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O1. Le bisphénol A : le prochain scandale sanitaire pourra-t-il
étre évité ?

L.P. Anger', P. Kintz?

'Université de Rennes 1; *X-Pertise Consulting, Oberhausbergen
Introduction : Le bisphénol A (BPA) est une substance chimique de synthese
retrouvée dans les revétements de différents récipients a usage alimentaire
(boites de conserve, canettes, bouteilles plastiques ou biberons, par exemple).
Par chauffage au four a micro-ondes ou dans un lave-vaisselle, le BPA est
libéré et peut migrer dans I’aliment placé au contact de 1’emballage. Bien
qu’il possede une faible activité oestrogénique, le BPA est suspecté d’étre
un « perturbateur endocrinien » comme le fut un médicament de structure
trés proche : le diéthylstilbestrol ou Distilbéne®, utilisé aprés la seconde
guerre mondiale chez les femmes enceintes pour consolider leur grossesse
et qui entraina un certain nombre d’anomalies génitales chez leurs enfants
parvenus a I’age adulte.

Méthodes : Les auteurs se proposent de faire le point sur les acquis toxico
cinétiques et toxicologiques concernant le BPA, ses effets suspectés chez
I’homme ainsi que les études analytiques permettant d’estimer le niveau de
I’imprégnation de la population en général.

Résultats : Massivement produit (plus de 3 millions de tonnes par an dans le
monde) et dispersé dans I’environnement depuis plusieurs décennies, le BPA est
couramment retrouvé dans I’organisme d’une large majorité de la population,
quel que soit 1’age. Les premieres études de toxicité expérimentale menées
chez le rat et 1a souris n’ont pas mis en évidence d’effets significatifs a court ou
a long terme. Cependant des travaux récents montrent que le BPA peut induire
une puberté précoce, des altérations de 1'utérus, du vagin et de 1’ovaire chez
les animaux femelles tandis que, chez les males, on peut observer des effets
sur ’appareil génital (hypotrophie testiculaire, hypertrophie prostatique...) et
sur la fertilité. Les mesures effectuées dans le sang, I’urine, le lait maternel et
autres tissus indiquent que plus de 90 % des personnes vivant dans les pays
occidentaux sont exposés au BPA, notamment les enfants [Becker K. et al.
Phtalates metabolites and bisphenol A in urine of German children. Int. J. Hyg.
Environ. Health 2009; 212: 685-92]. Dans son récent rapport paru en juin 2010,
I'INSERM (Bisphénol A. Effets sur la reproduction. Rapport préliminaire.
Inserm, 2 juin 2010) estime que I’homme adulte ingeére en moyenne, par le biais
de son alimentation, 0,03 ug de BPA/kg de poids corporel et par jour. De son
coté, dans son avis de janvier 2010, I’Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire
des Aliments (AFSSA) considere, d’apres les données de la littérature que
I’exposition des nourrissons résultant a la fois du biberon et de I’emballage du lait
maternisé se situeraitentre 0,2 et 2 ug de BPA/kg de poids corporel et par jour, soit
10 a 100 fois plus qu’un adulte. Ces valeurs restent toutefois bien inférieures
ala DJA fixée a 50 pg/kg de poids corporel et par jour en 2007 par I’ Agence
Européenne de Sécurité Alimentaire (EFSA).

Conclusion : Comme le souligne I'INSERM, il est difficile de transposer
les résultats de toxicité expérimentale a ’homme car trop peu d’études
épidémiologiques ont évalué a court et along terme, les effets d’une exposition
au BPA sur la fonction de reproduction. Ces études constituent néanmoins
des « signaux d’alerte » dont il serait dangereux de ne pas tenir compte a
I’avenir. En vertu du principe de précaution bien cher a nos institutions et
sur recommandation de I’AFSSA, le Sénat puis I’ Assemblée nationale ainsi
que la CEE viennent d’interdire récemment en France la fabrication et la
commercialisation des biberons contenant du BPA.
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02. Pignons de pin et dysgueusie... 2 ans plus tard

E._Flesch', J. Daoudi?, I. Blanc Brisset}, F. Rigaux-Barry*, L. Lasbeur?,
S. Sinno-Tellier?, P. Saviuc®, R. Garnier®
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de Veille Sanitaire, Saint-Maurice, France; *Centre Antipoison et de
Toxicovigilance, Marseille, France; *Centre Antipoison et de Toxicovigilance,
Nancy, France; °Centre de Toxicovigilance, Grenoble, France; °Centre
Antipoison et de Toxicovigilance, Paris, France; avec la collaboration des
CAPTV de Angers, Bordeaux, Lille, Lyon, Marseille, Nancy, Paris, Rennes,
Strasbourg et Toulouse

Introduction
consommation de pignons de pin et identifiée en juillet 2008 par le centre
antipoison et de toxicovigilance (CAPTV) de Strasbourg, a déja donné lieu a
une communication au congres de la SFTA en juin 2009 (66 cas répertoriés
au niveau national jusqu’en avril 2009). Devant le nombre croissant de cas,

La problématique d’une dysgueusie induite par la

le comité de coordination de la toxicovigilance (CCTV) a diligenté une étude
afin de décrire de maniere qualitative et quantitative les effets toxiques aigus
rapportés aux CAPTV nationaux.

Meéthode : Interrogation du systeme d’information commun des CAPTV
frangais qui regroupe les données des 10 CAPTV. L’analyse descriptive des
cas a été réalisée sur les données enregistrées entre le 13 mars 2008 (date
d’enregistrement du 1¢ cas) et le 31 janvier 2010.

Résultats : Les CAPTV ont recensé 4851 cas d’exposition aux pignons
de pin, dont 70 % (n=3403) étaient symptomatiques. Le nombre de cas a
brutalement augmenté a partir de mai 2009 pour atteindre un pic épidémique
en aolt 2009 avec 697 cas symptomatiques. Les régions les plus touchées
étaient la Provence-Alpes-Cote-d’ Azur, I'Tle-de-France et I’ Alsace. Le sexe
ratio H/F était de 0,6 et la classe d’dges la plus représentée celle des 30-39 ans.
Parmi les symptdmes rapportés on notait une dysgueusie dans 91,4 % des cas,
avec un délai médian d’apparition de 24 heures et une durée des symptomes
inférieure a 3 jours dans 76 % des cas (n=1357). La quantité absorbée a été
évaluée dans 36,8 % des dossiers et variait de 2 a 500 grammes. Les pignons
consommés étaient crus ou cuits et quinze marques commerciales différentes
ont été répertoriées.

Discussion : Les premiers cas de dysgueusie aprés consommation de pignons
de pin ont été décrits en Belgique en 2000. Des cas sporadiques ont, depuis,
été rapportés dans plusieurs pays. Un seul cas (californien) a fait I’objet
d’une publication [J Med Toxicol. 2010; 6: 158-159]. En France, le nombre
de cas observés depuis le printemps 2008 est trés important et les CAPTV
continuent d’enregistrer 5 a 10 cas par jour. Les caractéristiques cliniques
de cette dysgueusie sont: son apparition différée, sa durée prolongée, une
dose « déclenchante » tres faible (des 2 pignons) et une susceptibilité
individuelle. L’agent causal, non identifié pour le moment, pourrait &tre
une toxine présente dans certaines variétés de pignons. Un mécanisme
neurotoxique ou lésionnel au niveau du récepteur peut étre évoqué. Pour
identifier les différentes especes de pignons de pin, une analyse chimique
des profils d’acides gras (en particulier le dosage des esters méthyliques) est
en cours, selon une méthode proposée par Destaillats et coll. [J Agric Food
Chem. 2010; 58: 2082-2087].

