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RESUME
En France, depuis quelques années, des recherches de stu¬

péfiants chez les conducteurs impliqués dans un accident ont
été mises en ¥uvre dans le cadre de la sécurité routière. Ces
composés : les cannabinoïdes, les amphétamines, les opiacés
et la cocaïne et ses metabolites se trouvent dans le sang à de
faibles concentrations pour lesquelles il est nécessaire de
mettre en des techniques analytiques très spécifiques
et sensibles. Les stupéfiants sont la plupart du temps analy¬
sés par chromatographic en phase gazeuse couplée à la
spectrométrie de masse après extraction liquide/liquide ou
extraction sur phase solide suivie par une étape de dériva¬
tion (silylation ou alkylation). Nous avons choisi de mettre
en place la. recherche des cannabinoïdes, des opiacés et de
la cocaïne et de ses metabolites par spectrométrie de masse
en tandem couplée à la chromatographic liquide (LC-
MS/MS). Cette méthode comporte une étape d'ionisation à
pression atmosphérique qui peut se faire soit en phase liqui¬
de par source electrospray (ESI) soit en phase vapeur par
ionisation chimique en utilisant un nébuliseur chauffé
(APCI) ou une source photospray (APPI) en fonction de la
polarité des molécules. Les cannabinoïdes ont été ionisés en
utilisant le mode APCI ou le mode APPI ; les opiacés, la
cocaïne et ses metabolites ont été ionisés par source elec¬
trospray. La méthode a été validée pour des concentrations
comprises entre 0,5 pg/l et 100 pg/l pour les cannabinoïdes
et entre 10 pg/l et 1000 pg/l pour les autres stupéfiants.

SUMMARY
Recently, French laws have introduced obligation of measu¬
ring drugs of abuse levels on drivers involved in car acci¬
dent. High sensitivity of analytical technique is required
because blood concentrations of these compounds : canna-
binoids, amphetamines, opiates, cocaine and its metabolites
are low and decrease rapidly. Their determinations aie
usually performed by gas chromatography /mass spectrome¬
try (GC/MS) after liquid/liquid or solid phase extraction and
derivatisation (silylation or alkylation). In this study we pro¬
pose a method using liquid chromatography connected to
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) to detect cannabi¬
noids, opiates, cocaine and its metabolites in blood of dri¬
vers. This method needs an atmospheric pressure ionization
source depending of the polarity of molecules and using
electrospray source (ESI) for polar compounds, a heated
nebulizer (APCI) or a photospray source (APPI) for less
polar compounds. Cannabinoids were ionized using APCI or
APPI mode, opiates, cocaine and metabolites were ionized
using electrospray mode. Validation was donefor concentra¬
tions between 0.5 pg/l and 100 pg/l for cannabinoids and
between 10 pg/l and 1000 pg/l for other illegal drugs.

MOTS-CLES
Stupéfiants, cannabinoïdes, opiacés, cocaïne, benzoylecgo-
nine, méthylecgonine, LC-MS/MS, APCI, APPI, ESI.

KEY-WORDS
Illegal drugs, cannabinoids, opiates, cocaine, benzoylecgo-
nine, méthylecgonine, LC-MS/MS, APCI, APPI, ESI.
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Introduction
En 1999, les autorités judiciaires ont instauré un dépis¬

tage systématique de stupéfiants sur tout conducteur
impliqué dans un accident mortel de la circulation rou¬

tière (1). Par la suite, le dépistage a été étendu aux
conducteurs impliqués dans un accident corporel. Au
début de 2003, a été mis en place un délit de conduite
après usage de stupéfiants, entraînant des sanctions (2).
Les.recherches mises en �uvre dans le cadre de la
sécurité routière concernent 4 classes de substances ou
plantes classées comme stupéfiants : les cannabinoïdes,
les amphétamines, les opiacés et la cocaïne et ses meta¬

bolites. Ces composés sont la plupart du temps analy¬

sés par chromatographie en phase gazeuse couplée à.la
spectrométrie de masse (3 -12).

La spectrométrie de masse en tandem couplée à la
chromatographie liquide. (LC-MS/MS) est une métho¬

de sensible et extrêmement spécifique et nous a semblé
être une technique de choix pour effectuer ces analyses
(13-28). Cette méthode comporte une étape d'ionisa¬
tion à pression atmosphérique qui peut se faire soit en

phase liquide par source electrospray (ESI) soit en

phase vapeur par ionisation chimique en utilisant un
nébuliseur chauffé (APCI) ou une source photospray
(APPI). Selon la nature et la polarité des molécules
analysées, il peut être intéressant d'utiliser l'un ou
l'autre des modes d'ionisation. Les cannabinoïdes ont
été ionisés en utilisant le nébuliseur chauffé, les autres
stupéfiants ont été ionisés par source electrospray.

