminaires obtenus à partir d'échan­
tillons de cheveux prélevés chez des patients traités par 
Lasilix® annoncent déjà des concentrations de furosé­
mide de l'ordre du pg/mg. 
CONCLUSIONS 
Les diurétiques sont incorporés dans les cheveux et 
peuvent être isolés par un procédé simple et rapide. 
Néanmoins, leur détection n'a pu être réalisée qu'à 
l'aide d'un appareillage spécifique et sensible comme 
la LC-MS/MS, confirmant ainsi que l'analyse des sub­
stances de la performance (anabolisants, corticoïdes et 
maintenant diurétiques) dans les cheveux est particu­
lièrement difficile du fait des très faibles concentrations 
à mesurer. 

Recherche de cardiotropes en urgence ? 
B. DELHOTAL LANDES ( 1 ) . B. MEG ARB ANE ( 2 ) , A. 
VIEILLARD-BARON^, 
(1) Laboratoire de toxicologie et Pharmacocinétique, 
Hôpital Ambroise Paré, 9, avenue Charles de Gaulle, 
92104 BOULOGNE Cedex - France - E-mail : brigit-
te.delhotal-landes@apr.ap-hop-paris.fr 

(2) Réanimation médicale et toxicologique Hôpital 
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Lariboisière, PARIS 

(3) Réanimation Médicale, Hôpital Ambroise Paré -
92104 BOULOGNE 
Les intoxications par cardiotropes, bien que représen­
tant 2 % à 4 % des intoxications médicamenteuses, 
sont potentiellement graves. Les chances de succès 
d'une réanimation spécifique reste essentiellement 
liées à la précocité de sa mise en œuvre (1). Dans ce 
contexte, la confirmation de la prise d'un cardiotrope 
en urgence est donc nécessaire. Les cardiotropes ont 
des structures chimiques très hétérogènes. En dehors 
des cardiotropes recherchés par méthode immunolo-
gique (cardiotoniques, cocaïne, antidépresseurs tricy­
cliques...) ou dosés par méthode CPG (chloroquine, 
méprobamate...) l'apparition dans les laboratoires de 
toxicologie d'urgence du système H PLC avec DAD 
avec ou sans extraction on line leur a permis d'effec­
tuer un screening plus large. Cependant, classique­
ment, ces systèmes ont des limites car ils ne permettent 
de mettre en évidence que des molécules neutres ou 
basiques et la limite de détection pour certaines molé­
cules est trop élevée pour les mettre en évidence alors 
qu'elles sont déjà présentes à des concentrations 
toxiques (exemple : nicardipine, nifedipine).(2) 
Le laboratoire de toxicologie de l'hôpital Ambroise 
Paré, SAU dans le 92, effectue en urgence à l'aide du 
REMEDÍ la recherche et l'estimation quantitative de 
cardiotropes pour plusieurs hôpitaux de Paris et de sa 
région. Une étude retrospective sur environ 1 an, 
montre que 134 demandes de recherches de cardio­
tropes (excluant antidépresseurs tricycliques, cocaïne, 
carbamates, chloroquine) nous sont parvenues de 26 
services de réanimation. Soixante six de ces recherches 
étaient libellées «recherche de ß-bloquants», et 3 
«recherches d'inhibiteurs caldques». Sur ces 134 pré­
lèvements, on a retrouvé dans 53 cas des b-bloquants, 
dans 7 cas des inhibiteurs caldques, dans 21 cas des 
antiarythmiques, dans 16 cas des phénothiazines, dans 
18 cas des IRSS, 1 alphabloquant, dans 2 cas du dex-
tropropoxyphène, dans 10 cas des antipsychotiques 
(sulpiride, hydroxyzine, tiapride, risperidone, amisul-
pride). Pour 22 prélèvements aucune molécule cardio­
trope n'a pu être identifiée et 26 des intoxications cor­
respondaient à des associations de cardiotropes. Une 
première approche des résultats nous conduit à penser 
que des troubles cardiaques sévères peuvent apparaître 
pour des concentrations inférieures à celles publiées 
dans les différentes guidelines dans le cas d'intoxica­
tions poly médicamenteuses.(3) 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Batasi G., Massetti M. et al. Severe intoxication with 
cardiotoxic drugs : value of emergency percutaneous 
cardiocirculatory assistance. Arch Mal Cœur Vaiss 
2001 ; 94(12) : 1386-92. 
2- Manchon M., Mialon A. et al. Intérêt de l'automate 
de Chromatographie Remedí pour le diagnostic analy­

tique des intoxications médicamenteuses. Ann Biol Clin 
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Cannabis et conduite automobile : une 
valeur sanguine limite est-elle nécessaire ? 
P. MURA. Y. PAPET , N. BARITAULT, 

Laboratoire de Biochimie et Toxicologie, Centre 
Hospitalier Universitaire de Poitiers - BP 577 86021 
POITIERS Cedex - Tel : 05 49 44 39 23 - Fax : 05 49 
44 38 34 - E-mail : p.mura@chu-poitiers.fr 
Dans de nombreux pays, il est désormais admis qu 'un 
usage récent de cannabis représente un facteur de 
risque non négligeable d'insécurité routière, et une 
étude multicentrique récente vient de confirmer ce fait 
(1). Dans ces mêmes pays, des législations ont donc été 
mises en place, visant à sanctionner les conducteurs 
sous influence de cannabis. Pour mettre en évidence 
cette influence sur les conducteurs, certaines nations 
ont opté pour les tests comportementaux (lois « impair­
ment») tandis que d'autres ont choisi une approche 
analytique (lois «per se»). Réalisée par Chromatogra­
phie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-
MS), l'analyse sanguine permet d'identifier et de doser 
les cannabinoïdes présents. A l'instar de l'alcool, est-
il possible de déterminer une valeur sanguine en THC 
en dessous de laquelle aucune modification comporte­
mentale des conducteurs ne pourrait être observée ? 
Une telle valeur limite serait d'un intérêt certain dans 
les pays où l'usage du cannabis est toléré voire légal. 
La réponse à cette question est apportée par les élé­
ments suivants : 
Contrairement à l'alcool, il n'y a pas un seul principe 
actif mais deux : le delta-9 tetrahydrocannabinol 
(THC) et le 11-hydroxy delta-9 tetrahydrocannabinol 
(11-OH THC), dont les proportions respectives sont 
fonctions du mode de consommation. 
Après inhalation, les concentrations sanguines aug­
mentent très rapidement pour atteindre plusieurs 
dizaines de ng/ml, le pic plasmatique étant observé 8 à 
10 minutes après le début de la consommation. Le THC 
étant un composé très lipophile, il quitte très rapide­
ment le sang pour se distribuer dans les tissus lipi­
diques de l'organisme, dont le cerveau. Pendant cette 
phase cinétique, l'évolution des concentrations san­
guines est inversement proportionnelle à celle des 
effets chez le consommateur, qui atteignent leur apogée 
au moment où les concentrations sanguines sont deve­
nues très basses. 
Le dosage du cannabis dans le sang par GC-MS est un 
dosage difficile, dont les résultats subissent des varia­
tions inter-laboratoires non négligeables comme le 
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révèlent les observations de la commission «assurance 
qualité» de la Société Française de Toxicologie 
Analytique (SFTA). C 'est la raison pour laquelle il est 
conseillé de fixer un seuil analytique (en France, le 
seuil recommandé par la SFTA est de 0,2 ng/ml). 
En raison de tous ces éléments, il paraît illusoire de 
vouloir déterminer un seuil sanguin de dangerosité au 
volant. Compte tenu du fait que la durée des effets est 
sensiblement identique à la période pendant laquelle 
les principes actifs sont détectables dans le sang, la 
seule présence de THC et/ou de 11-OH THC dans le 
sang permet d'estimer que le sujet était sous influence 
au moment du prélèvement. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
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Moulsma M., Kintz P. Prévalence de l'usage récent de 
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Toxicologie prédictive 
D. HOCHSTRASSER. M. FATHI, 

Laboratoire Central de Chimie Clinique, Hôpitaux 
Universitaires de Genève - CH-1211 GENÈVE 14 - E-
mail : Denis.Hochstrasser@dim.hcuge.ch 
Un grand nombre de maladies nécessite un traitement 
médicamenteux dont les effets secondaires ne sont pas 
négligeables. Classiquement, les patients reçoivent 
leur traitement, puis une série de mesures analytiques 
permettent de vérifier si les doses sont adaptées et / ou 
si des signes de toxicité apparaissent. Or les dévelop­
pements récents en génomiques, transcriptomiques et 
protéomiques offrent de nouvelles possibilités. En 
autres, il devient possible d'effectuer de la toxicologie 
prédictive, c'est-à-dire, d'étudier les processus 
toxiques au niveau de l'expression des gènes à large 
échelle (1). Une connaissance « méchanistique » de 
l'effet toxique des médicaments sur le réseau épigéné-
tique peut être obtenue en utilisant les outils bio-infor­
matiques appropriés. Il est très probable que ces outils 
de recherche puissent être appliqués en clinique de rou­
tine dans un avenir proche. Ainsi, le traitement médi­
camenteux des patients pourra être adapté prospective-
ment en tenant compte de leur prédisposition génétique 
et de l'environnement. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Curr Opin Drug Discov Devel 2002 Jan ; 5(1 ) : 90-7 

Expertises et média : la vérité n'appar­
tient pas qu'aux journalistes 
P. KINTZ. 