Conclusion :
la méconnaissance de la nature de la toxine ainsi que de son mécanisme
physiopathologique justifient de poursuivre les investigations et la surveillance
des cas d’intoxication, d’informer les consommateurs en leur recommandant
d’éviter la consommation de pignons de pin, et de poser la question des

L’incidence du phénomene, son caractere endémique et

mesures de controle et de gestion a prendre en France notamment en termes
de limitation des importations.
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03.Bilande 5 ans d’assistance sur le theme de la biométrologie
en réponse aux questions des préventeurs en santé au travail
E. Pilliere

Département Etudes et Assistance Médicales, INRS, Paris, France
Introduction : La surveillance biologique des expositions professionnelles
ou biométrologie (SBE) est un des éléments d’évaluation de 1’exposition
des travailleurs manipulant des produits chimiques ; cette méthode est a
privilégier par rapport a la métrologie des atmospheres dans certains cas pour
assurer la tracabilité des expositions professionnelles.

Méthode : Nous avons repris les demandes d’assistance des 5 derniéres
années (2005-2009) adressées au département EAM de I'INRS qui ont donné
lieu a des réponses écrites. Au total pres de 800 réponses écrites en toxicologie
ont été recensées et parmi elles, 120 questions avaient pour théme principal
la SBE. Une étude récente réalisée en 2006 auprés des laboratoires de
toxicologie frangais avait montré que le nombre de prescriptions d’examens
de biométrologie en France dans le cadre de la SBE avoisinait les 130 000.
Résultats : Les demandes dans le domaine de 1a SBE émanent principalement
(pour plus de 95 %) des médecins du travail : la nécessité d’une prescription
médicale pour les examens de biométrologie en est certainement la principale
raison ; les autres interlocuteurs sont les laboratoires, les organismes de
contrdle et, depuis peu, les infirmieres en santé au travail et les autres acteurs
de prévention dans I’entreprise. Le plus grand nombre de questions concerne
les métaux comme le cadmium, le nickel, le chrome et bien sur le plomb
(probablement parce que la plombémie est la seule valeur limite biologique
contraignante en France) suivis des cancérogeénes, mutagénes et toxiques
pour la reproduction avec en particulier le benzéne, et les hydrocarbures
aromatiques polycycliques. Les secteurs d’activité les plus cités sont le
soudage, le traitement de surface, le secteur du nettoyage a sec et de la santé.
Les questions sont principalement centrées sur le choix du ou des biomarqueurs
les plus pertinents et sur I’interprétation des résultats. Elles deviennent de
plus en plus complexes (problématiques des mélanges, de la variabilité,
des horaires atypiques de travail...) et concernent de nouvelles substances
(1,3-butadiene, phtalates, cytostatiques, acide perfluorooctanoique...).
Discussion : Cette complexification des interrogations peut s’expliquer
par la mise a disposition depuis 2003 d’une base de données Biotox sur
internet, mise a jour annuellement, en francais et en acces libre (www.inrs.
fr/biotox). L’ objectif de Biotox est de faciliter la mise en ceuvre de la SBE, en
répondant aux questions pratiques des médecins et en mettant a disposition les
informations sur les dosages et les laboratoires susceptibles de les réaliser en
routine. Parallelement, la mise en place récente de formations spécifiquement
consacrées a la biométrologie pour les médecins du travail a également participé
a I’augmentation du nombre de questions et a la complexification de celles-ci.
Conclusion : Les questions sur la SBE proviennent principalement des
médecins du travail et n’ont cessé de croitre depuis 5 ans pour représenter
en 2009 pres du tiers des réponses écrites aux questions dans le domaine de
la toxicologie ; la mise en place d’outils d’aide sur la SBE semble répondre
a bon nombre de questions mais entraine la formulation de demandes plus
complexes.

0O4. Evaluation de I’exposition au platine dans ’unité de
production et de controle de préparations cytotoxiques

L. Labat', G. Tardy', M.L. Brandely', R. Bousoumah', C. Bardin',
M. Deveaux?, F. Chast!

!Service de Pharmacie-Pharmacologie-Toxicologie, Hotel Dieu, Paris;
2Laboratoire Toxlab, Paris

Introduction : Des préparations cytotoxiques sont réalisées a 1’Hotel Dieu
(AP-HP) dans I’'unité UPSO, (Unité de préparations stériles ophtalmologiques
et oncologiques). Dans ce cadre, nous avons évalué la contamination éventuelle
des surfaces lors de la préparation et du contrdle de cytotoxiques dérivés du
platine (carboplatine, oxaliplatine et cisplatine) par le dosage du platine en
spectrométrie d’absorption atomique (SAA-ET). Une évaluation de I’exposition
du personnel a également été réalisée dans les différents secteurs de 1’unité.

S1-2

Meéthodes : Des prélevements de surface ont été effectués (n=152) dans
I’isolateur de la salle de préparation des cytotoxiques (sur le champ avant et
apres nettoyage a 1’alcool, sous le champ, sur les gants des préparateurs et sur
les poches contenant les préparations), sur le plan de travail de la salle blanche
utilisé pour la préparation des plateaux et le dépot des préparations, dans le
bureau de supervision des pharmaciens et dans le laboratoire d’assurance
qualité servant au contr6le de la production des préparations cytotoxiques
(sur I’analyseur Microdom®, sur le clavier informatique de I’analyseur,
sous la hotte). Les surfaces planes délimitées (rectangles de 30 x 50 cm)
sont essuyées selon un protocole établi, a ’aide de compresses Remove®.
Celles-ci sont placées dans 6 mL de méthanol et apres 1 h d’ultrasons et 12 h
d’agitation mécanique, le solvant est évaporé. L’extrait est repris par 100 uL
d’eau acidifiée (HNO, 6,5 %) et 400 pL de Triton 1 % pour un dosage en
SAA-ET (Solaar 32, Thermo Fisher Scientific). Des prélévements urinaires
de deux préparateurs, deux pharmaciens, une technicienne du laboratoire de
controle et deux témoins d’un autre laboratoire sont effectués en début de
poste (lundi matin) et fin de poste (vendredi soir). Les dosages sont réalisés
dans un premier temps par SAA-ET (dilution au %2 avec HNO, 0,1M et Triton
0,2 %) puis par ICP-MS (dosage de 1’élément Pt par dilution au 1/10 avec
butanol 0,5 %, HNO3 2 % et Triton 0,1 %).

Résultats : En SAA-ET, la méthode est linéaire de 25 a 500 ng/mL dans
la gamme aqueuse, et de 5 a 100 ng/mL dans les urines. Dans les urines,
les limites de détection (Ldd) et de quantification (Ldq) sont mesurées a
2 et 5 ng/mL, respectivement. En ICP-MS, la limite de quantification est de
1 ng/mL. L’ensemble des résultats montre que des traces de contamination par
le platine sont retrouvées tout au long du processus de fabrication, au niveau de
la poche (1,2 10* pg/em?, n=17), du champ dans I’isolateur (4,7 10 pg/cm?,
n=11), de la paire de gants stériles des préparateurs (4,2 10 pg/cm? n=11),
du plan de travail de la salle de fabrication (3,2 10 ug/cm?, n=11), du champ
de contrdle du pharmacien (1,1 10° pug/cm?, n=4) et du portoir Microdom®
de I’appareil de contrdle qualité (1,2 107 pg/cm?, n=5). Pour ’ensemble
des dosages urinaires, la concentration en platine est inférieure a la Ldq de
5 ng/mL, confirmée par une méthode de dosage plus sensible en ICP-MS qui
aurait pu permettre de doser des concentrations jusqu’a 1 ng/mL.
Conclusion : Une contamination extérieure des flacons d’oxaliplatine et
de carboplatine a été mesurée, conformément a ce qui est décrit dans la
littérature. On ne I’observe pas pour le cisplatine, probablement parce que
les flacons présentent la particularité d’avoir un emballage de protection
extérieur posé lors de la fabrication. Ce résultat confirme la nécessité du
port des gants pendant la manipulation des flacons. Une contamination
est également observée lors de la manipulation dans I’isolateur. Mais les
procédures de nettoyage et le changement fréquent de matériel (champs,
gants) prouvent leurs efficacités. Cette étude a cependant permis de mettre en
évidence la présence de platine sur le portoir de I’appareil Microdom® servant
au contrdle de la production des préparations cytotoxiques. Une procédure de
nettoyage hebdomadaire & 1alcool a alors été mise en place pour minimiser
les contaminations dans I’unité de contrdle. Aucune exposition du personnel
n’a été mise en évidence dans les différentes unités, montrant que les
procédures opératoires sont correctement validées et appliquées permettant
d’assurer la protection du personnel vis-a-vis des produits cytotoxiques et
notamment vis-a-vis de ceux contenant du platine.

