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RESUME

Le thiodicarbe est un insecticide liquide de la famille des
carbamates anticholinestérasiques, dont Dactivité est en
partie liée a son principal produit de dégradation, le métho-
myl. Une femme de 40 ans est retrouvée sans vie dans son
véhicule au coté de plusieurs emballages de médicaments et
d’un flacon ouvert de Larvin® (thiodicarbe). L’autopsie ne
permet pas de déterminer l'origine de la mort, et laisse sus-
pecter; du fait des circonstances, une origine toxique dans un
but d’autolyse. Le contenu gastrique ainsi que les préléve-
ments sanguins et tissulaires effectués lors de I’examen post-
morten sont adressés au leboratoire pour analyses toxicolo-
giques. Ces analyses ont permis d’identifier dans le sang, les
urines et le contenu gastrique de la victime, plusieurs sub-
stances médicamenteuses, en particulier, le zolpidem, le bro-
mazépam, le nordiazépam et la lévoprémazine dont les
concentrations sanguines ont été retrouvées nettement supé-
rieures aux valeurs connues pour étre thérapeutiques. Les
dosages spécifiques du thiodicarbe et du méthomyl ont été
réalisés par CLHP-SM/SM a trappe d’ions dans ’ensemble

SUMMARY

Thiodicarb ‘is a non-systemic carbamate insecticide whose
acetylcholinesterase activity is related to its main methomyl
degradation product. A 40-year-old woman was found dead
in her car. Empty packages of medicines and an open bottle
of Larvin® containing thiodicarb were found near her body.
No signs of violence nor traumatic injuries were noticed
upon autopsy, and police investigations strongly suggested a
suicide. Post-mortem peripheral blood, gastric content,
urine, bile, vitreous humor; liver, kidney, lung, heart, and
brain samples were submitted for toxicological analysis.
Systematic analysis revealed the presence of various seda-
tives, hypnotics and antipsychotic drugs in blood, urine and
gastric content. Some of the compounds identified were
determined at blood concentrations well above the known
therapeutic concentrations. Specific analysis of thiodicarb
and of its methomyl metabolite was then performed on all
fluids and tissues collected during autopsy by liquid-chro-
matography ion-trap tandem mass spectrometry (LC-MS-
MS).
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des prélévements autopsiques. Le pouvoir anticholinestéra-
sique du sang, des urines et du contenu gastrique était res-
pectivement de 83, 82 et 32% (normale : 0%). L’analyse du
contenu de la bouteille découverte sur la scéne, confirmait la
nature du composé. Alors que le thiodicarbe n’a été mis en
évidence que dans le contenu gastrigue, son principal méta-
bolite a été dérecté dans la plupart des tissus et fluides autop-
siques analysés. Ceci peut s’expliquer par Iinstabilité du
thiodicarbe dans un environnement acide, tel que I’estomac.
Les concentrations de méthomyl mesurées dans la plupart
des tissus et/ou fluides sont compatibles avec les concentra-
tions mesurées dans des cas similaires, bien que ces der-
niéres soient sujettes & une importante variabilité.

La forte inhibition cholinestérasique est vraisemblablement
a lorigine d’une paralysie respiratoire et de troubles hémo-
dynamiques qui, conjugués & la toxicité des substances médi-
camenteuses également présentes en quantités importantes,
ont conduit & une dépression respiratoire majeure fatale en
I’absence de prise en charge thérapeutique rapide.

Introduction

Le thiodicarbe (CAS N°59669-26-0) est un insecticide
liquide de la famille des carbamates inhibiteurs des
cholinestérases. Commercialisé en France sous le nom
de Larvin®, le thiodicarbe était, avant son retrait du
marché en 2003, fréquemment utilisé dans les régions
viticoles pour le traitement des parcelles de vignes,
notamment dans la lutte contre les tordeuses de la grap-
pe et la pyrale (1, 2).