Institut de Médecine Légale, 11, rue Humann - F-
67000 STRASBOURG - France - e-mail : 

pascal.kintz@wanadoo.fr 
Les missions confiées à un technicien par un juge de 
l'ordre judiciaire sont soumises à des règles strictes 
visées par les articles 232 à 2384-1 du N.C.P.C. et 156 
à 169-1 et R 106 à 122 du CRP 
L'expert, comme tout professionnel, est soumis au 
secret ainsi qu 'à une obligation particulière de discré­
tion. La publicité directe est interdite, que ce soit par 
courrier de type publipostage ou sur Internet. 
C'est dans le contexte un peu particulier des affaires 
grand public, soumis à la pression des journalistes, que 
l'expert peut voir ses travaux ou ses propos interprêtés, 
transformés voire même complètement modifiés (en 
version people, trash ou sensationnelle). Face aux 
besoins de savoir (du public) qui conditionne celui de 
vendre (des groupes de presse), vérité unique et liberté 
(ou droit) d'expression vont s'opposer à la nécessaire 
sérénité de l'expert. 
Il n'empêche que cette presse peut être également utile 
à l'expert pour asseoir sa notoriété ou favoriser sa pro­
motion. La SFTA s'est faite connaître par sa profonde 
opposition au rapport Roques sur la dangerosité des 
drogues ou son intransigeance face à la dépénalisa-
tion-décriminalisation du cannabis. Depuis le procès 
Festina, plus personne dans la rue n'ignore la place 
des cheveux dans la lutte contre le dopage et le refus du 
CIO et de certains dirigeants de considérer cette matri­
ce comme utile. Dans le même domaine, l'analyse des 
cheveux de Napoléon par l'Institut de Médecine Légale 
de Strasbourg et sa très large couverture médiatique a 
contribué à la reconnaissance de ses collaborateurs. 
A l'opposé, les incertitudes de la science et en particu­
lier de la toxicologie ont porté tort à notre discipline. 
Les contestations dans l'affaire de la Josacine empoi­
sonnée ou dans les résultats de l'expertise du chauffeur 
de Diana ont marqué les esprits, chacun dans le public 
se substituant alors à l'expert. 
Enfin, quand les journalistes mènent l'enquête ou 
refont les investigations, les débordements fallacieux 
sont parfois inévitables. Les morts de la grotte de 
Montérolier sont certainement dus à un complot 
d'État ! 
Informer le public, lui donner envie de lire ce journal 
plutôt qu'un autre, interpréter un fait avec une dimen­
sion politique, ou faire parler de soi et assurer la pro­
motion de son laboratoire, publier le cas dans un jour­
nal scientifique avant le jugement (qui peut être retar­
dé, surtout s'il y a Appel en Assises), voilà le délicat 
mixage entre expertise et média, illustré par quelques 
affaires exceptionnelles au gré de coupures de jour­
naux... 

GC-MS of low-dosed drugs in clinical 
toxicology: possibilities and limitations 
H.-H. MAURER. T. KRAEMER, C. KRATZSCH, 
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L.-D. PAUL, F.-T. PETERS, D. SPRINGER, R.-F. 
STAACK, A.-A. WEBER, 
Department of Experimental and Clinical Toxicology, 
Institute of Experimental and Clinical Pharmacology 
and Toxicology, University of Saarland, D-66421 
Homburg (Saar) - Phone : +49-6841-16-26050 - Fax : 
+49-6841-16-26051 - e-mail: hans.maurer@uniklinik-
saarland.de 
In clinical and forensic toxicology, doping control and 
therapeutic drug monitoring, specific and sensitive 
detection or precise quantification of xenobiotics in 
biosamples are great challenges [1]. Today, mass spec­
trometry coupled with GC [2-6] or LC [7-10] are the 
most powerful techniques in analytical toxicology. 
Classical electron ionization (EI) GC-MS is the most 
widely used technique providing high sensitivity, speci­
ficity, universality and separation power. It is still the 
method of choice for comprehensive screening proce­
dures, the so-called systematic toxicological analysis 
(STA) procedures [2,3,5,11]. It allows identification of 
unknowns by comparison of their unequivocal full 
mass spectra with large collections of reference mass 
spectra containing more than 6500 toxico logically 
relevant compounds [12] or more than 200 000 chemi­
cals [13,14]. It is also widely used for quantification of 
drugs in blood and alternative matrices using the more 
sensitive and accurate single-ion monitoring mode 
[15,16]. 

Negative ion chemical ionization (NICI) can improve 
the sensitivity several thousand fold compared with EI 
for the determination of compounds with electronegati­
ve moieties like halogen atoms in the xenobiotic itself 
like in benzodiazepines or in chlorinated pesticides, or 
after corresponding derivatization like for ampheta­
mines, cannabinoids or opioids. This is of great impor­
tance especially in analysis of blood plasma and alter­
native matrices [6,9,17]. Until a few years ago, only 
rather expensive apparatus provided the NICI option, 
but today also benchtop apparatus can be used for 
NICI. 

The pros and cons of EI versus NICI GC-MS and of 
both versus LC-MS will be discussed for analysis of 
low-dosed drugs in biosamples. 
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Evaluation of Difficult Mass Spectra 
applied to ISO/EN 17025 
B. AEBI. W. BERNHARD, 
Forensic Chemistry and Toxicology Division, Institute 
of Legal Medicine, University of Berne, Institut für 
Rechtsmedizin, Buehlstrasse 20, CH-3012 Bern - Tel. 
0041 031 631 84 11 - Fax 0041 031 631 85 80 - Mail : 
beat.aebi @ irm.unibe.ch 

AIM 
To present an overview of unusual toxicological cases 
solved with GC-MS. Demonstration of advanced sear­
ch possibilities and their impact on the evaluation of 
difficult mass spectra. Strategies and important factors 
as well as some aspects of analytical method validation 
in accordance to ISO/EN 17025 will be presented. 
MATERIAL AND METHOD 
Thirty cases of difficult toxicological GC-MS analyses, 
most from other forensic laboratories, were evaluated 
using the GC-MS software package "MassLib" 
( www.masslib. com ) . 
RESULTS AND DISCUSSION 
Most of the above mentioned cases could be complete­
ly solved. The description of the non-routine work of 
evaluating difficult mass spectra is not obvious but 
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nevertheless possible. The validation of such processes 
(analytical methods using general unknown scree­
nings) in accordance to ISO/EN 17025 is quite different 
from the validation of qualitative and quantitative rou­
tine methods. 
CONCLUSIONS 
The most important factors for successful interpreta­
tion of difficult mass spectra were : Possibilities to 
search for similar mass spectra and structures as well 
as extensive and up-to-date spectral libraries. To des­
cribe and validate GC-MS screenings for unknown 
compounds, new approaches must me chosen. 
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LC-MS : une technique utile pour le 
dépistage des drogues et médicaments en 
toxicologie clinique ? 
P. MAROUET. 

Service de Pharmacologie et Toxicologie, CHU 
Dupuytren, LIMOGES - France 
Différentes techniques basées sur le couplage LC-MS 
ont été utilisées pour développer une méthode de 
recherche générale d'inconnus (ou screening) en toxi­
cologie. La plupart utilisaient des sources de type élec­
trospray avec différentes approches instrumentales : 
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS), MS/MS 
avec acquisition en mode adaptatif (data dependent 
acquisition) et spectrométrie de masse simple avec 
fragmentation par collision induite dans la source 
(FCIS). La stratégie MS/MS n 'est par réellement com­
patible avec une procédure de recherche d'inconnus 
dans la mesure où elle nécessite de sélectionner un 
nombre limité d'ions parents dans une première étape, 
avant de les fragmenter. La DDA est un mode auto­
adaptatif dans lequel la détection des substances 
éluées est effectuée en simple MS, puis les ions d'in­
tensité supérieure à un seuil instantanément fragmen­
tés et leurs fragments analysés ; des études prélimi­
naires ont montré leur potentiel pour le screening toxi­
cologique, mais il sera nécessaire d'améliorer la détec­

tion des signaux dans le bruit de fond. C'est également 
le cas pour les techniques en simple MS avec FCIS. De 
telles méthodes ont été proposées par plusieurs équipes 
qui ont démontré leur répétabilité et leur reproductibi-
lité, du moins pour un même type d'instrument et mis 
au point des bibliothèques de spectres plus ou moins 
larges, le plus souvent en mode d'ionisation positive. 
Des procédures de préparation d'échantillon optimi­
sées sont nécessaires pour extraire, en plus des sub­
stances apolaires, les produits polaires voire même 
hydrophiles non détectables par GC-MS et supposés 
l'être par LC-ES-MS. De telles procédures non spéci­
fiques s'accompagnent généralement d'un fort bruit de 
fond chimique. Les conditions chromatographiques 
conditionnent également l'efficacité de telles méthodes, 
du fait de ce bruit de fond chimique et de la vaste de 
gamme de polarité des produits à séparer ; elles doi­
vent donc être sélectionnées avec précaution. 
La comparaison d'une méthode optimisée de screening 
toxicologique par LC-ES-MS avec la GC-MS et 
l'HPLC-BD pour l'analyse d'une cinquantaine 
d'échantillons de sérum de patients pour lesquels une 
recherche large de toxique était demandée, a montré 
que la LC-ES-MS était efficace (détection de 73 % des 
produits présents) et complémentaire des deux autres 
techniques (10 % des produits détectés uniquement par 
LC-ES-MS). 