0S. Validation du dosage du chrome dans les milieux
biologiques par ICP-MS avec cellule de collision et
concentrations usuelles

J.P. Goullé¢'?, E. Saussereau', L. Mahieu', M. Hubscher!, R. Gehanne',
M. Guerbet?, C. Lacroix'

!Groupe Hospitalier du Havre, Le Havre, France; *Faculté de Médecine et de
Pharmacie, Rouen, France

Introduction : Le chrome (Cr) est un toxique métallique majeur. Sous sa
forme hexavalente, c’est un carcinogéne pour I’homme et il est responsable
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d’effets déléteres variés. Nous avons été amenés a doser le chrome dans
les milieux biologiques, chez des sujets présentant une intolérance a leur
prothese métallique, ainsi que dans un cas d’intoxication aigué par cet
élément. La quantification du Cr, de masse 52, par couplage inductif relié a
un détecteur de masse (ICP-MS) est particulierement délicate en raison d’une
interférence polyatomique de masse 52 (argon du gaz vecteur, m/z =40 et
carbone du milieu biologique, m/z = 12). Cette interférence impose pour les
mileux riches en carbone, I’emploi d’une cellule de collision réaction (CCR)
avec un gaz réactionnel pour casser la combinaison Ar-C. Nous présentons
une technique validée par ICP-MS-CCR. Les concentrations usuelles de **Cr
dans le sang total, le plasma et les urines sont établies.

Méthodes : L'ICP-MS est un spectrométre X7CCT Thermo Elemental
(Thermo Optek, Courtaboeuf, France), avec CCR utilisant comme gaz
réactionnel un mélange d’hélium et d’hydrogene, équipé d’un passeur
d’échantillons et du logiciel Plasmalab. L’eau employée est purifiée
extemporanément sur Milli-QPLUS 185 (Millipore, St Quentin en
Yvelines, France). Les réactifs, de qualité suprapur pour analyses de traces
et les solutions étalons de métaux proviennent de chez Merck (Darmstadt,
Allemagne), Prolabo WWR (Fontenay/bois, France) et Analytika (Prague,
République Tcheque). Des prélévements sanguins et urinaires sont effectués,
chez 30 volontaires des deux sexes, indemnes de toute affection non exposés
aux métaux, ni porteurs d’une prothése métallique, dans des tubes de 4 mL
en polyéthyleéne téréphtalate (PET) pour éléments traces (BD diagnostics, Le
Pont de Claix, France). Les dosages de chrome dans le plasma et les urines
sont réalisés a I’aide d’un étalonnage aqueux, alors que la méthode des ajouts
dosés est appliquée au sang. En 1’absence de matériel biologique certifié
pour le *Cr, la qualité des résultats obtenus est régulierement vérifiée par la
participation au programme de comparaisons interlaboratoires par ICP-MS
(Sainte Foy, Canada) et par I’emploi d’échantillons titrés (Seronorm, Sero,
Billingstad, Norvege).

Résultats : Le coefficient de régression obtenu lors de la validation du **Cr est
supérieur a 0,998 pour des concentrations de 0,3 a 20,0 ug/L. Dans le plasma
et le sang total, les limites de quantification sont respectivement de 0,29 ug/L
et de 0,33 pg/L. La répétabilité et la reproductibilité sont inférieures a
5,6 et 8,5 %. La précision analytique est comprise entre 94,7 et 106,2 %.
Dans le sang total, le plasma et les urines des 30 volontaires, les intervalles de
référence du *’Cr sont respectivement (percentiles 5-95) de 0,19 a 1,85 pg/L ;
de 0,19 a 1,85 pg/L et de 0,19 a 1,85 pg/g de créatinine. Les performances
obtenues grace a la CCR sont bonnes, elles permettent de réaliser le dosage
du chrome dans des milieux biologiques trés riches en carbone comme le
sang, le plasma ou les urines.

Conclusion : Cette nouvelle application confirme le potentiel et la
flexibilité exceptionnels de 1'ICP-MS, pour la surveillance d’expositions
professionnelles au chrome, 1’évaluation de la libération de ce métal chez
les sujets porteurs de protheses, ou le suivi dans les cas d’intoxication par
cet élément.

06. Dosage des glycols dans le sérum par LC-MS-MS

E. Saussereau, C. Lacroix, G. Bodin, F. Boulanger, J.P. Goulle

Laboratoire de toxicologie, Groupe Hospitalier du Havre, Le Havre
Introduction : Les intoxications aigiies par les glycols (ou diols), en
particulier 1’éthyléneglycol, sont relativement rares mais potentiellement
graves. Elles sont responsables d’une acidose métabolique avec élévation
du trou anionique due aux métabolites produits par 1’aldéhyde
déshydrogénase. L’objectif de ce travail est de proposer une méthode
de dosage simultané de 8 glycols (éthyleneglycol, diéthyleneglycol,
triéthyleneglycol,  1,2-propanediol, 1,3-propanediol, 1,4-butanediol,
1,2-butanediol, 2,3-butanediol) par LC-MS/MS.

Méthodes : Le dosage des glycols s’effectue a partir de 50 pL de sérum
et 50 puL d’étalons internes deutérés a 500 mg/L (éthyléneglycol-D4 et
1,4-butanediol-D4), apres dérivation avec 50 uL de chlorure de benzoyle et

100 uL de NaOH (4N) selon la réaction de Schotten-Baumann (Ram et al.,
1982 ; Vollmer et al., 1996 ; Holcapek et al., 1999). Apres une incubation
de 5 minutes a température ambiante, la réaction est stoppée avec 50 pL
de glycine a 10 %. Le surnageant est extrait avec 1 mL de pentane. Apres
évaporation sous azote a 50 °C pendant 5 minutes, le résidu sec est repris avec
400 pL d’acétonitrile puis dilué dans 400 uL. de tampon formate d’ammonium
20 mm a pH 2,8. L’analyse chromatographique s’effectue a partir de 10 uL
de la solution injectés sur une colonne Atlantis® C18 (150 x 2,1 mm ; 3 um)
a 65 °C avec un gradient tampon formate d’ammonium (20 mmol/L ;
pH 2,8) - acétonitrile (0,2 % d’acide formique). La durée de 1’analyse est
de 16 minutes. L’ionisation est effectuée en mode électrospray positif et la
quantification en mode MRM.

Résultats : Cette méthode de dosage des glycols est linéaire de 5 4 2000 mg/L
(6 points de gamme ; 0,97 < 12 < 0,99 selon les molécules). La limite de
détection est de 2 mg/L. La méthode est spécifique et sensible (3 niveaux de
contrdle ; CV et biais < 15 %). Les effets de matrice par suppression d’ions
sont négligeables.

Conclusion : Le dosage des glycols non dérivés en LC-MS/MS est délicat
en raison de leur forte polarité et de leurs faibles masses moléculaires. La
dérivation avec le chlorure de benzoyle permet de diminuer leur polarité
facilitant ainsi leur séparation chromatographique. D’ autre part, 1a sensibilité
de la détection par MS/MS est augmentée du fait des masses moléculaires
plus élevées des dérivés benzoylés. Cette méthode, par sa rapidité et sa
sensibilité, est adaptée aux intoxications aigiies par les glycols ; un diagnostic
et une prise en charge précoce limitant le risque de complications parfois
séveres voire létales.