Sur le plan de sa structure chimique, le thiodicarbe est
composé de deux molécules de méthomyl (CAS
n°16752-77-5), autre carbamate anticholinestérasique,
reliées au niveau de leur groupement amine par un
atome de soufre (Figure 1).

Apres ingestion par voie orale, le thiodicarbe est rapi-
dement dégradé en méthomy] et en divers autres com-
posés intermédiaires instables tels que le méthomyl
oxime, le méthomyl méthylol, le méthomyl sulfoxyde
ou le méthomyl sulfoxyde oxime (3).

HSC ﬁ |cl) CH3
,C:N—O—-C—ITI—S—I\ll——C—O—N:C/
HaC—S CHs  CHs S—CH3
Thiodicarbe

HaC ﬁ
\
,C:N—O—C—IIJ—H
H3C—S CH3
Methomyl

Figure 1 : Structures chimiques du thiodicarbe et du métho-
myl.
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The anticholinesterase capacity of blood, urine and gastric
content collected at autopsy were 83, 82, and 32%, respecti-
vely (normal value: 0%). The presence of thiodicarb in the
bottle found near the body confirms the hypothesis of an
intake of that compound. Although thiodicarb was only
detected in gastric content, its methomyl metabolite was
guantified in most post-mortem tissues and fluids. This is
probably related to the poor stability of thiodicarb in an aci-
dic environment such as the stomach. Concentrations of
methomyl in tissues and fluids were consistent with those
measured in similar fatal cases, in spite of a large variabili-
ty in published results. Methomyl was found to distribute in
almost all tissues and fluids investigated.

Ir is thus suggested that the paralysis of respiratory muscles,
likely induced by methomyl, in addition to the toxic concen-
trations of respiratory depressant drugs such benzodiaze-
pines, could have facilitated death.

L’intoxication par une surdose d’un pesticide de type
carbamate anticholinestérasique provoque générale-
ment des manifestations proches de celles d’une intoxi-
cation organophosphoré avec classiquement, des signes
digestifs précoces, des signes d’intoxication muscari-
nique avec bradycardie, hypotension artérielle et dys-
pnée asthmatiforme, des signes d’intoxication nicoti-
nique avec coma convulsif, risque de choc hémodyna-
mique et paralysie (en particulier des muscles respira-

toires) (4). Le déces est souvent la conséquence de I’as-

phyxie provoquée par cette paralysie.

A notre connaissance, la littérature ne rapporte aucun
déces résultant d’une exposition au thiodicarbe. Nous
décrivons le cas d’un déces faisant suite a 1’absorption
volontaire de thiodicarbe et d’autres substances médi-
camenteuses, avec détermination des concentrations
tissulaires post-mortem de thiodicarbe et de son princi-
pal produit de dégradation, le méthomyl. Le dosage
spécifique de ces deux composés dans les différents
fluides et tissus prélevés lors de 1’autopsie a été réalisé
par chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse a trappe d’ions.

Cas médico-l1éga
-1ég 1

Une femme de 40 ans est retrouvée sans vie dans son
véhicule, avec a ses cotés, plusieurs emballages de médi-
caments vides et un flacon ouvert, étiqueté au nom de
LARVIN®. L’ autopsie pratiquée environ trois jours aprés
la découverte du corps ne permet pas de déterminer I’ori-
gine de la mort. En particulier, il n’y pas d’élément évo-
cateur de traumatismes ou d’une mort violente. Du fait
des circonstances particulieres entourant ce déces, une
origine toxique a visée suicidaire est envisagée.
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Les prélevements autopsiques suivants nous sont
adressés pour analyses toxicologiques : contenu gas-
trique, sang cardiaque et périphérique, urine, bile,
humeur vitrée, foie, rein, poumon, cerveau et cceur. Les
échantillons ont été conservés congelés a -20°C jusqu’a
analyse.

