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Résumé — Introduction : Malgré 1’essor des techniques chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse,
I’immunoanalyse revét toujours une importance capitale dans les laboratoires hospitaliers et de médecine légale. Nous
nous attacherons ici a décrire quels pourraient étre les protocoles a mettre en ceuvre pour utiliser ces tests immunochi-
miques sur des matrices non conventionnelles (sang total laqué, cheveux...) et sur les préparations nécessaires pour
analyser ces échantillons. Méthodes : Différentes techniques immunochimiques avec leur aptitude a accepter des ma-
trices dites alternatives seront évoquées. Une application utilisant une défécation du sang total avec de 1’acétone est
proposée. Quatre parametres importants en toxicologie (paracétamol, phénobarbital, digoxine et valproate de sodium)
ont été testés sur plasma et sur sang total avec cette technique. Les corrélations entre les résultats obtenus sont présen-
tées. Un point particulier est fait sur la préparation d’échantillons en vue de 1’analyse de matrices alternatives (cheveux,
humeur vitrée, salive...) avec des méthodes immunochimiques. Résultats : La procédure présentée ici pour 1’analyse
du paracétamol, du phénobarbital, de la digoxine et du valproate de sodium dans le sang total par méthode CEDIA
donne de bons résultats avec des corrélations satisfaisantes entre les valeurs obtenues sur plasma le jour du prélevement
et les valeurs obtenues sur sang total quelques semaines apres. Conclusion : Les avantages des tests immunochimiques
sont bien connus ; ils peuvent étre automatisables, permettent une grande cadence et un résultat rapide. Leur utilisation
en toxicologie médico-légale reste compliquée par la nature des échantillons disponibles. S’ils peuvent étre utiles dans
un but de screening, une confirmation par méthode chromatographique reste indispensable.

Mots clés : Immunoanalyse, matrices alternatives, préparation d’échantillons

Abstract — Introduction: Despite the breakthrough of chromatographic techniques coupled to mass spectrometry,
immunoanalysis is still a key component of the various techniques used in clinical or forensic toxicology. This article
describes different procedures to use immunoassays on unconventional biological matrices such as clotted blood or hair
specimens. A focus is made on sample preparation needed to analyse such matrices. Methods: Various immunoassay
techniques and their ability to accept unconventional matrices are discussed. An application using protein precipita-
tion with acetone is proposed for the analysis of four relevant compounds in toxicology: valproic acid, acetaminophen,
digoxin and phenobarbital. Correlations between results obtained on plasma and whole blood after several weeks of
storage are presented. A focus is made on sample preparation for hair specimens, vitreous humor and saliva before
analysis with immunoassay tests. Results: The procedure presented for the analysis of valproic acid, acetaminophen,
digoxin and phenobarbital with CEDIA reagents gives satisfactory results in whole blood. Good correlations are ob-
tained between whole blood and plasma for the same samples. Conclusion: Advantages of immunoassay testing are
well known, it is a high capacity, rapidity and possibility of automation. The use of immunoassays in forensic toxicol-
ogy is complicated by the nature and the quality of the samples available. These immunochemical methods can serve
as screening techniques but confirmation of positive results is always recommended.
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1 Introduction en routine dans la plupart des laboratoires de toxicologie hos-
pitaliers ou médico-1égaux. Si ces techniques spécifiques et
sensibles sont devenues indispensables, I’immunoanalyse tient
toujours une place importante dans 1’éventail des techniques

* Correspondance : Bertrand Brunet, Tél. 05 49 44 41 14, analytiques dont dispose le toxicologue. Les avantages de
Fax 05 49 44 49 55, bertrand.brunet@chu-poitiers.fr I’immunoanalyse ont été largement décrits [1]. La possibilité

Les techniques chromatographiques en phase liquide ou
gazeuse couplées a la spectrométrie de masse sont utilisées
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d’automatisation, une grande cadence et des résultats rapides
sont les atouts de ces techniques largement utilisées en toxi-
cologie clinique pour leur aptitude a répondre a I’'urgence. La
sensibilité de ces tests immunochimiques doit étre adaptée & la
substance a doser et la spécificité doit &tre maximale pour li-
miter le risque de résultats faussement positifs. Les tests com-
merciaux utilisables en toxicologie clinique ou en médecine
1égale sont validés par les fournisseurs et font I’objet d’un mar-
quage CE (Communauté Européenne) garantissant leur perfor-
mance sur une ou plusieurs matrices données (urine, plasma,
sang total. . .).