Matériel et méthodes
Réactifs
Les solvants (chloroforme, isopropanol, éther, hexane,
methanol) ainsi que l'ammoniaque, les acides for-
mique, acétique et le formiate d'ammonium sont de

qualité pour analyses et proviennent de Merck
(Darmstadt, Allemagne).

L'acétonitrile de qualité pour chromatographie a été

fourni par Prolabo (France).

Les opiacés : morphine, codéine, norcodéine, codéthy-
line, pholcodine, 6-monoacétylmorphine ainsi que la
cocaïne, la benzoylecgonine et la méthylecgonine, sont
des produits Sigma (St Quentin Fallavier, France).

Les cannabinoïdes : tetrahydrocannabinol (THC),
hydroxytétrahydrocannabinol (11-OH THC), acide
tétrahydrocannabinoïque (THC-COOH) ainsi que tous
les analogues deutérés : morphine, codéine, benzoylec¬
gonine, méthylecgonine, térahydrocannabinol, acide
tétrahydrocannabinoïque ont été obtenus en solution à

100 pg/ml chez Promochem.

Matériel
La séparation chromatographique est réalisée à l'aide
d'un chromatographe en phase liquide série 200 LC
Perkin-Elmer (Les Ulis, France) constitué de deux
micro pompes, d'un compartiment thermostaté, d'un
injecteur automatique et de cplonnes chromatogra-
phiques C8 (5 pm, 100 x 2,1 mm d.i.). La phase mobi¬
le est constituée d'un mélange acétonitrile et eau conte¬

nant 2mM de formiate d'ammonium et 25 mM d'acide
formique.

Le spectromètre de masse est un triple quadripole API
300 Sciex Applied Biosystem (Les Ulis, France) équi¬

pé de deux sources d'ionisation à pression atmosphé¬
rique : l' electrospray (ESI) et le nébuliseur chauffé
pour l'ionisation chimique (APCI).

L'ionisation est faite en mode positif pour tous les stu¬

péfiants. Les tensions d'ionisation, d'orifice ainsi que
les énergies de collisions ont été optimisées pour
chaque molécule.

Le mode d'acquisition des données est le MRM (mul¬
tiple reaction monitoring) qui consiste à analyser
chaque composé à l'aide d'un couple spécifique d'ions
constitué d'un ion moléculaire protoné et d'un frag¬
ment issu de cet ion. Les valeurs correspondant à ces

transitions sont reportées sur le tableau I pour les can¬

nabinoïdes et sur le tableau II pour les opiacés et la
cocaïne et ses metabolites.

Tableau I : Transitions MRM pour les cannabinoïdes.

composé

THC

OH-THC

THC-COOH

îon moléculaire protoné
;V:/0rn/z)',' ::;

315.1

331.1

345.1

Fragment

193.0

313.0

299.2

Tableau II : Transitions MRM pour opiacés, cocaïne et ses
metabolites.

composé Ion moléculaire protoné ; Fragment
.;'': (in/z) .(jin/z)^:y.,

Morphine 286.2 165.1

Norcodéine 286.2 . 165.1

6-MAM 328.2 165.1

Codéine . 300.2 165.1

Codéthyline 314.2 165.1

Pholcodine 399.3 114.1

Cocaïne 304.2 182.2

Benzoylecgonine 290.2 168.2

Méthylecgonine 200.2 182.2
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Préparation des échantillons
Toutes les analyses sont faites sur du sang total conser¬

vé au congélateur à -20° C.

Cannabinoïdes

Dans un tube de verre, sur 1ml de sang sont ajoutés
20 pi d'une solution d'étalons internes (THC-D3,
THC-COOH-D3) à lmg/1, 200 pi d'acide acétique à

10 % et 3,5 ml d'un mélange d'hexane et d'acétate
d'éthyle (80/20). Après 15 min d'agitation sur agitateur
rotatif, la phase organique est prélevée, évaporée à sec

et reprise par 100 pi de methanol. 20 pi sont injectés sur
la colonne.