Ethnotoxicologie de Payahuasca 
L. RIVIER. 
Scientific Consulting, Place de l'Europe 7 - CH-1003 
LAUSANNE - Suisse - info@rivier-consulting.com 
Une décoction hallucinogène, appelé Yage ou Yaje, en 
Colombie, Caapi au Brésil et Ayahuasca en Equateur 
et au Pérou, est régulièrement utilisée par de nom­
breuses tribus indigènes depuis des siècles. Elle est 
confectionnée principalement à partir du tronc d'une 
plante grimpante Banisteriopsis Caapi. Les sections de 
cette liane sont bouillies avec les parties aériennes 
d'autres plantes (telles que mais pas limitées à 
Psychotria viridis ou Diplopterys cabrerana). Cette 
boisson très amère contient des alcaloïdes hallucino­
gènes puissants de type béta-carboline tels que l'har-
mine, l'harmaline, et surtout la d-tetrahydroharmine, 
accompagnés le plus souvent par la N,N-dimethyltryp-
tamine (DMT). L'absorption de 2 à 3 dL de cette pré­
paration provoque après 20 à 30 min environ l'appari­
tion de visions colorées comparables à celles obtenues 
avec la mescaline, la psilocybine ou le LSD. Le temps 
d'action de la drogue qui peut durer de 2 à 6 heures, 
dépend de la nature du mélange des béta-carbolines et 
de l'action synergique qui se développe entre la DMT 
et ces dernières. 
De telles préparations hallucinogènes - beaucoup 
d'entre elles ayant en plus une action émétique, purga-
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tive ou cathartique et facilitant l'induction de rêves -
sont utilisées traditionnellement pour accéder à des 
états de conscience que les indigènes croient favo­
rables pour effectuer un voyage dans le monde des 
esprits. Les médecins-sorciers ou shaman en sont les 
spécialistes après un apprentissage long et difficile. 
Découvertes au début du 2Çfme siècle, des manifesta­
tions similaires à la consommation de l'Ayahuasca sont 
encore observables dans d'autres parties du monde. 
L'usage du peyote (Lophophora williamsii) chez cer­
taines tribus du Nord-Ouest du Mexique et l'emploi 
traditionnel de la racine d'iboga (Tabernanthe iboga) 
dans le centre de l'Afrique de l'Ouest en sont les 
exemples les plus typiques. Echappant à la tradition 
indigène, des «églises» - basées sur la consommation 
rituelle d'Ayahuasca sont nées au Brésil à partir de 
1930 avec l'afflux de colons dans le bassin de 
l'Amazone. En dépit de différences, toutes ces pra­
tiques partagent des ressemblances qui dérivent de la 
nature integrative de l'action de VAyahuasca elle-
même. 

Les alcaloïdes de VAyahuasca sont généralement 
considérés comme des stupéfiants selon la loi. Suivant 
les pays, les plantes et la préparation elle-même ne le 
sont pas systématiquement. Comme l'usage de 
VAyahuasca s'étend rapidement en dehors du Brésil, 
cette nouvelle «consommation sauvage» représente des 
risques liés de la prohibition. Ces dernières années des 
«églises» en Europe et aux Etats-Unis ont subi plu­
sieurs saisies et arrestations. Beaucoup de cas sont en 
suspens devant les tribunaux, pourtant une décision le 
21 mai 2001 de la cour hollandaise a acquitté les 
adeptes d'une de ces églises en invoquant le droit 
constitutionnel à la liberté de religion. 
Certains pseudo-scientifiques se sont emparés de la 
question pour y apporter une «diversification légale» 
par la sélection de plantes plus facilement accessibles. 
Certaines échoppes appartenant à la culture alternati­
ve proposent généralement par Internet, soit la drogue 
elle-même, soit les ingrédients de base pour confec­
tionner soi-même le breuvage. Diverses recettes sont 
proposées. Une adresse de forum réunit les internautes 
qui peuvent confronter leur expériences. Actuellement, 
on constate une tendance à utiliser tout et n'importe 
quelle plante psychotrope, peu importe sa toxicité de 
base. Un projet de traitement de toxicomanes péruviens 
se propose d'utiliser comme traitement curatifnon seu­
lement VAyahuasca, mais aussi toute une panoplie de 
plantes réputées "dépuratives" dont certaines sont 
reconnues comme hautement toxiques. L'introduction 
de ce type de pratiques en dehors de son cadre tradi­
tionnel fait craindre les manipulations et les fraudes. 
Les centres anti-poisons et les laboratoires de toxicolo­
gie doivent être avertis de l'existence de ce nouveau 
phénomène au cas où ils seraient amenés à être 
confrontés un jour à des accidents éventuels résultant 
de ces dérives. 

Dopage dans les sports d'endurance : 
substances et détection 
M. AUDRAN. 
Faculté de Pharmacie de Montpellier, 15, av C. 
Flahault - BP14491 - 34093 MONTPELLIER Cedex 5 
Tel : 33 (0)4 67 54 80 98 - E-mail : audran@phar-
ma.univ-montpl.fr 
Le facteur primordial de la performance physique 
dans les sports d'endurance (courses de fond, ski de 
fond, cyclisme...) est le rendement énergétique aéro­
bie. Il est exprimé par la consommation maximale en 
oxygène ou V02max. Les facteurs physiologiques sus­
ceptibles de limiter cette V02max sont : le système pul­
monaire, le débit cardiaque maximal, la capacité de 
transport de l '02 dans le sang et certaines caractéris­
tiques des muscles squelettiques telles que la densité 
des capillaires, la concentration en enzymes, la masse 
musculaire. Dans le domaine de la physiologie de l'ef­
fort physique, la V02max est limitée par la capacité du 
système cardiovasculaire (cœur, poumons et sang) à 
transporter l'02 au muscle et non par la capacité des 
mitochondries des muscles à consommer l'02. D'où 
l'idée qu'une augmentation «artificielle» du transport 
de l'02 devrait améliorer la performance dans les 
sports d'endurance. 

La première idée fût d'accroître la concentration san­
guine en hémoglobine (Hb) en augmentant le nombre 
d'erythrocytes circulants. Ceci peut être obtenu tout 
naturellement en effectuant des stages en altitude de 
trois ou quatre semaines et, aujourd'hui d'une façon 
moins naturelle, grâce aux chambres hypoxiques ou 
hypobares, dont l'usage est de plus en plus répandu. 
Mais un accroissement immédiat du nombre d'ery­
throcytes circulants peut être obtenu par re-infusion de 
1000-2000 ml de sang total, ou 400-500 ml de globules 
rouges, prélevés quelques semaines ou quelques mois 
plus tôt sur le sportif concerné. Il s'agit là d'un procé­
dé de dopage, avec effets immédiats, initié par les ath­
lètes Scandinaves dans les années soixante. Il est évi-
dement interdit mais cependant indécelable. 

En 1989 la commercialisation de l'érhytropoïétine 
(Epo), sous la forme d'érythropoïétine recombinante 
humaine (rhu-Epo), a mis fin, au moins pendant la der­
nière décennie, à la pratique de la transfusion sangui­
ne. Sa facilité d'utilisation a permis d'étendre la pra­
tique du «dopage sanguin» dans le milieu sportif. 
Aujourd'hui, à coté de l'Epo 1'ARANESP (Epo retard) 
et de l'Epo d'origine humaine (Dynepo), de nouveaux 
médicaments, sont susceptibles d'être détournés à des 
fins de dopage. Il s'agit des transporteurs d'oxygène 
(emulsions de perfluorocarbures et solutions d'hémo­
globines) et des modificateurs allostériques de l'hémo­
globine, molécules permettent à cette protéine de libé­
rer plus d'oxygène au niveau des tissus qu'elle ne le 
fait naturellement. D'ici quelques années, la thérapie 
génique risque de venir compléter l'arsenal des 
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méthodes de dopage. 
Le dépistage de l'utilisation illicite des xénobiotiques 
ne pose pas de problème analytique particulier, mais le 
milieu biologique prélevé pour le contrôle doit pouvoir 
permettre leur détection. 
Le dépistage du dopage avec des composés endogènes 
est bien plus complexe puis qu'il faut faire la différen­
ce entre la production endogène et l'apport exogène. 
Le dépistage de la transfusion sanguine autologue 
n 'est toujours pas possible. La mise au point du dépis­
tage du dopage à l'Epo recombinante humaine a cer­
tainement constitué l'avancée la plus remarquable 
dans la lutte anti dopage de cette dernière décennie. 
Elle est basée sur des différences de profils isoélec­
triques de l'Epo urinaire qui sont eux mêmes la consé­
quence de différences structurales entre Epo physiolo­
gique et recombinante. Néanmoins ce mode de détec­
tion est limité, en raison de la courte demi-vie de l'Epo, 
à quelques jours après l'arrêt du traitement, alors que 
l'effet dopant peut persister plusieurs semaines. 
D'autre part, la commercialisation prochaine d'un Epo 
d'origine humaine et, dans quelques années peut être, 
la thérapie génique, pourraient limiter le champ d'ap­
plication de cette technique au demeurant lourde à 
mettre en œuvre et quelque fois même à interpréter. Les 
méthodes « indirectes », basées sur la détermination 
d'un certain nombre de paramètres hématologiques et 
biologiques, trop tributaires du protocole d'adminis­
tration de l'Epo et des substances adjuvantes, le fer en 
particulier, sont inaptes à fournir une preuve irréfu­
table d'un dopage. La solution, au moins dans un futur 
proche, serait d'établir un profil hématologique indivi­
duel des athlètes avec quelques paramètres seulement. 
Le suivi régulier de ce profil au cours de l'année per­
mettrait d'éliminer momentanément des compétitions 
tout athlète dont les paramètres sortiraient de l'inter­
valle de variation physiologique, préalablement déter­
miné sur une population de sportifs pratiquant la même 
activité. Le développement des techniques de la biolo­
gie moléculaire pourrait, à plus long terme, permettre 
de mettre en évidence la sur-expression ou la sous-
expression de gènes suite à l'administration de sub­
stances actives sur V érythropoïèse, et dont la quantifi­
cation relancerait l'intérêt pour les méthodes indi­
rectes de détection. 