L’immunochimie est un ensemble de techniques diverses
qui regroupe des méthodes basées sur la réaction entre un an-
tigéne et un anticorps. Différentes techniques ont été déve-
loppées depuis les années 1970 : RIA (radio immuno assay),
EMIT (enzyme multiplied immunoassay technique), EIA (en-
zyme immuno assay), ELISA (enzyme linked immuno sorbent
assay), FPIA (fluorescence polarization immuno assay), CE-
DIA (cloned enzyme donor immuno assay), immunochro-
matographie... Ces techniques basées sur le méme principe
se classent en deux catégories suivant la présence ou non
d’une étape de séparation ou de lavage permettant d’élimi-
ner des substances potentiellement interférentes. Il existe donc
des techniques en phase homogene sans étape de séparation
(EMIT, CEDIA, FPIA) ou en phase hétérogene avec étape de
séparation (RIA, ELISA, EIA) [2]. Cette distinction sera im-
portante sur la capacité de ces tests a accepter différentes ma-
trices ainsi que sur leur niveau de sensibilité.

En effet, le toxicologue peut souhaiter utiliser parfois des
tests immunochimiques de manieére étendue, c’est-a-dire sur
une matrice non initialement prévue pour ce test. C’est le cas
des laboratoires de médecine 1égale qui ne disposent pas sys-
tématiquement d’urine ou de plasma. Souvent le sang prélevé
apres autopsie est de mauvaise qualité, laqué, coagulé et im-
possible a centrifuger pour obtenir du plasma. Dans un but
de screening pour obtenir des indications rapides, il est pos-
sible d’utiliser des tests immunochimiques sur des matrices
non conventionnelles.

Cet article expose les différentes procédures décrites dans
la littérature pour la préparation d’échantillons avant leur ana-
lyse en immunochimie. Dans une premiere partie différentes
techniques pour I’analyse du sang total sur des tests en phase
homogene sont évoquées avec pour I'une d’elle, une applica-
tion sur quatre parametres importants en toxicologie (paracé-
tamol, phénobarbital, digoxine et valproate de sodium). Dans
une seconde partie, I'utilisation de tests immunochimiques
pour I’analyse de matrices alternatives comme les cheveux, la
salive, ’humeur vitrée ou les tissus est abordée.

2 Préparation d’échantillons pour analyse
du sang total en immunochimie

Dans de nombreux laboratoires de toxicologie ayant la
double compétence en clinique hospitaliere et en médecine 1é-
gale, les automates d’analyses en immunochimie sont des ou-
tils indispensables de par leur rapidité et leur flexibilité. Ils
permettent le dosage de nombreux médicaments dans le sérum
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et la recherche de diverses drogues dans 1’urine. Cependant
dans de nombreux cas, notamment en médecine 1égale, seul le
sang total (de qualité variable selon les circonstances et le délai
post-mortem) est disponible. Selon le principe du test immu-
nochimique, I’analyse du sang total sera possible avec ou sans
préparation.

En effet tous les tests immunochimiques en phase hétéro-
gene sont assez flexibles quant a la nature de 1’échantillon uti-
lisé. Ceci est dfi a la conception méme du test qui comprend
une phase de séparation entre la substance a doser qui est liée
aux anticorps immobilisés sur le test et les substances interfé-
rentes non liées [2]. Cette étape peut étre un lavage dans le cas
des tests ELISA ou microplate EIA (mEIA), une chromatogra-
phie dans le cas des immunotests a flux latéral ou encore une
centrifugation pour les tests RIA. Les étapes de lavage sont tres
efficaces et permettent aux tests ELISA et mEIA d’accepter di-
verses matrices et notamment du sang total sans pré-traitement
particulier. Toutefois ces tests sont plus cofliteux que les tests
en phase homogene et leur automatisation n’est intéressante
que lorsque I’on effectue de grandes séries.