Opiacés, cocaïne et metabolites

Dans un micro tube à usage unique de 2 ml sont ajou¬

tés 250 pi de sang, 25 pi d'une solution d'étalons
internes (morphine-D3, codéine-D3, benzoylecgonine-
D3, méthylecgonine-D3) à 2,5 mg/1, 100 pi de tampon
ammoniaque (1M, pH 9) et 1,25 ml de phase organique
constituée d'un mélange de chloroforme et d'isopropa-
nol (95/5, V/V). Après 3 min d'agitation puis centrifu-
gation, la phase organique est récupérée et évaporée à

sec. Le résidu est repris par 100 pi d'un mélange d'eau
et d'acétonitrile (5/1, V/V). 20 pi sont injectés dans le
système chromatographique.

Validation
La linéarité a été étudiée à 7 niveaux de concentration
pour les opiacés, la cocaïne et ses metabolites (10 ;

25 ; 50 ; 100 ; 250 ; 500 ; 1000 pg/l) et à des concen¬

trations plus faibles pour les cannabinoïdes( 0,5 ; 1 ;

5 ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 pg/l).

La fidélité a été testée en surchargeant du sang total à 3

niveaux de concentration (25 ; 100 ; 1000 pg/l) pour les

opiacés, la cocaïne et ses metabolites. Pour les canna¬

binoïdes, 4 niveaux de concentration (0,5 ; 1; 10 ;

100 pg/l) ont été étudiés pour le THC et 3 niveaux de

concentration (1 ou 5 ; 10 ; 100 pg/l) pour le THC-
COOH et le OH-THC respectivement. La répétabilité a

été évaluée en analysant 6 fois chaque échantillon le
jour de sa préparation. La reproductibilité a été évaluée

en analysant chaque échantillon 6 jours différents pour
les opiacés, la cocaïne et ses metabolites et seulement
5 jours différents pour les cannabinoïdes.

La justesse a été évaluée par la méthode des pourcen¬

tages de récupération sur 6 sangs différents avant et
après surcharges aux concentrations testées pour la
fidélité.

Résultats et discussion
Les opiacés, la cocaïne et ses metabolites
Ces composés ont été ionisés par méthode electrospray.

La morphine et la norcodéine sont des isomères et se

fragmentent de la même façon. Il est donc nécessaire

d'obtenir leur séparation chromatographique. Un
exemple de séparation est présenté sur la figure 1 sur un

échantillon surchargé à 10 pg/l?

La cocaïne et ses metabolites sont des composés qui se

fragmentent facilement et permettent d'obtenir un bon

rapport signal/bruit pour de faibles concentrations. Un
exemple d'échantillon surchargé à 10 pg/l par la ben¬

zoylecgonine est présenté sur la figure 2.

Les résultats de validation ont déjà été décrits pour les

opiacés, la cocaïne et ses metabolites (14, 15).

,,oo MORPHINE

S/N = 37.0

B0C o«iK lnt.(Sjbl.) - 11B3.33

800 OiSlcLUav. (Noiïi) - 32.0

300
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Figure 1 : Chromatogramme d'un extrait sanguin surchargé
par 10 pg/l de morphine et norcodéine.
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Figure 2 : Chromatogramme d'un extrait sanguin surchargé
par 10 pg/l de benzoylecgonine.
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Les cannabinoïdes
La méthode d'ionisation utilisée est l'APCI qui amé¬

liore l'intensité du signal d'un facteur 10 environ par
rapport à l'ESI pour le THC. Les validations de métho¬
de pour les cannabinoïdes ont été faites avec ce mode
d'ionisation.
Les résultats de validation de la méthode sont présentés

sur le tableau HI. Dans le sang total, la méthode est linéai¬
re jusqu'à 100 pg/l, des valeurs supérieures n'ont pas été
testées. L'analyse de la justesse montre des taux de récu¬

pération compris entre 85 % et 1 15 %. Les coefficients de
variation mesurés lors de l'étude de répétabilité et de

reproductibilité sont inférieurs ou égaux à 15 %.

La limite de quantification, définie comme étant la
concentration la plus basse pour laquelle les critères
d'acceptation de fidélité (coefficient de variation infé¬
rieur à 20 %) et de justesse (pourcentage de récupération
compris entre 80 % et 120 %) sont respectés, est estimée
à 0,5 pg/l pour le THC, à 1 pg/l pour le THC-COOH et
seulement à 5 pg/l pour le OH-THC, ce composé n'est
probablement pas suffisamment ionisé dans les condi¬
tions analytiques utilisées ; cependant les limites de

quantification des 2 autres cannabinoïdes sont suffi¬
santes pour affirmer s'il y a eu usage de cannabis.