Matériels et Méthodes

Analyses toxicologiques

La recherche des alcools (éthanol, méthanol, acétone et
isopropanol) a été effectuée dans le sang périphérique
par chromatographie en phase gazeuse avec détection
par ionisation de flamme (CPG-FID).

La recherche des stupéfiants (opiacés, cannabinoides,
cocaines et amphétamines) a été réalisée par méthode
immunoenzymatique dans les urines et complétée par
une recherche dans le sang périphérique par CPG cou-
plée a la spectrométrie de masse (SM).

Une recherche élargie a été effectuée sur le sang péri-
phérique, les urines et le contenu gastrique par CPG-
SM et complétée par une recherche a large spectre au
moyen de la chromatographie en phase liquide couplée
a la SM en tandem a trappe d’ions (CLHP-SM/SM).
Pour cette derniére, [’usage d’une trappe d’ions permet
I’emploi d’un mode SM/SM particulier : I’exclusion
dynamique d’ions. Ce mode associé a des conditions
chromatographiques spécifiques (gradient sur 20
minutes) autorisent I’identification d’un grand nombre
de substances médicamenteuses ou non, via [ utilisa-
tion d’une bibliothéque spectrale construite en mode
SM/SM et contenant, & ce jour, un peu plus de 500
spectres. Les échantillons biologiques ont été analysés
apres extraction liquide-liquide en milieu alcalin et
acide. En cas de recherche positive, la quantification
des molécules identifiées était réalisée par CLHP-
SM/SM a trappe d’ions.

Du fait du contexte dans lequel le cadavre a été décou-
vert (présence a ses cotés d'un flacon étiqueté
Larvin®), une recherche spécifique du thiodicarbe et
du méthomyl a été effectué sur I’ensemble des préleve-
ments autopsiques.

Dosage spécifique du thiodicarbe et du
méthomyl

Réactifs

Le thiodicarbe, le méthomyl et le carisoprodol ont été
achetés chez SIGMA (France). L’ensemble des sol-
vants organiques et réactifs utilisés sont de qualité ana-
lytique. L’acétonitrile et le dichlorométhane provien-

nent de la société SDS (Peypin, France) ; le méthanol
et ’acide formique ont été obtenus chez Merck

(Darmstadt, Allemagne). L’eau purifiée est produite par
un systtme Waters-MilliQ® purification system
(Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France).

. Extraction des échantillons

Les échantillons sanguins, d’urine, de contenu gas-
trique (100 xL) et les extraits tissulaires (100 pL d’un
broyat obtenu a partir d’environ 100 mg de tissu frais,
placés dans 1 mL d’eau purifiée) sont extraits en milieu
basique par 2 mL de dichlorométhane aprés ajout de
10uL d’une solution de carisoprodol [200 mg/L dans le
méthanol], utilis€ comme étalon interne, et 100 yL de
carbonate de sodium a 20%. Apres agitation au vortex
durant 1 min et centrifugation a 3000 g pendant 5 min,
la phase organique est transférée dans un tube conique
puis évaporée a sec sous un courant d’azote a 40°C.
L’extrait sec est repris par 200 xL du mélange acide
formique 0,1% / acétonitrile (50/50 v/v), et 20 pL
d’échantillon sont injectés dans le systéme chromato-
graphique.