Les tests en phase homogeéne ne comportent pas d’étape
de lavage et sont donc beaucoup plus sensibles a la nature de
I’échantillon utilisé. Ils sont en général destinés a une matrice
bien définie : sérum pour les médicaments, urine pour la re-
cherche de drogues ou certaines classes de médicaments. Le
taux de protéines, la turbidité du sérum, ou encore les résidus
d’hémoglobine peuvent perturber les tests et entrainer 1’ appari-
tion de messages d’erreur [3]. Pour étre utilisables sur d’autres
matrices que celle prévue a 1’origine, les procédures de ces
tests vont donc devoir étre adaptées. Une étape de préparation
du sang total (extraction, dilution, précipitation) va devoir étre
pratiquée pour rendre 1’échantillon utilisable. Une calibration
sur la nouvelle matrice ainsi qu’une modification des seuils de
sensibilité doit aussi étre envisagée. En effet le seuil de dé-
tection des drogues dans I’urine n’est pas compatible avec les
concentrations recherchées dans le sang.

De nombreuses procédures sont disponibles dans la litté-
rature pour la préparation du sang total : précipitation par le
méthanol [4, 5], I’acétone [6-8], I’acide trichloracétique [9], le
dimethylformamide [10] ou encore le sulfate de zinc [11]. Une
extraction liquide-liquide reste évidemment possible méme si
le temps d’extraction limite I’intérét de 1’ utilisation de I’immu-
nochimie par la suite. Un mélange de chloroforme et d’étha-
nol [12] ou encore du chlorobutane seul [13] peuvent étre
utilisés pour I’extraction. Globalement n’importe quelle tech-
nique d’extraction liquide-liquide ou SPE utilisée avant une
méthode chromatographique peut étre employée a condition
de reprendre I’extrait final par un tampon adapté ou du sé-
rum physiologique. Certains auteurs préconisent aussi une
simple dilution de I’échantillon de sang total dans le sérum
physiologique [14].

Iwersen-Bergmann et Schmoldt, en 1999, ont testé le pas-
sage des échantillons de sérum et de sang total sur un auto-
mate Hitachi 911 avec des réactifs CEDIA® DAU destinés
a 'urine [15]. Ils ont comparé des calibrations faites avec
les réactifs urinaires puis avec des calibrateurs reconstitués
dans le sérum et le sérum hémolysé. Ils n’ont pas constaté
de différence significative en termes de signal sur les trois
différentes méthodes de calibration. Apres des essais sur des
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échantillons réels, ils concluent que cette méthode sans pré-
traitement est possible pour le dosage des drogues (amphé-
tamine, benzoylecgonine, morphine et THC-COOH) et pour
certains médicaments (méthadone et benzodiazépines) dans le
sang. Les auteurs signalent cependant que sans aucune adapta-
tion des seuils analytiques de la technique immunochimique,
le dosage des amphétamines n’est pas assez sensible (seuil
a 500 ng/mL). Les autres seuils utilisés (15 ng/mL pour le
THC-COOH et 100 ng/mL pour les autres analytes) ne sem-
bleraient d’ailleurs pas satisfaisants actuellement. Il faut ajou-
ter que les auteurs rapportent aussi d’inévitables problemes de
pipetage de I’automate lorsque 1’échantillon est trop visqueux.

Le meilleur compromis entre rapidité de préparation et
qualité de 1’échantillon semble étre obtenu apres défécation
ou précipitation. Les publications utilisant cette technique de
préparation sont les plus nombreuses. L’acétone semble étre
utilisée le plus fréquemment, le surnageant obtenu est moins
coloré avec moins de particules en suspension par rapport aux
précipitations par le méthanol [16]. Les auteurs de cette der-
niere publication rapportent une technique simple de déféca-
tion a 1’acétone adaptée d’un article de Lillsunde et coll. [17].
Un millilitre de sang total est placé dans un tube a hémolyse.
Tout en vortexant le tube pendant une minute, 3 mL d’acé-
tone sont ajoutés. L’ensemble est centrifugé a 4000 tr/min pen-
dant 5 min. Le surnageant est récupéré puis évaporé pendant
approximativement 15 min, temps nécessaire pour évaporer
uniquement I’acétone contenu dans le surnageant. Le reste de
surnageant est centrifugé de nouveau a 9000 tr/min pendant
3 min. Le surnageant obtenu est alors analysable en immuno-
chimie. Dans cette publication les auteurs utilisent cette pro-
cédure pour doser les opiacés, les amphétamines et les can-
nabinoides dans le sang total par technique EMIT. Les seuils
de positivité de la méthode ont été abaissés en augmentant la
prise d’échantillon par I’automate. Les seuils obtenus sont de
60 ng/mL pour les amphétamines, 50 ng/mL pour les opia-
cés et 10 ng/mL pour les cannabinoides. 50 a 100 échan-
tillons réels ont été analysés par cette technique, les auteurs
rapportent une sensibilité de 100; 85,7; 97,6 % et une spéci-
ficité de 83,3; 93,3 et 51,0 % respectivement pour les opia-
cés, les cannabinoides et les amphétamines. Comme pour la
plupart des tests immunochimiques sur le marché, les amphé-
tamines présentent la plus faible spécificité. Cependant 1’im-
portant pour ce genre de test servant uniquement dans un but
de screening est avant tout de minimiser les faux négatifs, les
auteurs estiment que cette technique relativement rapide est
utilisable en routine dans un laboratoire de toxicologie.