O7. Intérét de la chromatographie sur deux colonnes en
parallele dans le dosage des alcoolémies par HS/CPG/FID

G. Deslandes, A. Pineau, C. Monteil-Ganiere, E. Dailly, P. Jolliet
Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU, Nantes, France
Introduction : En toxicologie médico-1égale, la chromatographie en phase
gazeuse (CPG) est la méthode de dosage de référence pour le dosage
de I’éthanol dans le sang. Bien qu’étant une méthode séparative, des
interférences sont possibles. La chromatographie en parallele d’un méme
échantillon sur deux colonnes de polarités différentes permet d’une part
I’identification du composé avec certitude et d’autre part de quantifier les
composés.

Méthodes : Matériel : HS/CPG/FID Agilent ; head-space (G1888) ; CPG
(6890N) ; colonnes (Agilent) DB-ALCI et DB-ALC2 (longueur=30 m ;
1D=0,320 mm ; film=1,8 pm (ALC1) et 1,2 um (ALC2)) ; 2 détecteurs par
ionisation de flamme (FID) ; logiciel ChemStation (analyse des données).
Mode opératoire: Préparation de I’échantillon : 4,6 mL eau distillée +
200 pL étalon interne (n-propanol a 2 g/L) + 200 uL d’échantillon (plasma
ou sang total) dans un flacon en verre serti. Le flacon est ensuite chauffé a
60 °C et agité pendant 6 min. la phase gazeuse est ensuite prélevée et injectée
simultanément dans les deux colonnes. La séparation chromatographique
s’effectue en isotherme (37 °C) pendant 5 min. La validation de la méthode
(répétabilité, reproductibilité, linéarité, exactitude, LOQ, LOD) a été
effectuée pour le dosage de méthanol, éthanol, isopropanol et acétone dans
le plasma et le sang total. L’étude de la spécificité nous a conduit a injecter
différents produits volatiles et a comparer leurs temps de rétention avec ceux
des molécules d’intérét.

Résultats : Les temps de retentions (min) des molécules d’intérét différent
en fonction des colonnes utilisées (voir tableau).

- 1
méthanol | éthanol |isopropanol | acétone ,n pro.p ano
(étalon interne)
DB-ALC 1 1,47 1,88 2,32 2,84 3,20
DB-ALC 2 1,59 2,03 2,45 2,27 3,73
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L’acétaldéhyde et I’acétate d’éthyle n’interférent avec aucune des molécules
dosées ; desfurane, sévofurane, acétonitrile interférent avec respectivement
méthanol, éthanol et acétone mais sur une seule des deux colonnes. Seul
I’isofurane possede le méme temps de rétention qu’une des molécules dosées
(isopropanol) sur les deux colonnes.

Conclusion : Le systeme de double chromatographie permet 1’identification
avec certitude de la molécule a doser. Cette identification est un préalable
indispensable au dosage quantitatif (norme ISO 15189). Concernant
I’isopropanol et I'isoflurane, les temps de rétention sont identiques.
Cependant, le contexte clinique (isoflurane =agent anesthésique) et
la présence d’acétone (métabolite de 1’isopropanol) permettent de les
différencier. Cette technique est utilisée en routine aussi bien en toxicologie
hospitaliere que médico-1égale.

0O8. Mise en place de la technologie TurboFlow comme mode
d’extraction enligne dans le cadre d’un criblage toxicologique
par LC-MS/MS

J.Guitton', M. Manchon', S. Cohen', C. Moreau', B. Duretz?

Laboratoire de Biochimie et Toxicologie, CHU Lyon Sud, Pierre-Benite;
*ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France

Introduction : La technologie LC/MSMS est devenue un outil
incontournable pour le criblage toxicologique. Cependant les résultats
obtenus dépendent tres fortement de la qualité des échantillons qui sont
injectés. Les modes de préparation les plus fréquemment décrits dans la
littérature sont des modes d’extraction de type « off-line » donc découplés
de I’analyse LC/MSMS. Dans ce cadre, les modes les plus couramment
employés sont la SPE (Solid Phase Extraction) ou I’extraction Liquide/
Liquide (ex: ToxiTube). La technologie TurboFlow est une méthode
récente qui permet une extraction en ligne entierement automatisée des
échantillons. Jusqu’a ce jour, cette approche était plutot réservée a des
analyses ciblées qui ne concernaient qu’un petit nombre de molécules. Ici
nous présenterons une approche qui a été mise au point pour I’extraction en
ligne de plus de 400 molécules.

Méthode : Le systeme présenté ici est constitué d’un systéme TurboFlow
couplé a un spectrometre de masse tandem de type trappe ionique le LXQ™.
L’extraction via le systtme TurboFlow se fait a 1’aide de deux colonnes
d’extraction montées en série (colonne Cyclone 0,5x50 mm et colonne
C18XL 0,5x50 mm). Le volume d’injection est de 50 pL et la préparation
des échantillons plasmatiques se résume a une précipitation des protéines
a I'acétonitrile avant injection dans le systeme TurboFlow. La séparation
des différents composés en HPLC s’effectue en phase inverse a I’aide d’une
colonne Hypersil Gold PFP™ 150x2,1 mm, 5 pm. Au cours de I’analyse, des
spectres MS? sont acquis en mode DDE (Data Dependant Experiment) et une
recherche en bibliothéque est ensuite menée a 1’aide du logiciel ToxID™.
Resultats : Cette méthode a ét€ dans un premier temps développée au
laboratoire de toxicologie de 1’hdpital de Zurich (CH) par 1’équipe du
Dr K. Rentsch. Les conditions analytiques ont été reprises au laboratoire
puis validées en interne pour pres de 190 molécules. Nous ne présenterons
ici qu'une partie des résultats obtenus pour cette validation. Dans un
premier temps une étude a été menée afin d’évaluer I’effet matrice. Nous
avons pour cela mesuré puis comparé la surface des pics obtenue pour les
molécules ajoutées dans des matrices plasmatiques et dans des solutions
contenant un mélange 50/50 eau/acétonitrile. Les résultats montrent un
effet matrice extrémement faible (<20 %) pour 1’ensemble des molécules.
Dans un deuxieme temps, les rendements d’extraction ont été calculés. Les
valeurs obtenues sont bien évidemment molécules dépendantes. Cependant
elles restent supérieures a 50 % pour une tres grande majorité de composés.
Enfin des courbes de calibration contenant 4 points de concentration ont
été préparées afin de calculer pour une centaine de molécules un facteur de
réponse et pouvoir ainsi procéder de maniére systématique a un dosage semi-
quantitatif des échantillons.
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Conclusion : Cette étude a permis de valider cette approche et a permis
la mise en place de ce criblage avec extraction en ligne automatisée
au sein du laboratoire. Cette technologie est dorénavant utilisée en
routine 24h/24. La durée d’analyse d’un échantillon a pu étre réduite a
30 minutes processus d’extraction inclus et des gains de codt substantiels
ont pu étre réalisés par rapport a la méthode d’extraction liquide/liquide
originellement utilisée.

09. Analyse automatisée de spots de sang séché en
pharmacologie et toxicologie cliniques

J. Deglon'?, A. Thomas'?, E. Lauer', P. Mangin', C. Staub'?

'Unité de Toxicologie, CURML, Hépitaux Universitaires de Genéve,
Suisse; *Swiss Center of Applied Human Toxicology, University of Geneva,
Switzerland

Introduction : L’analyse de spots de sang séché sur papier filtre (Dried
Blood Spots - DBS) remonte au début des années 60 lorsque le Prof. Guthrie
I’introduisit pour le dépistage de la phénylcétonurie chez les nouveau-nés.
Cette méthode de prélevement fut rapidement acceptée comme alternative
a une prise de sang classique surtout chez des populations sensibles, en
raison des nombreux avantages qu’elle offre. Parmi ces avantages, on peut
citer la manipulation aisée (prélevement effectué au bout du doigt), le
faible volume de sang (de ’ordre de quelques microlitres), ou encore la
logistique de transport et de stockage grandement facilitée (encombrement
minimal et chaine du froid non requise). Grace aux récents développements
de la spectrométrie de masse (MS) en particulier de la MS en tandem
(MS/MS), la procédure DBS a été étendue a I’analyse de composés d’intérét
pharmaceutique et toxicologique dans le cadre de programmes de suivis
thérapeutiques (TDM), d’études pharmacocinétiques, ou encore dans
la recherche de biomarqueurs. Au vu de I'intérét grandissant pour cette
procédure, un important effort a été apporté a la préparation d’échantillons
afin de coupler I’extraction des DBS avec le systeme analytique. Ainsi, notre
laboratoire a développé un procédé d’extraction en ligne automatisé (on-
line DBS) qui repose sur un automate « maison » directement connecté
au systeme LC-MS/MS permettant d’analyser successivement 30 DBS sans
aucune préparation d’échantillons.