Médicaments et drogues au volant 
("MDV"): La situation actuelle en Suisse 
T. A. BRIELLMANN 

Institut de Médecine Légale, Pestalozzistrasse 22 -
4004 BÂLE - Tel ++41 61 267 38 95 - E-mail : tho-
mas.briellmann@bs.ch 
En Suisse, depuis quelques années, le modèle des 3 
piliers est appliqué avec succès pour l'appréciation de 
la capacité de conduire. Ces 3 piliers se composent du 

rapport de la police, du rapport médical et des ana­
lyses toxicologiques. Quelques exemples des interpré­
tations des cas de l'Institut de Médecine Légale de Bâle 
seront présentés. 
Les analyses toxicologiques sont soumises à des direc­
tives strictes, ordonnées par le gouvernement. 
Actuellement, 8 laboratoires sont reconnus, provisoire­
ment ou définitivement, pour ces analyses "MDV" en 
Suisse. Cette reconnaissance est délivrée par l'Office 
fédéral des routes. Les laboratoires doivent participer 
aux contrôles de qualité organisés par le Centre Suisse 
de Contrôle de Qualité (CSCQ) deux fois par année 
(sang et urine). Quelques résultats de ces enquêtes 
seront discutés au cours de cet exposé. Il est possible 
que cette reconnaissance devienne dépendante d'une 
accréditation du laboratoire dans un proche avenir. 

Ces dernières années les délits "MDV" ont augmenté 
en Suisse (2000 : -1200 cas, 2001 : -1600 cas). Avec 
la révision de la Loi fédérale sur la circulation routiè­
re, la base légale est maintenant créée en permettent 
d'effectuer une prise de sang lorsqu'une personne est 
soupçonnée d'incapacité de conduire parce qu'elle a 
consommé des stupéfiants. Les valeurs-limite pour les 
stupéfiants seront fixées par le Conseil Fédéral, suite à 
des propositions émanant d'une commission d'experts. 
Actuellement, dans un petit nombre de cantons, la poli­
ce effectue, elle-même, des tests préliminaires au bord 
de la route. Mais d'une manière courante, la presque 
totalité des analyses sont effectuées dans les labora­
toires reconnus pour ce type d'analyses. Avec l'intro­
duction de nouveaux tests de dépistage un changement 
dans cette pratique est possible dans le futur. 
RÉFÉRENCES 
1- P. X. Iten, Fahren unter Drogen-oder 
Medikamenteneinfluss, Verlag Institut für 
Rechtsmedizin Zürich (1994) 

Prévalence des cardiotropes dans une 
population de patients hospitalisés pour 
intoxication 
F. FLESCH™. A. JAEGER ( 2 >, P. SAUDER , 2 ) , J. KOP-
FERSCHMITT ( 2 ), 
(1) Centre Antipoison de Strasbourg. 

(2) Réanimation et Urgences médicales, Hôpitaux 
Universitaires de Strasbourg. 
Cette étude a été réalisée à partir d'une analyse rétros­
pective sur une population de 10 000 patients hospita­
lisés dans un service de réanimation et d'urgences 
médicales de Janvier 1990 à décembre 2000. 
Les principaux critères analysés ont été : l'âge et le 
sexe des patients, les molécules en cause, le type d'in­
toxication, la gravité et l'évolution. Ce travail a été 
réalisé à l'aide du logiciel SIMA (Système d' 
Information Médico-Administratif) qui a permis la 
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génération de questionnaires personnalisés, la saisie 
des données et l'interrogation multicritères. 
Les cardiotropes étaient en cause dans 3 % des cas 
d'intoxications soit chez 275 patients. 69 patients 
avaient ingéré un seul cardiotrope, 23 deux cardio­
tropes ou plus, 42 avaient associé cardiotrope et 
antalgique et 141 avaient associé cardiotrope et psy­
chotrope. 
L'intoxication était volontaire dans 83 % des cas. La 
moitié des cas concernait une prise de Bêta-bloquants. 
13 patients sont décédés, dont 5 après surdosage digi-
talique ( moyenne d'âge : 80 ans) 2 après accident 
thérapeutique (patients respectivement âgés de 73 et 92 
ans et traités par Flécaine® ou Tildiem®) et 6 après 
intoxication volontaire dont 3 plurimédicamenteuses. 
Un dosage de cardiotrope a été réalisé dans un quart 
des cas. 
Une étude détaillée de 3 cas cliniques permet de souli­
gner l'intérêt de ces dosages pour le clinicien : dosa­
ge des digitaliques en urgence en raison de l'implica­
tion thérapeutique, ou dosage différé (Bêta-bloquants, 
Inhibiteurs caldques) pour confirmer le diagnostic et 
(ou) vérifier la corrélation clinico-biologique. 

Bêta-bloquants Digitaliques An t¡ caldques Antiarythmiques Autres 

Nombre 135 (49%) 42(15%) 36(13%) 21 (8 %) 76 (28 %) 
Médicaments 
en cause 

43 Avlocardyl® 
23 Tenormine® 

10 Isoptine® 
8 Tildiem® 

7 Flécaine® 
6 Rythmol® 

Catapressan 
® IEC, 
Nitrés... 

Age moyen 37 73 50 46 39 
Intox volontaire 9 5 % 26% 8 9 % 90% 96% 
Troubles 
cardiovascul. 

2 2 % 8 3 % 36% 19% 

Ventilation 
artificielle 

13% 10% 17 % 2 9 % 4 % 

Décès 3 % 12% 6 % 10% 1 % 

Prise en charge des intoxications aiguës 
par bêta-bloquants et toxiques avec effet 
stabilisant de membrane 
B. MÉGARBANE. 
Réanimation Médicale et Toxicologique, Hôpital 
Lariboisière et INSERM U26 - Université Paris VII, 
PARIS - France. 
Les manifestations cardiovasculaires dominent le 
tableau de l'intoxication aiguë par bêta-bloquants. 
Celui-ci dépend des propriétés pharmacologiques de la 
molécule en cause : cardio-sélectivité, lipophilic, acti­
vité sympathomimétique intrinsèque et/ou effet stabili­
sant de membrane. La morbidité des intoxications par 
bêta-bloquants augmente lors de co-ingestion d'autres 
cardiotropes [1]. L'ECG montre le plus souvent une 
bradycardie sinusale à QRS fins. Des troubles de 
conduction sino-auriculaire, auriculo-ventriculaire 
voire intra-ventriculaire peuvent survenir au cours de 
l'évolution. L'hypotension artérielle résulte d'une 
baisse de la contractilité myocardique, à laquelle 
s'ajoute, pour le labétalol, une vasodilatation artériel­

le, par effet a-bloquant. Au cours des intoxications 
sévères, il existe un risque de coma, de convulsions, de 
dépression respiratoire, d'hypoglycémie et d'hyperka­
liemic La détermination de la concentration plasma­
tique du bêta-bloquant à l'admission du patient est 
réalisable, mais sa valeur pronostique n'est pas éta­
blie. Le traitement doit être adapté à la gravité des 
troubles cardiovasculaires. La surveillance de la pres­
sion artérielle et de l'ECG est suffisante chez les 
patients asymptomatiques. Le risque de complications 
ultérieures est peu probable chez un patient resté 
asymptomatique, 6 heures après l'ingestion [1]. 
L'absence d'accélération de la fréquence cardiaque 
sous atropine confirme le blocage des récepteurs 
adrénergiques. En cas d'hypotension, le remplissage 
doit être prudent. Le glucagon en IV directe (2 à 5 mg) 
puis continue (2 à 5 mg/h) est efficace sur la pression 
artérielle, mais son effet chronotrope est plus modéré. 
Il agit en court-circuitant la liaison du bêta-bloquant à 
son récepteur. En cas d'échec et si la bradycardie n'est 
pas très marquée, la dobutamine est la molécule de 
choix. L'adrénaline est l'option thérapeutique, s'il 
s'agit d'une prise de labétalol. En cas d'intoxication 
par le Sotalol, il convient d'accélérer la fréquence car­
diaque par Visoprénaline, en raison du risque de tor­
sade de pointe. Devant une bradycardie réfractaire ou 
des troubles importants de la conduction auriculo-ven­
triculaire, la mise en place d'un entraînement électro-
systolique peut se révéler nécessaire. 