Dans un article de 2003, Kroener et coll. comparent les
performances de 4 tests immunochimiques pour le dosage de
6 classes de drogues ou médicaments (opiacés, cocaine, am-
phétamines, cannabis, méthadone et benzodiazépines) dans le
sang total [18]. Deux tests en phase homogene (FPIA : Adx;
CEDIA : Hitachi 911) et deux tests en phase hétérogéene mEIA
(Mashan MTP et Pyxis 24) sont évalués. Le pré-traitement
pour I’analyse en FPIA est une simple défécation de 1 mL de
sang par 1 mL d’acétone puis centrifugation et analyse directe
du surnageant. La procédure avant analyse par réactif CEDIA
est similaire a celle décrite précédement par Hino et coll. Pour
les deux tests en phase hétérogene le sang total est utilisé di-
rectement sans pré-traitement selon les recommandations des
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fournisseurs. Apres analyse de plus de 80 échantillons réels,
les seuils de positivité respectifs des tests ont été revus. Pour
les deux tests en phase homogene les seuils ont été abaissés
pour améliorer la sensibilité, et pour les tests en phase hétéro-
gene les seuils ont été 1égerement augmentés pour diminuer le
nombre de faux positifs. Les résultats obtenus montrent peu de
différence entre les deux types de tests (homogene ou hétéro-
gene), la sensibilité étant d’environ 90 % pour les tests FPIA
et CEDIA et de 95 % pour les tests en mEIA. La spécificité est
de 80 % environ pour les quatre tests. Les auteurs concluent en
indiquant que la différence de sensibilité n’est pas primordiale
compte tenu des différences de prix de revient (les tests mEIA
étant beaucoup plus coliteux).

Ces différentes publications portent sur 1’analyse des
drogues dans le sang a I’aide de réactifs initialement destinés
a l'urine. Il est donc nécessaire d’adapter les seuils de positi-
vité aux concentrations retrouvées dans le sang, voire de faire
de nouvelles calibrations avec la matrice issue du sang total.
Une validation de la nouvelle application est indispensable si
elle doit étre utilisée en routine dans un but de screening avant
confirmation.

Dans le but d’évaluer cette procédure de défécation a 1’acé-
tone, il nous a semblé utile de tester la différence entre les do-
sages effectués en routine sur du plasma puis sur les mémes
prélevements des dosages sur sang total apres défécation. Pour
cela quatre parametres utiles en pharmacologie ou toxicolo-
gie ont été choisis : le paracétamol, le phénobarbital, 1’acide
valproique et la digoxine. Les dosages de patients hospitalisés
ont été réalisés une premiere fois le jour méme du préleve-
ment sur du plasma avec des réactifs CEDIA® (Microgenics).
Puis 3 a 5 semaines plus tard (les tubes ayant été conservés
a 4 °C), un nouveau dosage est effectué sur sang total apres
défécation selon la procédure décrite par Hino et coll. Apres
évaporation de 1’acétone le surnageant est complété avec du
sérum physiologique pour obtenir un volume final de 1 mL et
ainsi permettre une comparaison des quantifications. Le surna-
geant est réanalysé avec des réactifs CEDIA® sur un automate
CD x 90 (ThermoFisher). 10 a 12 échantillons par parametre
ont été testés permettant d’étudier la corrélation entre les résul-
tats obtenus sur plasma et sur sang total apres prise en compte
du facteur de distribution entre le plasma et le sang total pour
chaque analyte (rapport plasma/sang total respectivement de
1,0; 0,93; 1,8 et 0,93 pour le paracétamol, le phénobarbital,
I’acide valproique et la digoxine). Des échantillons négatifs
n’ont pas montré d’interférence avec les différents dosages.
Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 1.