Méthodes : Le procédé d’extraction en ligne a été, en premier lieu, testé
et validé pour I’analyse de flurbiproféne (FLB) et de son métabolite de
phase I (OH-FLB) dans le cadre d’une étude clinique visant a phénotyper
’activité du cytochrome P*° 2C9. Bri¢vement, les échantillons (5 pL) sont
collectés sur papier filtre a partir d’une goutte de sang capillaire obtenue
au bout du doigt des volontaires. Avant 1’analyse, un disque contenant
I’intégralité du spot de sang est poingonné et placé dans 1’automate
« maison ». Les analytes sont ensuite extraits du DBS directement par
la phase mobile de la pompe LC en direction de la colonne analytique.
Apres séparation en mode gradient, les composés d’intérét sont détectés
par un triple quadripdle opérant en mode ESI MRM négatif. La méthode
étant générique, elle a ensuite €té utilisée pour d’autres applications
pharmacologiques et toxicologiques dont certaines seront illustrées au
cours de cette présentation.

Résultats : La méthode on-line DBS couplée a la LC-MS/MS a été validée
selon les criteres de la Société Francaise des Sciences et Techniques
Pharmaceutiques (SFSTP). Elle a montré une bonne exactitude et précision
(inférieur a 15 %) ainsi qu’une excellente linéarité sur tout le domaine de
concentrations (allant de 10 a 1000 ng/mL pour le OH-FLB et de 100 a
10000 ng/mL pour le FLB). Le recouvrement et les éventuels effets mémoire
de I’automate ont été investigués avec succes.

Conclusion : La procédure on-line DBS permet d’analyser de manicre
quantitative et fiable 30 DBS réunissant ainsi les avantages du micro
prélevement de sang sur papier filtre avec une méthode analytique
automatisée. Au vu de ces résultats, cette procédure représente un outil
attractif pour 1’analyse LC-MS/MS de DBS de plus en plus utilisée dans
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le domaine biomédical. A ce jour, le procédé a été éprouvé sur plus d’une
centaine de molécules et comptabilise un total de 2500 injections.

O11. Analyses bio-toxicologiques d’exposition dans I’industrie
de la chaussure a Sfax - Tunisie

L Gargouri'*?, M. Khadhraoui', C. Nisse?, I. Kchaou!, M.L. Masmoudi?,
B. Elleuch!

Laboratoire « Eau, Energie et Environnement », ENIS, Université de Sfax,
Tunisie; 2Département Universitaire de Médecine et Santé au Travail,
Université Lille 2, France; 3Service de Médecine du Travail et de Pathologies
Professionnelles, CHU de Sfax, Tunisie

Introduction : Malgré I'importance de I’utilisation des solvants organiques
dans I’industrie de chaussures, les données d’exposition des salariés a
ces solvants dans ce secteur sont quasi-absentes en Tunisie. L’objectif de
cette étude est de mettre au point des protocoles d’analyse toxicologique
de mélanges de solvants afin d’instaurer une surveillance bio-toxicologique
d’exposition dans les entreprises de fabrication de chaussures.

Méthodes : Apres recensement des solvants les plus prédominants dans les
préparations utilisées dans la fabrication de chaussures (acétone, cyclohexane,
hexane, méthyléthylcétone, toluéne), de mi-mai a mi-septembre 2008, dix
huit entreprises volontaires subdivisées en 3 groupes selon le procédé de
fabrication (4 industrielles, 5 semi-industrielles et 9 artisanales) ont bénéficié
de 55 prélevements atmosphériques dynamiques (33 individuels et 22 a poste
fixe) réalisés sur une durée de 4 heures. Un échantillon urinaire de fin de
poste - fin de semaine a été prélevé chez 185 travailleurs de ces entreprises
(105 industriels, 60 semi-industriels et 25 artisanaux) afin de doser les
solvants sélectionnés et leurs métabolites.

Résultats : Le dosage des solvants cibles dans 1’atmosphere a été réalisé
par chromatographie en phase gazeuse (CPG) selon les conditions
opératoires préalablement optimisées (température (T) de I'injecteur =
T détecteur=200 °C ; T four=40 °C pendant 5 mn puis augmenté a raison de
0,5 °C/mn jusqu’a 100 °C ; gaz vecteur = azote, pression=1 Kg/cm?® ; volume
injecté=1 pL). Le dosage des solvants cibles ou de leurs métabolites dans
les urines a été fait par CPG pour 1’acétone, le 2,5-hexanedione, la méthyl-
ethyl-cétone, le 1,2 et le 1,4-cyclohexanediol ; et par la chromatographie
liquide haute performance (HPLC) pour 1’acide hippurique et I’acide
Trans,trans-muconique. Concernant les concentrations atmosphériques,
I’indice  toxicologique du mélange (somme[Concentration/VLEP])
s’échelonnait entre 0,1 et 8,8 et présentait des valeurs moyennes supérieures
a 1, principalement dans le procédé semi-industriel. Ces valeurs atteignaient
respectivement 1,7 ; 2,5 et 4,5 pour les postes de finition, de tigeur et de
fondeur. Les concentrations atmosphériques moyennes de certains solvants
dépassaient les VLEP pour 1’hexane dont les valeurs atteignent dans certains
postes 214 mg/m* (VME,, =72 mg/ m?). Concernant le suivi biologique,
les concentrations en acide hippurique [AH] dépassaient la valeur limite
biologique (VLB, = 1600 mg/g créatinine) chez certains salariés dans le
procédé semi-industriel avec des taux variant de 25,5 4 9322,2 mg/g créat
pour les postes des fondeurs et des tigeurs avec des moyennes respectives
[AH] =2349.4 mg/g créatinine et [AH] . = 3215,5 mg/g créatinine.
Pour le toluéne, I’absence de dépassement de la VME, certains artisans au
poste de « tigeur/fondeur » avaient des concentrations urinaires relativement
élevées variant de 440,2 a 4784,5 mg/g créatinine avec une moyenne de
3292,5 mg/g créatinine. L’acide trans,trans-muconique a ét¢ mis en évidence
dans les procédés industriel et artisanal avec des moyennes variant de 1,2 a
3,1 mg/g créatinine.

Conclusion : La CPG et ’'HPLC ont été efficacement utilisées pour I’analyse
de solvants organiques ou de leurs métabolites. Le développement de ces
indicateurs a nécessité 1’utilisation de ces techniques pour la surveillance
professionnelle pour la premiére fois dans la région. Ainsi, une démarche
d’évaluation du risque professionnel par la surveillance bio-toxicologique
d’exposition est mise en place.

Fondeurs

012. Comparaison et évaluation de systemes de criblage en
toxicologie hospitaliere

Groupe Toxicologie Hospitaliere de la SFTA : S. Cohen, M. Manchon,
D. Allorge, G. Deslandes, P. Guerard, I. Morel, R. Denooz, A.S. Hurtel,
M. Bartoli, B. Delhotal, H. Peltier, J.M. Gaulier, J. Vincent, S. Aguillon,
B. Capolaghi

Introduction : Le criblage toxicologique est une analyse devenue
incontournable dans les laboratoires de toxicologie hospitaliere dans le
cadre de la prise en charge des intoxications aigues. La praticabilité et les
performances en termes de spécificité et de sensibilité sont trés variables
d’un systéme analytique a 1’autre.