Les intoxications aiguës avec effet stabilisant de mem­
brane (antidépresseurs polycycliques, chloroquine, flé­
caine, propranolol ou acébutolol et cocaïne) sont à 
l'origine d'une mortalité élevée, aux environs de 5 %. 
Le tableau clinique initial est souvent faussement ras­
surant, car un arrêt cardio-circulatoire inopiné peut 
survenir de façon précoce et brutale. L'ECG montre un 
aplatissement des ondes T, un allongement du segment 
QT et un élargissement de la durée des complexes QRS 
qui constitue le principal facteur pronostique. Ces 
effets sont liés au blocage du canal sodique, respon­
sable du courant entrant de la phase 0 du potentiel 
d'action. Le tableau clinique comporte un collapsus 
avec un risque de troubles du rythme ventriculaire (tor­
sades de pointe, tachycardie ou fibrillation ventriculai­
re) ou de bradycardie à complexes larges, pouvant évo­
luer vers Vasystole. L'état de choc est principalement 
cardiogénique, mais comporte toujours une composan­
te vasoplégique. Les formes graves s'accompagnent 
d'hypoxie secondaire à un œdème pulmonaire lésion-
nel d'apparition retardée. L'hypokaliémie, parfois pro­
fonde, est liée à un mécanisme de transfert et expose, 
en cas de supplementation excessive, au risque d'hy­
perkaliemic, après élimination du toxique. Les sels 
molaires de sodium (bicarbonate ou lactate) représen­
tent le traitement spécifique en cas de bloc intra-ven­
triculaire. Seules les mesures symptomatiques de réani­
mation, et notamment la ventilation assistée, réalisée 
précocement, peuvent permettre d'améliorer le pronos-
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tic des formes sévères. Pour les intoxications graves à 
la chloroquine, le traitement associe, dès la phase pré­
hospitalière, intubation, ventilation assistée et perfu­
sion d'adrénaline et de diazepam [2]. La persistance 
d'un collapsus sous adrénaline impose de pratiquer 
une étude hémodynamique, qui montre le plus souvent 
une correction insuffisante de la baisse des résistances 
systémiques. En cas de formes réfractaires au traite­
ment médical conventionnel, il peut être licite d'envisa­
ger une thérapeutique d'exception, comme l'assistance 
circulatoire externe. 

RÉFÉRENCES 
1- Love J.N. et al. J Toxicol Clin Toxicol, 2000, 38: 275-
281 ; 2- Riou B, et al. N Engl J Med, 1988, 318 : 1-6. 

L'analyse quantitative et qualitative à 
haut débit des composés pharmaceu­
tiques dans les liquides biologiques : pos­
sibilités et limitations 
G. HOPFGARTNER. 
Laboratoire de Chimie Analytique Pharmaceutique, 
Spectrométrie de Masse du Vivant, 20, Bd d'Yvoy, 1211 
GENÈVE 4 - Tél. +41 61 702 6344 - Fax : +41 61 702 
6808 - E-mail : gerard.hopfgartner@pharm.unige.ch 
Le couplage de la Chromatographie liquide à la spec­
trométrie de masse (CL-MS) est devenu la méthode de 
choix pour le support d'études pharmacocinétiques ou 
de métabolisme. L'ionisation à pression atmosphérique 
(API) et une détection par spectrométrie de masse en 
mode tandem de composés pharmaceutiques et de leurs 
metabolites s'est révélée, entre autre, comme une tech­
nique extrêmement efficace pour l'analyse de compo­
sés organiques de polarité intermédiaire à polaire dans 
les milieux biologiques. Des méthodes aux temps 
d'analyses inférieurs à 5 minutes avec une limite de 
quantification de l'ordre de quelques picogrammes par 
ml sont devenues routinières. La stratégie de prépara­
tion d'échantillon joue un rôle primordial dans l'ana­
lyse à haut débit et peut être automatisée. L'utilisation 
de systèmes informatiques de traitement des analyses 
est également indispensable. L'analyse à haut débit 
n'est pas seulement utile pour l'analyse de milliers 
d'échantillons provenant d'études cliniques, mais elle 
joue également un rôle primordial dans certaines 
études qui nécessitent l'analyse en ligne. Dans ce cas, 
un relativement petit nombre d'échantillons doit-être 
analysé dans un intervalle de temps de quelques 
heures. En accélérant la Chromatographie liquide, il 
est possible de réaliser avec certaines classes de com­
posés des temps d'analyse de 10 secondes. Cependant 
la suppression de l'ionisation due à des composés 
endogènes présent dans les matrices biologiques où la 
coélution de metabolites requiert souvent une sépara­
tion chromatographique longue. Dans ce cas l'utilisa­
tion de système en parallèle avec la commutation de 

colonne permet de maintenir l'intégrité Chromatogra­
phie tous en diminuant considérablement les temps 
d'analyse. 
La détection et la caractérisation des metabolites pro­
duits in vitro ou vivo s'effectuent dans un premier temps 
principalement par LC-MS/MS en utilisant différents 
types de spectrométrie de masse. Ce type d'analyse est 
complexe et longue. Une nouvelle approche du scren-
ning métabolique qualitatif et quantitatif utilisant un 
nouveau type de spectromètre de masse et permettant de 
d'accélérer le processus d'analyse sera présentée. 

Les cheveux sont-ils devenus un prélève­
ment indispensable en toxicologie judi­
ciaire ? 
C. STAUB. 
Institut Universitaire de Médecine Légale, 9 avenue de 
Champel, 1211 GENÈVE 4, Suisse - E-mail : chris­
tian, staub® medecine.unige.cn 
L'analyse toxicologique est en pleine mutation, les 
méthodes évoluent, de nouvelles techniques apparais­
sent sur le marché. Une technique comme le couplage 
Chromatographie gazeuse/spectrométrie de masse 
(CPG/SM) est même devenu un outil analytique stan­
dard en toxicologie judiciaire. 
L'échantillon biologique n'échappe pas à cette évolu­
tion. Longtemps, le sang et les urines ont constitué la 
base des examens toxicologiques, le sang reflétant la 
situation au moment du prélèvement ou des faits et les 
urines permettant la recherche des metabolites ou mar­
queurs de consommation. Cette stratégie analytique 
permet d'obtenir des informations sur deux ou trois 
jours exceptionnellement plus, comme pour le cannabis. 
A partir de 1979, date des premiers travaux décrivant 
les analyses de substances à action stupéfiante dans les 
cheveux humains, cette fenêtre de détection va être 
complètement modifiée grâce à l'introduction du che­
veu dans l'arsenal analytique. En effet ce tissu possède 
la propriété unique d'être le marqueur d'une exposition 
répétée et permet, en outre, d'établir un profil de 
consommation sur une période beaucoup plus longue 
(plusieurs semaines voire plusieurs mois). 
Ce n'est que depuis 1998 que ce prélèvement et ce type 
d'analyse sont utilisés en routine à l'institut de 
Médecine Légale de Genève. Quelques cas, tirés de 
notre expérience, seront présentés afin d'illustrer le 
potentiel ainsi que les limites de cette technique. 
L'interprétation des résultats, comme pour d'autres 
matrices, nécessite d'avoir recours à des valeurs de 
référence. Il est même souhaitable que chaque labora­
toire possèdent ses propres valeurs. Nous présenterons 
donc, au cours de cet exposé, la démarche statistique 
utilisée par notre laboratoire. 
La recherche de la qualité est aussi une préoccupation 
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pour ce type d'analyses. Des contrôles de qualité 
externes sont organisés par la «Society of Hair 
Testing» (SOHT), une société savante ayant pour 
objectif de promouvoir cette technique. Les résultats de 
l'enquête, effectuée en 2001, seront présentés et com­
mentés. 
Enfin, dans un domaine où la CPG/SM occupe une 
place pratiquement incontournable, quelques innova­
tions techniques intéressantes pour la préparation de 
l'échantillon seront présentées. 