Instrumentation et conditions d’analyse

Le systeme utilisé est constitué d’un chromatographe
en phase liquide Surveyor® LC system couplé a un
détecteur de masse a trappe d’ions LCQ
Advantage®(ThermoElectron, Les Ulis, France).
L’ensemble est piloté par le logiciel dédié Xcalibur®.
La séparation chromatographique des analytes est
effectuée au moyen d’une colonne Hypurity® CI18
(150 x 2,1 mm d.i. ; 5-¢m ; ThermoHypersil-Keystone,
Les Ulis, France) maintenue a une température de
30°C. La phase mobile, constituée du mélange acide
formique 0,1% / acétonitrile (50/50 v/v), est délivrée a
un débit de 0,3 mL/min en mode isocratique.
L’interface d’ionisation est de type électrospray (ESI)
utilisée en mode positif. Les principaux parametres du
détecteur sont : tension entre 1’aiguille de nébulisation
et le corps de la source : 4 kV ; température de source
et de désolvatation de 1’azote : respectivement 200°C et
300°C; tension de I’électromultiplicateur : 400 V.
L’hélium ultrapur (99,995%) est introduit dans la trap-
pe en tant que gaz de collision (pression : 5.10” Torr).
Les données sont enregistrées en mode SM/SM et
acquisition de spectres complets (Mode « Full scan
MS/MS ») avec un balayage de m/z 120 a m/z 600. Les
spectres SM/SM sont obtenus aprées collision de I’ion
parent (ion pseudomoléculaire protoné [M+H]*) par
I’hélium [énergie de collision : 50% (unité arbitraire)].
Les ions parents et fils (correspondant au spectre
« complet » SM/SM), et les temps de rétention sont
présentés dans le tableau I.

Dans ces conditions, la limite de quantification pour le
thiodicarbe a pu étre déterminée a 0.5 mg/L dans le
sang total, et celle du méthomyl a 0,1 mg/L. Les
courbes de calibrations (5 points de gamme) étaient
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Tableau I : Temps de rétention (Tr) et fragments ionigues (ions parents et fils) du thiodicarbe, du méthomyl et du carisopro-
dol, utilisé comme étalon interne. L’ion fils souligné est employé pour la quantification.

Molécule Tr (min) Ton pareht G(n/z) Ions fils k(m/z)‘v'“"‘ - 'Spectré é()mplet SM/SM
Thiodicarbe 2,31. | 355 (M+H)* 163(100), 209(26), 193(17)

Méthomyl 1,76 163 (M+H)* 122(100), 88(63)
Carisoprodol 2,66 261 (M+H)* 176(100), 158(22), 200(11)

* Les valeurs entre parenthéses correspondent aux intensités relatives.

linéaires jusqu’a la concentration de 50 mg/L pour le
thiodicarbe et de 20 mg/L pour le méthomyl. Bien que
la validation compléte de la méthode de dosage du thio-
dicarbe et du méthomyl n’ait pas été réalisée selon les
critéres habituels, une simple mesure de la reproducti-
bilité intra-jour & partir d’échantillons sanguins (n=6)
surchargés 2 une concentration de 5 mg/L de thiodicar-
be et de méthomyl, montrait des coefficients de varia-
tions inférieurs a 10%.

Détermination de la capacité anticholi-
nestérasique

Le pouvoir anticholinestérasique du sérum, des urines
et du contenu gastrique a également été recherché,
selon une méthode adaptée de Mahieu P. et coll. (5). A
cet effet, I’activité cholinestérasique (dosage des choli-
nestérases) des trois matrices biologiques suscitées a
été déterminée au moyen du réactif Flex®
Pseudocholinestérase (Dade Behring, France).
Parallélement, 1’activité cholinestérasique d’un sérum
témoin a été mesurée. Dans un second temps, cette acti-
vité a été déterminée, pour chaque matrice, sur le
mélange constitué de 100 L de sérum témoin (T) et de
100 uL de sérum, d’urine ou de contenu gastrique (P),
aprés incubation de 1’ensemble pendant 15 minutes &
37°C. La capacité anticholinestérasique, exprimée en
pourcentage, est déterminée selon la formule suivante :

e A . W) 2x(activité dumélange T + P
Capacité anticholinestérasique =100X [l = ( 4 )

activité (T) +activité (P)
En I’absence de composés anticholinestérasiques dans
les matrices biologiques testées, cet index doit appro-
cher la valeur de 0%.

Résultats et discussion

La recherche d’alcools montre une éthanolémie tres
faible de 0,11 g/L. La recherche de stupéfiants dans le
sang périphérique et les urines est négative.