Les corrélations obtenues sont bonnes, une tendance a la
sous-estimation étant cependant notée avec la technique de dé-
fécation plus spécialement pour le phénobarbital qui donne des
résultats entre 70 et 75 % de ceux obtenus sur plasma. Une
certaine instabilité de la molécule ou une variabilité dans la
distribution entre plasma et sang total par rapport au coeffi-
cient théorique font partie des explications possibles a ce phé-
nomene. Quoi qu’il en soit lors d’une analyse médico-légale,
il est donc possible a partir de tests immunochimiques sur du
sang total d’avoir une bonne indication sur la prise ou non
d’un médicament voire sur la possibilité d’une intoxication.
Ces tests restant plus ou moins semi-quantitatifs, une confir-
mation s’impose.

71



Annales de Toxicologie Analytique 2010; 22(2): 69-74

Paracétamol
250

R=0,998

pa/mL

o] 50 100 150 200 250
HgimL

Phénobarbital

R=0998

pg/mL
b

a 10 20 3o 40 o0 L] 70
paimL
Acide valproique
60 R =0,900 .

pgimL
&

y=091x%

ﬂ T T T T T 1
40 50 0 70 a0 80 100
pa/mL
Digoxine

50 A R=0,987

paimL

Fig. 1. Corrélations entre les dosages effectués sur plasma puis sur
sang total avec les réactifs CEDIA®. En abscisse : résultats obtenus
pour le plasma multipliés par la valeur du rapport de distribution sang
total/plasma. En ordonnée : résultats pour le sang total obtenus apres
défécation a 1’acétone.
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3 Préparation d’échantillons pour analyse
de matrices alternatives en immunochimie

Outre le sang total, les laboratoires de toxicologie médico-
1égale sont amenés a traiter de nombreuses autres matrices no-
tamment lorsque le sang et ’'urine ne sont pas disponibles.
Dans un souci de rapidité et aussi d’une faible prise d’échan-
tillon les tests immunochimiques peuvent étre utilisés dans un
but de screening sur d’autres matrices.

3.1 Les cheveux

Les cheveux sont devenus a I’heure actuelle une matrice
incontournable dans différents domaines de la toxicologie
(médico-1égal, dopage, médecine du travail, restitution du per-
mis de conduire). La préparation pour I’analyse des cheveux
en immunochimie n’est pas différente de celle pour la spectro-
métrie de masse. En effet la préparation est une méthode clas-
sique en trois étapes : décontamination, broyage ou découpage
puis incubation. La seule différence intervient au final pour la
reconstitution de 1’extrait. La préparation des échantillons de
cheveux étant abordée ailleurs dans ce numéro spécial des an-
nales de toxicologie analytique, nous nous attarderons unique-
ment sur les points particuliers des analyses en immunochimie.
Deux points cruciaux sont a prendre en compte pour 1’analyse
de cheveux en immunochimie [19] :

— les anticorps doivent &étre dirigés contre les molécules
meres ou les métabolites rencontrés dans les cheveux (co-
caine, 6-acetylmorphine...);

— la sensibilité du test doit étre adaptée aux concentrations
généralement rencontrées dans les cheveux.

Ces caractéristiques font que seuls les tests en phase hétéro-
gene sont a I’heure actuelle suffisamment sensibles. Les ana-
lyses de cheveux sont faites essentiellement par techniques
ELISA ou mEIA, voire plus rarement par RIA.