Saisie judiciaire d'une ampoule 
d'«hemassist» : une démarche analy­
tique lourde pour un résultat inattendu 
M. CHEZE ( 1 ) . G. PÉPIN™, M. AUDRAN ( 2 ) , 
(1) Laboratoire TOXLAB, 7, rue lacques Cartier 75018 
PARIS - Tel : 01.58.59.28.08 - Fax : 01.58.59.28.01 -
E-mail : labtoxlab@aol.com 

(2) Faculté de Pharmacie de Montpellier 
OBJECTIFS 
Les Experts ont été requis pour l'examen d'une solution 
incolore suspectée dopante, contenue dans une ampoule 
bouteille de 2 ml dont l'étiquette indiquait « HEM AS­
SIST Baxter - Recombinant human hémoglobine -
(2000 ul) lml - i.v i.m s.c. use- STOREAT2°-30°» et ne 
correspondait pas à celle du produit effectivement com­
mercialisé par cette firme qui, de ce fait, portait plainte. 
Un seul millilitre était disponible pour analyse, une 
seconde fiole devant demeurer pour une contre experti­
se éventuelle. Les auteurs présentent la démarche et les 
méthodes analytiques mises en œuvre pour la recherche 
des substances dopantes chimiques et protéiniques 
connues à ce jour, sur un très faible volume. 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
A - Techniques mises en œuvre pour l'identification des 
hormones, peptides, polypeptides et protéines : 
La recherche d'hemassist était faite par permeation de 
gel et détection à barrette de diodes. La recherche 
d'EPO (et ARANESP ou EPO retard), de HCG (human 
chorionic gonadotrophin), de LH (hormone lutéinisan-
te), d'ACTH (adrenocorticotrophic hormone), de GH 
(growth hormone), d'IGF-1 (insulin-link growth fac­
tor) et d'insuline étaient réalisées par immunodosages. 
La recherche large de protéines était réalisée par 
microméthode à detection de fluorescence pour une 
sensibilité de 1 pg/ml. 
B — Techniques mises en œuvre pour Videntification des 
composés organiques et inorganiques : 
La recherche de molécules organiques était réalisée 
par screening en injection directe sur CPG/MS 
HP5890 / 5973 et HPLC/BD sur chaîne Alliance 
Waters puis infusion directe et injection sur colonne 
C18 mode gradient en LC/MS LCQ-Duo ci trappe 

d'ions de Thermo-Finnigan (max 2000 urna). 
IM recherche d'éléments inorganiques était réalisée 
par ICP/MS sur Elan 5000A de Perkin Elmer. 
Une recherche d'absorption IR était également réalisée 
sur le lyophilisât par accumulation de signal compte 
tenu de la très faible quantité disponible. 
Une ultime infusion en LC/MS était réalisée après dia­
lyse (cut-off 100 Da) pour écarter un éventuel masqua­
ge du produit par les éléments inorganiques du solvant 
mis en évidence par ICP/MS. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
L'ensemble des premières analyses montrait, sur cette 
solution aqueuse, l'absence d'EPO, d'hormones, de 
peptides, de polypeptides et de protéines. La seconde 
partie des analyses montrait, outre l'absence de molé­
cules répondant classiquement en CPG/MS et 
HPLC/BD, un spectre d'infusion directe en LC/MS 
inattendu écartant la présence d'une protéine et com­
portant des massifs typiques de molécules chlorées 
et/ou bromees et des masses atteignant au moins m/z = 
1833 u.m.a. Compte tenu des valeurs des masses, l'hy­
pothèse d'une molécule de type transporteur d'oxygè­
ne enrichie en chlore ou en brome était écartée. 
L'information sur ce spectre demandée auprès de 
divers spécialistes de masse structurale nous orientait 
d'abord sur un mélange de polymères type PPG, d'oc-
tabromodiphényl, de polyethylene, d'interférents de 
membranes purificatrices d'eau...puis à la Faculté de 
Montpellier sur du NaCl conduisant à la détection de 
clusters dépassant les 25 molécules ! L'infusion de 
sérum physiologique dans les mêmes conditions per­
mettait de vérifier cette hypothèse et d'écarter par 
soustraction du bruit de fond la présence de toute autre 
molécule détectée. L'ICP/MS nous permettait parallè­
lement de confirmer la présence de NaCl dans la solu­
tion aqueuse à des concentrations dites «physiolo­
giques». L'IR réalisé sur le lyophilisât et l'infusion 
après filtration sur membrane permettait d'écarter la 
présence de toute molécule organique active dans cette 
solution en définitive de sérum physiologique. 
CONCLUSIONS 
Conformément à la mission nous avons réussi la mise 
en œuvre de l'ensemble de ces analyses sur un très petit 
volume (1 ml) et démontré sans équivoque le caractère 
frauduleux de celle fiole et la supercherie dont sont 
«victimes» les sportifs de haut niveau dans le cyclisme 
prêts à payer très cher ... un placebo constitué de 
sérum physiologique. 

Screening of hypoglycaemic sulfonylurea 
drugs in the serum of type 2 diabetic 
patients : From compliance to overdosage 
S. HUGHES -FRUTIGER™. G. BERNASCONI™, G. 
I.HUGHES™, M. FATHI™, 
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(1) Laboratoire Central de Chimie Clinique/HUG, 
Genève, Tel (022) 7025505 

(2) Département de Biochimie Médicale/CMU 
OBJECTIFS 
Screening of the hypoglycaemic sulfonylurea drugs gli-
benclamide (Daonil), glimepiride(Amaryl), glipizide 
(Glihenese) and gliclazide (Diamicron) in serum. 
DONNÉES DU PROBLÈME 
Sulfonylureas are drugs that enhance the secretion of 
insulin from pancreatic beta cells without affecting 
insulin synthesis. Hypoglycaemia is the most frequent­
ly occuring adverse effect of these drugs and this may 
be serious and damaging if treatment is not initiated 
early. It is estimated that accidental or deliberate over­
dosage of sulfonylureas accounts for 70 % of all repor­
ted cases of drug-induced hypoglycaemia. 
Furthermore, sulfonylurea overdosage will produce the 
same pattern as an insulin-secreting tumour (high 
blood level of C-peptide and insulin and low level of 
glucose). Insulinomas being difficult and costly to dia­
gnose, the possibility of surreptitious ingestion of sul­
fonylurea drugs should be excluded first. Thus, a pro­
cedure for the identification of such drugs in serum 
would be helpful for the diagnosis of hypoglycaemic 
crisis of unknown origin. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Glibenclamide and glimepiride were extracted from 
serum at acidic pH using solid phase extraction CI 8 
cartridges. Glipizide and gliclazide were extracted 
similarly but at pH 6.5. Both sets ofanalytes were sepa­
rated on a Varían Cl8 Omnispher column (UV detec­
tion at 226 nm) using the same mobiles phases but 
slightly different HPLC gradients. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Patient sera were analyzed then compared with positi­
ve controls containing 25 ng/ml of glibenclamide, gli­
mepiride, glipizide and 250 ng/ml gliclazide. Since 
there is no correlation between serum concentrations 
of sulfonylureas and hypoglycaemic effects, we chose 
at least two times the lower limit of detection 
( 10 ng/ml) as positive control values. Intra-balch repe-
tabilities were 10.6 % for glibenclamide, 10.2 % for 
glimepiride, 6.6 % for glipizide and 12.1 % for glicla­
zide. 
We have successfully used this screening method in the 

following contexts: checking of patient compliance, 
confirmation of accidental drug intake or deliberate 
overdosage and diagnostic of insulinoma. 

Détermination du sirolimus dans le sang 
total par HPLC/MS 
M. FATHI. M. BUISSON, M T DUPARC, S.HUM AIR, 
M. JAYO, FJEANNERET, EMORCH, D.HOCHS-
TRASSER, 

Laboratoire Central de Chimie Clinique / Hôpitaux 
Univesitaire de Genève, Micheli-Du-Crest 24 - 1211 
GENÈVE 14 - Tel (022) 37 27385 - E-mail : 
marc.fathi@hcuge.ch 
OBJECTIF 
Dosage quantitatif dans le sang total d'un immunosup-
presseur : le sirolimus (Rapamune®) 
INTRODUCTION 
Le sirolimus ou rapamycine des laboratoires Wyeth est 
un agent immunosuppresseur récent utilisé en combi­
naison avec la Ciclosporine ou le tacrolimus lors de 
transplantions rénales. Tout comme la Ciclosporine et 
le tacrolimus, le sirolimus emprunte la voie métabo­
lique du cytochrome P450A. Il agit sur 1'activation des 
lymphocytes T et B d'où son effet immunosuppresseur. 
Le sirolimus est métabolisé dans le foie. Dans le sang 
total, 7 metabolites majeurs peuvent être identifiés. Les 
désméthylmétabolites et les hydroxymétabolites pris 
ensemble ne présentent pas plus de 30 % de l'activité 
d'immunosuppression in vitro du sirolimus. 
L'intervalle thérapeutique recherché est entre 5 et 
15 pg/l. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
La concentration du sirolimus est mesuré dans le sang 
total car sa distribution est à plus de 94 % dans les ery­
throcytes et seulement 3 % dans le plasma. 
Nous avons développé une méthode de détermination 
du sirolimus dans le sang total par HPLC/electrospray-
MS en utilisant le demethoxyrapamycine comme étalon 
interne. 
Après précipitation des protéines de 300 pl d'échan­
tillon et une extraction liquide-liquide en milieu 
basique par du 1 -chlorbutane, la séparation des com­
posés est faite sur une colonne à polarité de phases 
inversées avec une élution isocratique. 
L'acquisition des données se fait en mode SIM en 
détectant les adduits sodium du sirolimus à m/z 936.60 
et celui de l'étalon interne à m/z 906.60. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
La linéarité de la méthode a été testée jusqu'à une 
concentration de 30 pg/l, donnant une équation Y -
0.03393X - 0.03432 avec unr = 0.99904. Les CV intra-
série de la méthode était de 8.1 %, 5.2 % et 3.4 % pour 
les valeurs basses, moyennes et élevées respectivement. 
Ceux inter-série étaient de 9.7 %, 7.6 % et 5.6 %. La 
limite inférieure de la quantification est de 1 pg/l. 
La méthode développée est simple et fiable, nécessitant 
un faible volume d'échantillon. Nous l'utilisons en rou­
tine dans notre laboratoire depuis 2 mois. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Sehgal S.N., Rapamune (Sirolimus, rapamycin) : an 
overview and mechanism of action. Ther Drug Monit 
1995 (17) p. 660 - 665. 
2- Holt D.W., Lee T., Jones K., Johnston A. Validation 
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of an assay for routine monitoring of sirolimus using 
H PLC with mass spectrometry detection. Clin Chem 
2002 (46) p. 1179-1183. 