La recherche a large spectre pratiquée sur le sang péri-
phérique, I’urine et le contenu gastrique, révele la pré-
sence de nombreuses molécules psychotropes dont cer-
taines ont €té retrouvées a des concentrations sanguines
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nettement supérieures aux concentrations connues pour
étre thérapeutiques (tableau II).

11 convient de souligner que cette recherche élargie n’a
pas permis, dans nos conditions analytiques, d’identi-
fier lors des toutes premiéres analyses, le thiodicarbe
ou le méthomyl. Ce fait s’explique principalement par
la non disponibilité de ces molécules dans notre biblio-
theque spectrale construite en CLHP-SM/SM a trappe
d’ions (environ 500 spectres). Toutefois, le ré-examen
des chromatogrammes plusieurs jours apres les ana-
lyses initiales, montrait la présence de pics inconnus
qui, une fois les composés recherchés disponibles, cor-
respondaient clairement au thiodicarbe et & son méta-
bolite.

Par ailleurs, I’instabilité du thiodicarbe et du méthomyl
a températures élevées rend illusoire toute tentative de
détection par notre méthode de recherche élargie au
moyen de la CPG-SM (6, 7). Les rares méthodes pré-
sentées dans des cas similaires ont recourt le plus sou-
vent & une dérivation des molécules (6, 8, 9), parfois
méme aprés hydrolyse du méthomyl en son dérivé
oxime (10). Ce sont finalement les éléments de 1’en-
quéte policiére qui ont permis de nous orienter vers une
possible ingestion de thiodicarbe.

L’analyse du contenu du flacon étiqueté Larvin® et
retrouvé prés du corps de la victime, a permis de confir-
mer la nature du produit ingéré.

Tableau II : Concentrations sanguines des substances
médicamenteuses identifiées dans le liquide gastrigue, les
urines et le sang de la victime.

Concentration Concentrations
Composé sanguine thérapeutiques
identifié (mg/L) (mg/L)*
Zolpidem 287 0,08-0,15(0,20)
Lormétazépam 0,06 0,001-0,02
Nordiazépam 421 0,2-0,8(1,8)
Tétrazépam 035 0,05-0,60(1,0)
Bromazépam 2,39 0,08-0,17
Lévoprémazine 0,64 0,02-0,15

* Données extraites de “TIAFT reference blood list of therapeutic and toxic substances”

Document consultable 4 1’adresse suivante : http://www.tiaft.org/tmembers/ttvidx.himl
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Par ailleurs, la détermination de la capacité anticholi-
nestérasique du contenu gastrique, du sang et de 1’uri-
ne a révélé une inhibition trés importante des cholines-
térases d’un sérum témoin (83, 82 et 32% d’inhibition,
respectivement pour le liquide gastrique, le sang et
I’urine), objectivant ainsi la présence d’un composé au
fort pouvoir anticholinestérasique dans les matrices
étudiées.

Les concentrations de thiodicarbe et de méthomyl
déterminées dans les différents fluides et tissus autop-
siques sont présentées dans le tableau III. Une estima-
tion de la quantité de thiodicarbe ingéré n’a pas été pos-
sible du fait de la non mesure a 1’autopsie, du volume
total du contenu gastrique.