3.2 La salive

L’intérét de la salive en tant que matrice alternative est
grandissant depuis la mise en service des tests immunochi-
miques pour le dépistage des stupéfiants dans le cadre de la
conduite automobile. La plupart des tests actuellement sur le
marché sont des immunotests a flux latéral (immunochroma-
tographie). Le traitement de 1’échantillon dans ce cadre est mi-
nimisé, il s’agit le plus souvent d’une simple dilution dans un
tampon permettant d’extraire les composés du collecteur uti-
lisé pour récupérer la salive [20]. Ces tampons, dont la compo-
sition est difficile a obtenir aupres des fournisseurs, ont un role
prépondérant pour la récupération des analytes et notamment
du 49-THC, composé tres lipophile et difficile a extraire du
collecteur. Enfin comme pour les cheveux les anticorps doivent
étre dirigés contre les molécules présentes dans la salive et non
contre les métabolites urinaires comme ce fut le cas pour de
nombreux tests salivaires avec le 49-THC-COOH. La sensibi-
lité du test doit 1a aussi étre adaptée aux concentrations géné-
ralement rencontrées dans la salive et une fois encore cela pose
le probleme du 49-THC, tres peu excrété dans la salive, pour
lequel les seuils des tests immunochromatographiques actuels
sont pour la plupart insuffisants.
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3.3 Lhumeur vitrée

L’humeur vitrée peut étre un préleévement utile en toxicolo-
gie médico-1égale. Plusieurs publications traitent de son utili-
sation pour un screening de différentes drogues. Lin et coll. en
1997 ont étudié le dosage des opiacés dans I’humeur vitrée par
technique FPIA [21]. Chronister et coll en 2001 et 2008 ont
étudié le dosage des opiacés et de la cocaine dans 1’humeur
vitrée par technique CEDIA® [22, 23]. Enfin Fucci et coll.
en 2006 ont testé la possibilité d’utiliser I’humeur vitrée sur
des immunotests a flux latéral [24]. Pour tous ces articles les
auteurs ne préconisent aucune préparation d’échantillon autre
qu’une centrifugation. La sensibilité des tests doit étre adap-
tée, il convient de prendre en compte que les xénobiotiques ne
se distribuent pas tous dans I’humeur vitrée, notamment ceux
qui sont les plus liés aux protéines plasmatiques.

3.4 Tissus et autres fluides biologiques

Peu de données sont disponibles dans la littérature sur
I’analyse de bile, de contenu gastrique ou de tissus a 1’aide
de tests immunochimiques. Une publication de Slightom en
1978 traite de I'utilisation de I’'immunoanalyse sur des échan-
tillons de bile et de tissus [12]. En 1997, Moore et coll. pré-
sentent 1’utilisation de tests ELISA pour le screening de neuf
classes de substances (amphétamines, metamphétamines, bar-
bituriques, benzodiazépines, cocaine, LSD, opiacés, cannabi-
noides et PCP) sur du sang post-mortem ou des tissus [25].
Malheureusement la préparation des échantillons de tissus, de
bile ou de fluides de décomposition n’est pas décrite dans cet
article. Globalement, comme pour les cheveux, la préparation
de ce type d’échantillon n’est pas différente de ce qui est fait
avant une technique chromatographique : dilution de la bile
ou du contenu gastrique, homogénéisation des tissus avant ex-
traction liquide-liquide ou par SPE. La reprise de I’extrait sec
se fait par un tampon approprié pour le test immunochimique
choisi.

4 Conclusion

La variété des tests immunochimiques, leur rapidité et leur
grande cadence en font des outils indispensables a un labo-
ratoire de toxicologie. Mais leur utilité en toxicologie notam-
ment médico-légale est limitée par la nature des échantillons
qui peuvent étre analysés avec ce type de technique. Les tests
en phase hétérogene du type ELISA sont plus flexibles sur ce
point et peuvent étre utilisés sur une gamme de prélevements
plus large. De nombreuses procédures sont disponibles dans la
littérature pour élargir la gamme des prélevements accessibles
pour les automates utilisant une technique en phase homogene.
En routine de telles procédures peuvent étre appliquées mais
elles demandent un travail de validation du test immunochi-
mique sur la nouvelle matrice. Par ailleurs elles ne doivent ser-
vir que de technique de screening et tous les résultats positifs
devront étre confirmés par une méthode chromatographique
plus spécifique.

Conflit d’intérét. Les auteurs déclarent ne pas avoir de conflit
d’intéreét.

B. Brunet et coll.
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