Liquide interstitiel comme matrice alter­
native au sang ? Étude en cours des 
acides aminés par LC-MS et recherche 
d'autres composés endogènes ou de 
médicaments 
F. JEANNERET ( I ) . M. FATHI ( I ) , B. DELGADO-
CHARRO™, R.GUY™, De. HOCHSTRASSER™, 
(1) Hôpitaux Universitaires de Genève, LCCC, GENÈVE 
Suisse - E-mail : FabienneJeanneret@hcuge.ch 
(2) Laboratoire de Pharmacie Galénique et de 
Biopharmacie, Centre Interuniversitaire de Recherche, 
Archamps, France 
OBJECTIFS 
La nature invasive des prises de sang et leur difficulté 
pratique chez certaines catégories de patients comme 
les jeunes enfants ou les personnes âgées ont conduit à 
rechercher des procédés non invasifs de prélèvements 
d'échantillons biologiques. La substitution de la prise 
de sang par l 'iontophorèse est étudiée dans ce travail. 
Cette technique utilise le passage d'un faible courant à 
travers la peau pour délivrer des molécules ou pour les 
extraire du liquide interstitiel. Une corrélation entre le 
glucose du sang capillaire et celui extrait par ionto­
phorèse est déjà établie (1) et a mené à la commercia­
lisation d'un senseur appelé GlucoWatch™. D'autres 
composés, endogènes ou exogènes, sont également 
extraits par iontophorèse et un screening général de 
ceux-ci est actuellement en cours. Les premières molé­
cules étudiées sont les acides aminés dosés lors de 
maladies métaboliques comme la phénylcêtonurie, 
l'homocystinurie, ou la tyrosinémie. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Les cellules d'iontophorèse sont placées sur les avant-
bras d'adultes volontaires sains et remplies avec une 
solution saline. Un courant de 0.5 mA/cm2 est appliqué 
pendant 25 minutes, puis les solutions des cellules sont 
récupérées et d'autres intervalles d'iontophorèse sont 
réalisés. Les extraits iontophorétiques sont analysés 
par Chromatographie liquide couplée à la spectromé­
trie de masse (LC-MS) sans préparation ni traitement 
des échantillons (2). 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Les essais in vivo démontrent une extraction de la plu­
part des acides aminés, séparés dans les comparti­
ments anodiques ou cathodiques selon leur charge. Les 
quantités obtenues sont de l'ordre d'une centaine de 
mmoles. Il reste maintenant à établir si une corrélation 
avec les valeurs plasmatiques existe en effectuant des 

prises de sang simultanément à l'analyse par ionto­
phorèse. Le système GlucoWatch%o nécessite une 
période de lavage de deux heures avant d'obtenir une 
corrélation avec les valeurs du sang capillaire. Pour 
les acides aminés, ce laps de temps est à déterminer et 
à minimiser au plus bas possible. 
CONCLUSIONS 
L'utilisation de Viontophorèse comme procédé non 
invasif est en cours d'étude et s'inscrit dans le cadre de 
la recherche de matrices alternatives. Dans ce travail, 
des substances endogènes ont été choisies comme 
modèle d'étude, mais des essais in vitro ont montré une 
extraction à travers la peau de médicaments tels que la 
theophylline, la phénytoïne, le valproate ou le lithium 
(3, 4, 5 et communication personnelle). L'extraction 
transdermique semble donc être une voie intéressante 
et prometteuse pour le dosage de différents types de 
molécules. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Garg et al., Diabetes Care (1999) : 22, 1708-1714. 
2- Chaimbault et al, J. Chromato. A. (2000) : 870, 
245-254. 
3- Sekkat et al, J. Control Reí (2002) ; 81, 83-89. 
4- Leboulanger et ai, Ther. Drug Monit. (2001) : 23, 
477. 
5- Delgado-Charro et al, Ther. Drug Monit. (2001) : 
23, 476. 

Anti-protéases et anti-viraux : Cas du 
Lopinavir 
O. J. LASSOUT™. M. FATHI(I>, M. BUISSON, M.-T. 
DUPARC, S. HUMAIR, M. IAYO, F. MORCH, D. 
HOCHSTRASSER™, 
(1) HUG, Laboratoire Central de Chimie Clinique et 
Examens Biologiques, HUG, LCCC/ Toxicologie, 24 
rue Micheli-du-Crest, 1211 GENÈVE, Suisse - Tel : 
00.41.22.372.73.87 - Fax : 00.41.22.372.73.20 - E-
mail : 01ivier.lassout@hcuge.ch 
OBJECTIFS 
Dosage quantitatif dans le plasma du Lopinavir et du 
Ritonavir : Kaletra®, 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Les anti-protéases sont séparées par H PLC (HP 1090 
série I) avec détection UV (205 nm). La séparation est 
effectuée à température ambiante sur une colonne à 
polarité de phases inversées Phenomenex Kromasil 
C18 équipée d'une pré-colonne Phenomenex Cs. La 
préparation des échantillons s'effectue sur des 
colonnes SPE Bond Elut C]S (Varían). 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Le Lopinavir est métabolisé par le cytochrome P450. 
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Son action est approximativement dix fois supérieure à 
celle du Ritonavir. L'administration simultanée du 
Ritonavir inhibe la métabolisation du Lopinavir et aug­
mente la concentration plasmatique de cette anîi-pro-
tèase. La demande des cliniciens est essentiellement la 
mesure du taux résiduel en Lopinavir. 
La méthode utilisée est linéaire dans la gamme de 
concentration choisie (250-9000 ng/ml) avec des 
r2>0,99. Les coefficients de variation intra et inter 
essai sont inférieurs à 5 % (4,49 % et 4,78 % respecti­
vement) et le recouvrement est supérieur à 90 %. La 
limite inférieure de quantification (250ng/ml) a été 
fixée avec les cliniciens. 
Pour doser toutes les anti-protéases (Indinavir, 
Amprenavir, Saquinavir, Nelfinavir) et l'Efavirenz, 
nous utilisons la même méthode de préparation mais 
deux systèmes chromatographiques différents. Les 
temps d'analyses courts (20 min), permettent un rendu 
des résultats rapide. 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Marzolini C, Telenti A., Buclin T., Biollaz J. and 
DecosterdL.A. Journal of Chromatography B : 
Biomedical Sciences and Applications, Volume 740, 
Issue 1, 2000, 43-58. 
2- Wieboldt R., McDonald E., McVey J.M., Hernandez 
L., El-Shourbagy T., Marsh K.C. Journal of 
Chromatography B : Biomedical Sciences and 
Applications. 

Analyse r a p i d e d e b e n z o d i a z e p i n e s d a n s 
l e s a n g p a r C h r o m a t o g r a p h i e l i q u i d e 
haute p e r f o r m a n c e : utilisation d ' u n e 
colonne Chromolith™ 
A. BUGEY. Ch. STAUB, 

Institut Universitaire de Médecine Légale, 9, avenue de 
Champel , 1211 GENÈVE 4, Suisse - E-mail : 
Aurelie.Bugey@chiam.unige.ch 
OBJECTIF 
Les benzodiazepines appartiennent à un groupe de 
médicaments connus pour leurs propriétés sédatives, 
hypnotiques et anticonvulsives. En raison de leur utili­
sation abusive et de leur implication dans de nombreux 
cas d'intoxications polymédicamenteuses, leur analyse 
est souvent nécessaire en toxicologie judiciaire. 
Suite aux travaux effectués préalablement dans notre 
laboratoire (1), une méthode utilisant une colonne 
Chromolith™ en Chromatographie liquide haute per­
formance couplée à un détecteur à barrette de diodes a 
été appliquée au dosage des benzodiazepines dans le 
sang complet. La durée de l'analyse a été considéra­
blement diminuée tout en permettant de mesurer les 
doses toxiques et thérapeutiques habituellement ren­
contrées pour ces substances. 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 
IM préparation des échantillons sanguins est effectuée 
par extraction liquide / liquide (LLE). 
Les benzodiazepines sont analysées au moyen du systè­
me de couplage Chromatographie en phase liquide / 
détecteur à barrette de diodes (HP 1100) et la sépara­
tion des composés est réalisée sur une colonne 
Chromolith™ Performance RP - 18e ( 100 x 4.6mm) en 
utilisant le méthylclonazépam comme standard interne. 
La phase mobile est constituée d'un mélange tampon 
phosphate (pH=2.1) / acétonitrile délivrée en mode 
isocratique. Le débit est fixé à 2 ml/min et la détection 
à 220 nm. 