Méthodes : Le groupe Toxicologie Hospitaliere de la SFTA a réalisé une
enquéte aupres de 13 laboratoires hospitaliers portant sur une description
standardisée des méthodes de préparation des échantillons biologiques et des
systémes utilisés en routine pour le criblage toxicologique. Une évaluation
des performances des systemes a ensuite été réalisée par l’analyse de
3 sérums et d’une urine surchargés avec 24 molécules les plus fréquemment
retrouvées ou présentant des difficultés de mise en évidence.

Résultats : Un protocole de préparation des échantillons est rarement proposé
par les fournisseurs. L’extraction liquide/liquide est la plus pratiquée. Un
seul laboratoire utilise une extraction « on-line ». 22 protocoles analytiques
ont été décrits sur 18 systemes. 7 laboratoires utilisent un systeme de
chromatographie liquide (LC) couplée a un détecteur a barrettes de diodes
(DAD), dont 3 avec une LC a ultra haute pression (UPLC) et un avec un
spectrometre de masse (SM) en confirmation ; 8 utilisent une LC (dont
2 UPLC) couplée a un SM (triple quadripole, trappe d’ion ou quadripdle-
trappe) et 3 une chromatographie gazeuse (CG) couplée a un SM. La majorité
des laboratoires travaillent en temps de rétention absolu avec utilisation
d’un ou plusieurs étalons internes et de bases de données « fournisseurs ».
Les temps d’analyse sont tres variables (12 a 55 min). Ni les réactifs ni
les contrdles ne sont disponibles préts a I’emploi. Les douze molécules
(mg/L) suivantes sont détectées par tous les systemes : cyamémazine (0,5),
paracétamol (40), tétrazépam (1), midazolam (2), lidocaine (5), flécaine (2),
diltiazem (1), venlafaxine (10), norvenlafaxine, hydroxyzine (1), tramadol
(5) et tiapride (10). Les réponses positives pour les 12 autres molécules sont
présentées dans le tableau.

Molécule LC/MS LC/DAD GC/MS
(mg/L) (n=9) (n=8) (n=5)
Oxazepam (3) 9 7 3

Ketamine (5)

Paroxétine (0,4)

Méprobamate (80)
Aténolol (4)
Rispéridone (1)
Cétirizine (4)
Zopiclone (0,2)
Morphine (0,1)
Colchicine (0,005)
Ac. valproique (80)
Metformine (10)
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Les divergences d’identification pour un méme systeme analytique ne
semblent pas liées a des méthodes d’extraction différentes. La zopiclone
pose des problemes de conservation. L’hydroxyzine et la cétirizine ne sont
pas différenciées en LC/DAD. L’estimation quantitative a rarement été
pratiquée. La dispersion des résultats est importante (19 sur 39 compris dans
la fourchette + 20 % par rapport a la concentration cible).

Conclusion : Il n’existe pas de systeme standardisé pour le criblage
toxicologique, validé par les fournisseurs et facile d’utilisation 24h/24. Les
3 systemes LC/MS, LC/DAD et GC/MS apparaissent complémentaires dans
un contexte d’intoxication clinique.
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013. Evaluation des premiers tests ELISA dirigés contre
le méprobamate, la zopiclone, le zolpidem et le zaleplon
utilisant la technologie des Biochips (Randox®)

J.C. Alvarez, K. Zouaoui, C. Mayer, S. Grassin-Delyle

Laboratoire de pharmacologie-toxicologie, CHU R.Poincaré, Garches
Objectifs : Le méprobamate est probablement la molécule qui pose le plus
de problemes aujourd’hui en toxicologie hospitaliere. En effet, ce composé
est souvent prescrit, et par conséquent souvent retrouvé dans les tentatives
de suicide mais également les suicides du fait de sa forte toxicité. Pourtant il
n’existe aucun test immunochimique permettant de le dépister rapidement.
De la méme maniere, les « 3z », a savoir zolpidem, zopiclone et le zaleplon
(non commercialisé encore en France), molécules hypnotiques apparentées
aux benzodiazépines, ne donnent aucune positivité avec 1’ensemble des
tests immunochimiques commercialisés a ce jour pour la détection des
benzodiazépines. Le but de I’étude est de tester 4 kits développés a notre
demande par Randox® dirigés contre ces molécules.

Méthodes : Pour le méprobamate : 20 échantillons négatifs et 108 échantillons
positifs ont été analysés (38 échantillons de sang total post mortem provenant
de patients et 70 échantillons de plasma, sérum ou sang total surchargés a 5,
10, 25, 50, 100, 250 et 333 mg/L). Tous les échantillons sont dilués au 1/200°™
avant analyse par Biochips sur 1’analyseur semi-automatique Evidence
Investigator (Randox®). Une courbe d’étalonnage en 9 points est réalisée
sur I’automate entre 0 et 500 ng/mL. Pour le zolpidem, 65 échantillons de
patients traités, 51 échantillons surchargés et 20 échantillons négatifs ont
été analysés ; Pour la zopiclone, 35 échantillons de patients, 65 échantillons
surchargés et 10 échantillons négatifs ; Enfin, pour le zaleplon, 51 échantillons
surchargés et 10 échantillons négatifs. Les échantillons sont dilués au
1/20*™ avant analyse sur Biochips. Une courbe d’étalonnage en 9 points
est réalisée entre 0 et 100 ng/mL. Tous les échantillons sont confirmés
simultanément soit en GC/MS pour le méprobamate soit en LC/MS/MS pour
les « 3z ».

Résultats : Tous les échantillons sans méprobamate sont négatifs. Le
résultat le plus élevé obtenu pour un échantillon sans méprobamate est de
0,32 mg/L. Un seuil de positivité de 0,5 mg/L peut donc étre retenu. Avec
ce seuil de 0,5 mg/L, la sensibilité du test est de 97,2 % et la spécificité
de 100 %. Seuls 3 échantillons a concentration infra-thérapeutique (3 &
5 mg/L) n’ont pas été détectés. Une bonne corrélation est obtenue entre la
GC/MS et la technique Biochip (r=0,84) permettant d’envisager un résultat
semi-quantitatif trés intéressant pour cette molécule dont la toxicité est bien

corrélée a sa concentration sanguine. Pour les « 3z », avec un seuil retenu
treés bas de 0,5 ng/mL, la sensibilité du test est de 99,1 % pour le zolpidem,
100 % pour la zopiclone et 98 % pour le zaleplon. La spécificité est de
85 % pour le zolpidem, 60 % pour la zopiclone et 91 % pour le zaleplon. Cette
spécificité relativement basse s’explique par 3 « faux-positifs » en zolpidem
et 4 en zopiclone mais uniquement sur des échantillons réels de patients
traités. Or, I’anticorps dirigé contre ces deux molécules croise également
avec leurs métabolites (71 % avec le zolpidem phenyl carboxylique,
55 % avec la zopiclone N-oxide et 112 % avec la N-desmetyl zopiclone)
pouvant expliquer des résultats encore positifs chez des patients alors que la
molécule mere est totalement éliminée.

Conclusion : Les quatre tests évalués montrent d’excellents résultats avec
des seuils de positivité trés bas permettant dés aujourd’hui leur utilisation en
toxicologie hospitaliere.

014. Mono-intoxications au Préviscan® au Centre antipoison
de Lille de 2000 a 2009

C. Moulin, P. Nisse, M. Mathieu

Centre antipoison, Lille, France

Introduction : Les intoxications au Préviscan® sont fréquentes notamment
apres 70 ans, parfois graves et peut-€tre sous-estimées.
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Méthodes : Analyse rétrospective des cas de mono-intoxication au Préviscan®
au centre antipoison de Lille entre 2000 et 2009.