De part son importante instabilité en milieu acide, le
thiodicarbe se dégrade rapidement dans 1’estomac en
méthomyl et en divers autres composés dérivés (3),
expliquant probablement pourquoi, en dehors du conte-
nu gastrique, nous n’avons pas retrouvé de thiodicarbe
dans les différents prélévements analysés. Le métho-
my! a pu étre identifié et quantifi¢ dans la plupart des
tissus autopsiques. Les concentrations sanguines et tis-
sulaires sont compatibles avec celles décrites dans de
rares cas similaires, bien que les concentrations rappor-
tées soient particulierement disparates. A titre d’illus-
tration, dans plusieurs cas d’intoxications mortelles
imputées a 1’ingestion de méthomyl, les concentrations
~mesurées dans le sang périphérique et dans le foie
étaient retrouvées a des concentrations variant respec-
tivement de 0,003 a 63,5 mg/L et de non détectable &
1,2 mgrkg (8,9, 11).
Sur le plan de Ia distribution tissulaire, les concentra-
tions de méthomyl mesurées dans la plupart des tissus
sont plus élevées que dans le sang périphérique, suggé-
rant ainsi une distribution ante-mortem importante du
méthomyl, compatible avec le caractére lipophile de
cette molécule (12). Contrairement aux cas similaires
présentés par Moriya F. et coll., le méthomyl n’a pas
été identifié dans 'humeur vitrée, alors que ce milieu
est décrit par les auteurs comme une matrice de choix
pour la mise en évidence de cette molécule (8, 11).

A T’évidence, 'interprétation de ces données reste déli-
cate en raison : 1.) de la rareté des cas rapportés dans la
littérature ; 2.) de 1’absence d’information sur le délai
exact entre I’ingestion et le déces ; 3.) de I'instabilité
des composés soufrés tel que le méthomyl dans les pré-
levements post-mortem, y compris lorsqu’ils sont
congelés (8, 13) ; 4.) de I’existence possible d’un méta-
bolisme post-mortem du méthomyl via I’action des
estérases sanguines et tissulaires (8).

Les cas d’intoxications mortels faisant suite a I'inges-
tion de thiodicarbe et/ou de méthomyl sont trés peu

Tableau III : Concentrations de thiodicarbe et de métho-
myl déterminées dans les fluides et tissus biologiques pré-
levés lors de I’autopsie du corps de la victime.

Fluides ou Tissus Thiodicarbe Méthomyl
(mg/L) ou (mg/kg) | (mg/L) ou (mgfkg)

Contenu gastrique 243 199
Sang périphérique <LQ 0.7
Urine <LQ 8.5
Bile <LQ _ 5],

Humeur vitrée <LQ <LQ
Foie <LQ 07
Rein <LQ 1,7
Poumon <LQ 1,5
Cerveau <LQ 93
Ceeur <LQ 36

LQ : Limite de quantification

décrits, particulierement en France (aucun cas rapporté
pour le thiodicarbe).

Dans cette affaire, les investigations policiéres et judi-
ciaires ont conclus a une autolyse. Les analyses toxico-
logiques ne permettent pas d’imputer le décés a I’ab-
sorption exclusive de Larvin®. Toutefois, il est vrai-
semblable que l'importante inhibition cholinestéra-
sique liée a la présence de méthomyl dans 1’organisme
ait été a l'origine d’une paralysie respiratoire et de
troubles hémodynamiques sévéres, potentiellement
majorés par la présence, a des concentrations toxiques,
de substances médicamenteuses, dont certaines présen-
tent la particularité d’€tre dépresseurs respiratoires.
L’action conjuguée de ces molécules a pu conduire & un
coma et a une dépression respiratoire fatale en I'absen-
ce de prise en charge thérapeutique rapide.

Conclusion

Cette intoxication volontaire mortelle impliquant le
thiodicarbe est probablement une des seules rapportées
a ce jour. Il convient, toutefois, de souligner que ce sont
les informations recueillies au moment de la levée de
corps qui nous ont permis d’orienter nos investigations
toxicologiques vers ce puissant carbamate anticholi-
nestérasique. L’étude de la distribution tissulaire a per-
mis de confirmer I"imprégnation d’une grande partiec de
’organisme par le méthomyl aprés ingestion de thiodi-
carbe. Enfin, ce cas met en lumiére la difficulté de faire
procéder a la destruction effective des produits phyto-
sanitaires potentiellement dangereux dont le retrait du
marché a été décidé il y a déja plusieurs années.
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