Nous avons eu la possibilité de tester une source
récemment commercialisée : la source à photoionisa¬
tion ou source APPI. Cette source a un mode de fonc¬
tionnement et une géométrie très proches de celui de la
source APCI. Les différences essentielles résident
dans le fait de vaporiser un dopant (en général le toluè¬
ne) dans la source. Les molécules de dopant sont ioni¬
sées par les radiations UV d'une lampe au Xénon et
produisent des photoions. Ceux-ci entraînent des réac¬

tions ions/molécules en cascade conduisant à la forma¬
tion d'ions par transfert de proton. Nous ne présente¬

rons ici que quelques résultats préliminaires. Dans le
but de tester une amélioration éventuelle de la métho¬
de, nous avons injecté les mêmes extraits sanguins le

même jour en utilisant les sources APCI et APPI. Un
exemple de chromatogramme est présenté sur la
figure 3. Les extraits faits sur des échantillons sanguins
recueillis lors d'un contrôle de la sécurité routière ont
été mesurés à 1,5 pg/l pour le THC. Les résultats
concernant le THC montrent une augmentation nette
du signal et du rapport signal/bruit d'environ un facteur
3 pour ce composé. Nous avons constaté également une
amélioration de la détection pour le OH-THC, mais pas
pour le THC-COOH. Les coefficients de variation
mesurés lors de l'étude de répétabilité en mode APPI
sont égaux à 8,5 % pour le THC à une concentration
de 0,5 pg/l et respectivement égaux à 8 % et 13 % pour
le THC-COOH et le OH-THC à une concentration de
1 pg/l. Ces résultats indiquent qu'avec une source APPI
on obtient une meilleure ionisation pour les composés
les moins polaires.
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Figure 3 : Chromatogramme d'un extrait sanguin d'un
conducteur impliqué dans un accident de circulation routiè¬
re ; THC mesuré à 1,5 pg/l à gauche ionisation en mode
APCI, à droite ionisation en mode APPI.

Tableau III : Validation de la méthode pour le dosage des cannabinoïdes dans le sang.
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Les méthodes que nous avons décrites, semblent adap¬

tées à l'analyse des stupéfiants recherchés dans le cadre

de la sécurité routière. Sur le tableau. IV sont reportés

les résultats que nous avons obtenus pour les contrôles
de qualité SFTA dans le sang ; à l'exception de 2

valeurs, les résultats rendus se trouvent dans l'interval¬
le de confiance.

Conclusion
Le spectromètre de masse en tandem couplé à un chro-
matographe en phase liquide est un outil particulière¬
ment bien adapté pour l'analyse des stupéfiants deman¬

dés dans le cadre de la circulation routière. Il est néces

saire de rechercher le mode d'ionisation le mieux adap¬

té à l'analyte à mesurer : ionisation electrospray (ESI),
chimique (APCI) ou photoionisation (APPI). Les
méthodes sont rapides, ne nécessitent pas de dérivation
préalable à l'injection, ce qui limite les problèmes liés
à l'encrassement et au nettoyage de la source. Plusieurs
classes de stupéfiants peuvent être recherchées et mesu¬

rées dans une même analyse chromatographique. La
recherche et le dosage des amphétamines sont égale¬

ment possibles par LC-MS/MS et ionisation en mode
electrospray. La méthode est en cours de validation au

laboratoire ce qui permettra d'obtenir opiacés, cocaïne
et ses metabolites ainsi que les amphétamines dans une
seule analyse LC-MS/MS après ionisation en mode
electrospray.

Tableau TV : Résultats des contrôles qualité des stupéfiants dans le sang (italique : intervalle des contrôles) (* : valeur en dehors
des limites).

année

Composés (pg/l)
2000 2001 2002

17-32 13-28,2

2003

3,4-8,8

2004

Morphine

Codéine

éthylmorphine
.

Benzoylecgonine

THC

THC-COOH

75

66-110

négatif

5,7

4,3-7,0

85*
37-75

175

94-191

91

54-120

15

7-23

25

53

30-90

79

64-109

83

61-103

4

2,6-6,8

21

14,3

8-20

8,6*
10-35

<1

0,2-1

7,4

36

18-45

14

6-28

49

36-64

41

24-67
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