Résultats : Extrémes d’age : 10 mois-90 ans ; 39 % des patients étaient
agés de moins de 4 ans, 30 % de 70 a 90 ans. Le mode d’exposition était
volontaire (tentative de suicide) dans 21 % des cas, accidentel (erreurs
et accidents thérapeutiques, accidents domestiques) dans 79 % des cas
(100 % d’accidentel chez 1’enfant). L’origine de 1’appel était pour 51 %
I’hopital, pour 26 % le grand public, pour 17 % le SAMU-CENTRE 15 et
pour 6 % la médecine de ville. Le lieu d’intoxication était le domicile dans
255 cas, I’hopital dans 5 cas et la prison pour un cas. La quantité ingérée
était en moyenne de 127 mg (valeur min :10 mg ; max 1800 mg). Le lieu
de prise en charge était le domicile a 49 % et I’hopital a 51 %. Concernant
la symptomatologie, il y avait 82 % de cas asymptomatiques parmi lesquels
13 % étaient évalués pour 1 a PSS 1, 3,4 % a PSS 2, et 1,53 % a PSS 3 (soit
environ 5 % de cas graves). Les complications étaient d’ordre hémorragique,
neurologique, et cardiovasculaire (tachycardie sinusale, hypertension
artérielle). Le lieu de prise en charge préconisé était 1’hopital dans 58 % des
cas (consultation, urgence, réanimation). Les résultats biologiques étaient
concernant I’INR de 4,81 a 5,92 en moyenne. Le PSS était de 3 a partir de
400 mg (20 cps), de 2 a partir de 20 mg. Le traitement effectué était de la
vitamine K dans 73 % des cas : soit 43 % pour des intoxications volontaires,
22 % pour des intoxications accidentelles, 8 % pour des effets indésirables
médicamenteuses.? patients ont recu des PPSB.

Conclusion : Les intoxications volontaires sont plus souvent traitées que
lorsque c’est accidentel et quand elles concernent des patients de moins de
70 ans. La gravité clinique de I’intoxication (évaluée par le PSS) ne semble
pas étre en corrélation avec le traitement (plus de traitement administré dans
les cas les moins graves).

015. Intoxication volontaire fatale a la metformine

C. Tournoud', L. Diebold?, F. Kara?>, M. Moulsma?, F. Flesch'

!Centre Antipoison, Strasbourg, France ; *Service de Réanimation, Haguenau,
France; *Laboratoire de Biochimie et Biologie Spécialisée, Lyon, France
Introduction : L’intoxication volontaire a4 la metformine est rare mais
grave. La survenue d’une acidose lactique s’observe plus fréquemment en
cas d’intoxication mais peut survenir également en thérapeutique, en cas
de non respect des contre-indications ou en cas de pathologie intercurrente
entrainant une insuffisance rénale.

Cas clinique : Une femme de 69 ans, aux antécédents d’hypothyroidie
et de psychose traitée par Teralithe®, Effexor®, alprazolam, est retrouvée
comateuse a domicile. A la prise en charge par le SMUR, elle est en coma
Glasgow 3, hypotendue et a probablement inhalé ; elle est intubée et ventilée,
bénéficie d’un remplissage vasculaire et de noradrénaline. Les recherches
effectuées sur place concluent a la prise possible de 30 comprimés
(cps) d’Effexor® 75 mg, 60 cps de Tercian® 25 mg, 60 cps d’alprazolam
0,50 mg, 60 cps de Teralithe® 400 mg et 60 cps de Glucovance® soit 30 gr
de metformine (traitement de son mari). A son admission en réanimation,
elle est hypotherme (température & 32 °C), hypotendue (tension artérielle
a 80/50 mmHg), bradycarde a 60 battements/mn, en coma Glasgow 3. Le
bilan biologique & 1’admission montre une acidose métabolique lactique
(pH 7,18 et lactates a 5,6 mmol/L) s’aggravant rapidement malgré la
réanimation (pH a 6,98 et lactates a 16 mmol/L, 4 h apres I’admission puis
26 en pré-mortem), avec bilans hépatique et rénal normaux. L’évolution se
fait vers une défaillance multiviscérale avec hypoxie (sur pneumopathie
d’inhalation), coagulation intra-vasculaire disséminée, insuffisance rénale
aigué, persistance du choc et surtout acidose métabolique lactique sévere
et réfractaire malgré 1’optimisation hémodynamique, I’alcalinisation,
la réalisation d’une hémodiafiltration. La patiente décede 15 h apres
son admission. Les analyses toxicologiques montrent une lithémie a
1,95 mmol/L : la recherche qualitative de benzodiazépines est positive dans
le sang, celle d’antidépresseurs tricycliques négative. La concentration en
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metformine plasmatique est de 504,90 mg/L (dosage par LC/MS), pour une
zone thérapeutique comprise entre 0,1 et 2 mg/L. La concentration la plus
élevée signalée dans la littérature est de 188 mg/L.

Discussion : La metformine est largement prescrite. L’acidose métabolique
associée a la metformine est rare : I’incidence est estimée a 3/100 000 patients
traités/an. Elle est cependant associée a une mortalité importante, en moyenne
de 50 %. Le mécanisme de survenue de cette acidose lactique est mal connu.
La corrélation entre le pH sérique, le taux de lactates, la concentration de
metformine et la mortalité, bien que logique, est controversée. Le traitement
de choix, en dehors du traitement symptomatique, est I’hémodialyse (plutot
que I’hémodiafiltration) prolongée, pour traiter I’acidose métabolique et
augmenter I’élimination de la metformine.

Conclusion : Cette observation est remarquable du fait d’une acidose
métabolique lactique sévere réfractaire dominant le tableau clinique et d’une
concentration en metformine la plus élevée signalée dans la littérature.

016. Intoxication grave par un béta-bloquant cause de
dysfonction cardiaque durable. Intéréts des dosages
précoces

V. Lelong-Boulouard'?, M. Loilier'?, A. Pellissier®, M. Idali®, F. Albessard',
H. Charpentier, A. Belin?, G. Grollier’, A. Coquerel'?

'Lab. Pharmacologie-Toxicologie, CHU, Caen; *INSERM ERI27 — EA 3917,
Université, Caen; *Service de cardiologie, CHU, Caen; *Département accueil
et traitement des urgences, CHU, Caen

Objectifs : Souligner I'intérét des dosages précoces de béta-bloquants en
cas d’intoxication médicamenteuse volontaire masssive (IMVM) pour
permettre la mise en place rapide d’une assistance circulatoire (AC). Celle-
ci peut devoir étre tres prolongée car I’intoxication par béta-bloquants peut
avoir pour conséquences des 1ésions durables du myocarde (inefficacité et
dilatation apexiennes du syndrome de Tako-Tsubo [Pilliere et al. Prevalence
of tako-tsubo syndrome in a large urban agglomeration. Am J Cardiol. 2006;
98(5): 662-665]). Contexte clinique : les béta-bloquants sont peu utilisés lors
des tentatives de suicide par ingestion médicamenteuse mais ce type d’'IMVM
est souvent grave et peu nécessiter une AC [Megarbane et al. Ann Toxicol
Anal. 2004; 16: 245-251]. Nous rapportons ci-apres un cas de dysfonction
ventriculaire majeure et durable chez une jeune femme de 35 ans (sans
antécédent ni facteur de risque cardiologiques) qui a nécessité une assistance
circulatoire extracorporelle de longue durée (ECMO puis Heart-Mate II).
Meéthodes : Aussitdt apres ’accueil aux urgences, des recherches urinaires
de médicaments toxiques et de stupéfiants été réalisées par méthodes
immunochimiques (seules la recherche de benzodiazépines était positive)
complétées par un screening toxicologique par GC/MS et HPLC/MS/MS
aprés extraction liquide/liquide sur Toxitube A®. La recherche urinaire a
mis en évidence de 1’acébutolol (ACB) et son métabolite principal I’actéyl-
acébutolol (AAC). Ces 2 produits ont alors été quantifiés dans le sérum par
HPLC/DAD. Des recherches ont été faites par GC/MS et par HPLC/MS/MS
et n’ont montré que de faibles concentrations de benzodiazépines (BZD),
liées a la prise de Lysanxia® Les explorations cardiologiques précoces
(ECG, écho, angiogaphie) ont confirmé I’indication d’une ECMO et permis
le suivi cardiaque.