RÉSULTATS 
La méthode a été appliquée à huit benzodiazepines 
couramment prescrites en Suisse. Pour des raisons pra­
tiques, elles ont été séparées en deux groupes : le clo­
nazepam, le diazepam, le flunitrazépam et I 'oxazepam 
d'une part puis Valprazolam, le désalkylflurazépam, le 
midazolam et le nordazépam d'autre part. 
Le dépistage complet de chaque groupe de substances 
est effectué en moins de quatre minutes. 
Les droites de calibration sont linéaires (R2>0.99) sur 
les domaines de concentration suivants : clonazepam, 
flunitrazépam, désalkylflurazépam, midazolam, alpra­
zolam de 30 à 500 ng/ml ; oxazepam, diazepam, nor­
dazépam de 150 à 5000 ng/ml. 
Les limites de quantification sont de 20 ng/ml pour le 
flunitrazépam et le clonazepam et de 30 ng/ml pour les 
autres benzodiazepines permettant ainsi de mesurer les 
concentrations thérapeutiques pour toutes les benzo­
diazepines à l'exception du flunitrazépam pour lequel 
seules les concentrations dans la fourchette supérieure 
de la zone thérapeutique peuvent être mesurées. La 
rêpétabilité à trois concentrations différentes a été 
déterminée et les CV obtenus sont inférieurs à 5 %. 
Enfin, pour compléter la validation, quelques cas de la 
salle d'autopsie et de la circulation routière seront pré­
sentés. 
CONCLUSION 
La méthode présentée permet un dépistage et un dosa­
ge rapide de huit benzodiazepines couramment pres­
crites en Suisse. Des travaux sont en cours afin d'ap­
pliquer la méthode à d'autres benzodiazepines ainsi 
qu'à d'autres classes de médicaments comme les anti­
dépresseurs. 
RÉFÉRENCES 
1- El Mahjoub A., Staub Ch. , Journal of 
Pharmaceutical and Biomedical Analysis 23 (2000) 
447-458. 
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Suicide d'un vétérinaire par injection 
d'une solution de pentobarbital 
(Vetanarcol,) utilisée pour l'euthanasie 
des animaux, comparaison avec les cas 
«Exit» 
C. GIRAUD™. N. ROMAIN™, M. AUGSBURGER™, 
K. MICHAUD™, P. MANGIN< 1 + 2 ), 

(1) Laboratoire de Toxicologie et de Thimie 
Forensiques, Institut Universitaire de Médecine 
Légale, Rue du Bugnon 21 , CH-1005 LAUSANNE -
E-mail : Christian.Giroud@inst.hospvd.ch 

(2) Unité de Médecine Forensique 
INTRODUCTION ET OBJECTIFS 
En Suisse, les intoxications aux barbituriques sont 
devenues de plus en plus rares. Font exception les cas 
«Exit». Cette association qui pratique l'assistance au 
suicide recommande l'usage du pentobarbital pour 
abréger les souffrances d'individus gravement atteints 
dans leur santé (1). Les vétérinaires constituent une 
autre exception qui est favorisée par leur pratique de 
l'euthanasie d'animaux à l'aide de produits fortement 
dosés en pentobarbital (2). Nous présentons ici un cas 
d'intoxication volontaire au pentobarbital qui concer­
ne un vétérinaire ; les résultats des analyses toxicolo­
giques sont discutés et comparés avec ceux des cas 
«Exit». 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Les échantillons biologiques sont analysés par le biais 
de test immunologiques et de méthodes chromatogra­
phiques (GC-F1D, HPLC-DAD et GC-MS). Le pento­
barbital est dérivé par méthylation rapide dans l'injec-
teur avec le TMAH puis dosé par GC-MS. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Les analyses toxicologiques ont révélé la présence de 
pentobarbital seulement. Aucun produit volatil n'a pu 
être détecté. Les dosages indiquent les concentrations 
ou les quantités suivantes : sang périphérique : 13,5 
mg/l ; sérum : 21,7 mg/l ; urine : 7,2 mg/l ; contenu 
gastrique : 0,7 mg ; humeur vitrée : 12,6 mg/l ; LCR 
: 13,9 mg/l ; cortex cérébral : 33,2 mg/kg ; bile : 
67,4 mg/l ; foie : 27,5 mg/kg. Pour 8 cas « Exit », les 
concentrations se situaient dans une fourchette allant 
de 16,1 à 59,6 mg/l. La voie orale est la méthode d'ad­
ministration usuelle dans les cas «Exit», cette adminis­
tration de pentobarbital (W g) est en général précédée 
de la prise d'un antiémétique. L'injection est très pro­
bablement la voie utilisée par le vétérinaire. L'absence 
de détection de tout antiémétique, la présence d'une 
seringue vide (10 ml) et l'existence de plaies puncti-
formes sur l'abdomen viennent étayer cette hypothèse. 
La présence de pentobarbital dans le contenu gas­
trique est attribuée à une diffusion post mortem. Les 
concentrations déterminées dans le sang périphérique, 
l'humeur vitrée et le liquide céphalorachidien sont très 

proches les unes des autres. 
CONCLUSIONS 
Si l'usage des barbituriques s'est fortement réduit ces 
dernières décennies, il convient toutefois de les recher­
cher dans les cas de décès de personnel médical ou de 
membres d'association préconisant le suicide comme 
moyen pour abréger ses souffrances. Dans la mesure 
où les vétérinaires préfèrent utiliser les préparations 
les plus fortement dosées en barbituriques (par ex. 
Vetanarcol, : 162 mg pentobarbital/ml), des mesures 
efficaces de prévention sont difficiles à proposer. Pour 
les cas «Exit», les investigations médico-légales per­
mettent d'apprécier la concordance entre les circons­
tances du décès et les données anatomo-pathologiques 
ainsi que les résultats des analyses toxicologiques. 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
1- Giroud C, Augsburger M., Horisberger B., Lucchini 
P., Rivier L., Mangin P. Exit association-mediated sui­
cide, toxicologie and forensic aspects. Am. J. For. Med. 
Pathol. 20 (1999) 40-44 
2- Cordeil W.H., Curry S.C., Brent Furbee R., Mitchell-
Fly nn D.L. Veterinary euthanasia drugs as suicide 
agents. Ann. Emergency Med. 15 (1986) 939-943 

Analyse de la cocaïne, de l'anhydroecgo-
nine-méthylester et de la cocaéthylène 
dans les cheveux par GC/MS 
E. COGNARD. C. GIROD-WIDMER, Ch. STAUB, 

Institut Universitaire de Médecine Légale, 9, avenue de 
Champel, 1211 GENÈVE 4, Suisse - E-mail : 
Emmanuelle.Cognard@pharm.unige.ch 
OBJECTIFS 
Lors d'une analyse de cheveux, le composé parent est 
présent majoritairement. Dans le cas de la cocaïne 
(COC), l'interprétation des cas positifs est difficile, car 
la présence de cette dernière dans les cheveux ne per­
met pas d'affirmer qu 'il y a eu consommation. En effet, 
la cocaïne prise sous forme de base ("crack"), est 
fumée, ce qui peut entraîner une déposition de cocaïne 
à la surface des cheveux. Il est donc d'un grand intérêt 
de disposer d'une méthode permettant le dosage simul­
tané de la cocaïne et de ses deux metabolites spéci­
fiques : l'anhydroeegonine-méthylester (AEME) et la 
cocaéthylène (COET). 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Les cheveux sont decontamines par une série de 
lavages successifs, puis séchés, broyés et hydrolyses 
avant d'être extraits par SPE automatisée^ ) . Les ana­
lyses sont ensuite réalisées en utilisant un GC-MS 
Saturn 2000 Varían® couplant un GC 3400 à un spec-
tromètre de masse de type trappe ionique. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
La méthode a été validée en utilisant des cheveux enri-

161 



Annales de Toxicologie Analytique, vol. XIV, n° 2, 2002 

chis et en effectuant la quantification de la COC, 
l'AEME et la COET respectivement sur les ions 
304+182, 150+182, et 318+196 m/z. Les droites de 
calibration sont linéaires (R2 > 0.99) entre 1 et 20 
ng/mg pour les trois composés. Les LOQ de la COC, de 
l'AEME et de la COET sont respectivement de 
0.10, 0.05 et 0.08 ng/mg et leurs LOD sont respective­
ment de 0.002, 0.004 et 0.002 ng/mg. Le rendement 
d'extraction est de 80 % pour les trois substances. 
L'ensemble de la validation a été effectué en injection 
splitless. Or, une dégradation non négligeable de la 
cocaïne en AEME (max. 3 %) est observée (pyrolyse au 
niveau de l'injecteur), ce qui risque de poser un pro­
blème lors de l'analyse quantitative de cas réels puis­
qu'on ne pourra pas dire si l'AEME détectée est due à 
la dégradation de la cocaïne pendant l'injection ou à 
une consommation effective de crack. La technique 
d'injection a donc été modifiée pour travailler non plus 
en splitless, mais en injection on-column à froid. 
L'utilisation de cette technique d'injection permet non 
seulement de réduire la dégradation de la cocaïne dans 
Vinjecteur à des valeurs négligeables mais aussi d'ob­
tenir une meilleure sensibilité et une meilleure répéta-
bilité qu 'en mode splitless. 
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