Résultats et évolution : En dehors des béta-bloquants et de traces de BZD
les analyses étaient négatives. Les concentrations d’acébutolol étaient :
H10 : 35 (mg/L) ; H31 : 7,8 ; H55=0,90 ; H83 : <0,1 ; H120 : <0,1 ; les
concentrations du métabolite AAC étaient aux mémes heures de 4,10 ; 3,70 ;
3,2 ;0,55 et <0,1 ; la décroissance de I’ACB est linéaire en coordonnées
semi-logarithmiques. Le T, calculé est de 8,45 H et le Cmax extrapolé de
63 mg/L (avec un Tmax estimé a 3H). La sévérité du collapasus initial et
I’inefficacité des béta-mimétiques ont impliqué la mise sous ECMO. La
fraction d’éjection s’étant ensuite stabilisée >30 % la patiente a pu devenir
ambulatoire. L’ablation de ’ECMO prévue a 4 mois a été retardée du fait
d’un hématome intracérébral lié aux anticoagulants (antivitamine K +

aspirine, avec INR a 3,2) indispensables sous ECMO. Hormis les risques
iatrogenes le pronostic a terme est bon.

Conclusion : La prise en charge d’une intoxication masssive par béta-
bloquants peut amener a 1’assistance circulatoire précoce. Une dysfonction
ventriculaire prolongée peut s’accompagner d’ischémie apexienne (Tako-
Tsubo) durable, sans doute favorisée par les hautes doses de béta-mimétiques.
La durabilité de I’insuffisance cardiaque implique que 1’ assistance par ECMO
doit étre prolongée. Le pronostic a terme chez des patients sans antécédents
peut &tre bon en 1’absence d’autres complications intercurrentes.

017. Cas clinique : a propos d’une intoxication a la strychnine
par Nux vomica

L. Morel', S. Lepage', A. Baert?

Laboratoire de toxicologie biologique et médico-légale, CHU, Rennes,
France; *Centre Antipoison et Toxicovigilance, CHU, Rennes, France.
Introduction : Les teintures meres employées en phytothérapie et
homéopathie ne sont dénuées de toxicité. C’est le cas de la teinture mere de
Nux vomica, qui contient plusieurs alcaloides indoliques dont la strychnine.
Les intoxications par la strychnine sont devenues rarissimes mais restent
cependant potentiellement graves.

Méthode : Nous présentons le cas d’une patiente, boulimique, admise pour
des spasmes musculaires douloureux et crises hypertoniques avec blocage
respiratoire, symptomes pouvant correspondre a ceux d’une intoxication
a la strychnine. Afin de rechercher une éventuelle cause toxique a ces
manifestations cliniques, un screening toxicologique est réalisé par extraction
des échantillons biologiques sur Toxitube A puis analyse par une méthode
de chromatographie en phase liquide couplée a une détection en barrette de
diodes (UPLC-DAD, Acquity, Waters).

Résultats : Le screening toxicologique a mis en évidence la présence de
strychnine dans I’échantillon sanguin, ce qui a été corroboré ultérieurement
par la patiente qui a indiqué avoir absorbé, dans un but vomitif lors d’un
acces boulimique, la totalité d’un flacon de teinture mere de Nux vomica, ce
qui correspondait a une dose ingérée de 212 mg de strychnine. Aucune autre
substance, toxique, médicamenteuse ou stupéfiante, n’a été détectée lors du
screening initial réalisé a I’admission. La prise en charge thérapeutique de
la patiente a consisté en un traitement médicamenteux symptomatique a
base de diazepam et de paracétamol avec surveillance des fonctions vitales,
notamment respiratoires. Le dosage de strychnine dans les préléevements
sanguins a permis de suivre 1’évolution de I’intoxication au cours de
I’hospitalisation. Une concentration de 3 mg/L a été déterminée en début
d’hospitalisation suivie d’une décroissance a 0,5 mg/L au deuxieme jour,
avec évolution clinique favorable de la patiente.

Conclusion : Bien que les intoxications a la strychnine soient devenues
exceptionnelles de nos jours, celles-ci ne doivent pas étre oubliées et
doivent continuer a faire partie des recherches effectuées lors du screening
toxicologique.

018. Toxicologie prédictive utilisée pour 1’optimisation
de la détection des risques émergents liés aux
cannabinomimétiques

N. Sadeg'?, S. Bouchene!, B. Frances?, Y. Coulais®*, M. Tafani*#, A. Palmaro?,
D. Deprez?, H. Belhadj-Tahar>*

Laboratoire de Toxicologie, CHR Pontoise, France; *AFPreMed, Toulouse,
France; *Centre de Recherches sur la Cognition Animale, CNRS, UMRS5169,
Toulouse, France; “EA3033, Faculté de Médecine, UPS-Toulouse, France
Introduction : Certains cannabinomimétiques indoliques (JWHO18),
tetrahydroxy (HU210) et cyclohexanol-canabinoliques (CP 47,497-C5 a C9)
ont été récemment inscrits sur la liste de stupéfiants par les autorités sanitaires
francaises. De méme plusieurs pays de 1’union européenne ont annoncé
I’interdiction de la vente de produits contenants ces cannabinoides de synthese
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tel que I’encens « Spice », parfois fumé pour ses effets hallucinogenes.
Ces cannabinomimétiques sont souvent plus actifs que le cannabinol
naturel induisant ainsi un effet addictogéne important. Dans ce contexte, la
conception d’outils prédictifs fiables pour détecter les risques émergents liés
a ces produits facilement accessibles revét une importance capitale. Dans
le cadre d’un projet collaboratif (TOXCAN-AFPreMed), nous avons débuté
des études de toxicologie prédictive avec des cannabinomimétiques. Nous
rapportons ici les résultats préliminaires d’une étude toxicocinétique chez
la souris.

Matériel et méthode : Ces travaux ont été conformes aux dispositions des
articles du décret n°87-848 du 19/10/1987 relatif aux expérimentations
chez I'animal. Les cannabinomimétiques HU 210 et JWH 015 ont été
administrés a deux lots de 10 souris C57/Black 6 J par voie IV et per os
a la dose de 20 mg/kg et mis dans des cages métaboliques puis les urines
et les selles ont été recueillies pendant 4 jours. Pharmacocinétique et
biodistribution : 3 souris par lot ont été sacrifiées a intervalle de temps
régulier dans les 24 premieres heures. (a) Préparation des échantillons
centrifugation, et hydrolyse des formes conjuguées en milieu
chlorhydrique (1/20) ; puis neutralisation et dilution avec du méthanol (1/5).
Mélange pendant 5 minutes sur Heidolph et centrifugation. Prélevement de
150 pL pour analyse LC-MS. (b) Préparation des échantillons tissulaires:
pesée et broyage dans du méthanol (RETSCH mm?200). Rajout de 100 pL
de méthanol a chaque fraction. Homogénéisation des mélanges (Heidolph
Multireax) puis centrifugation. Prélevement de150 pL de surnageant pour
la LC-MS/MS.

Résultats et discussion : Absence de molécule mere sous forme native ou
conjuguée au niveau des urines et des selles des 24 premicres heures. La
demi-vie plasmatique apparente de ces deux drogues est estimée a 4 minutes
pour le HU210 et 2,5 min pour JWH-015 correspondant a des constantes
de clairance de 0,17 et 0,27. Cette clairance métabolique rapide aboutit &
deux métabolites principaux stables et polaires de m/z=360 pour JWH-015 et
m/z=325 pour HU-210. Les métabolites semblent résulter respectivement
d’une perte de C3H8O liée a une rupture au niveau du cycle pour le HU-210 et
aune hydroxylation sur les groupements naphtyle et indole pour le JWH-015.
Bien que les deux drogues diffusent rapidement a travers la barriere hémato
encéphalique (T, 2 la premiere minute), leur temps de séjour comparé dans
le compartiment cérébral semble radicalement différent, il est de 50 minutes
pour le HU210 et 122h pour le JWH-015.

Conclusion : Absence de molécule mere dans les urines qui est un liquide
biologique facilement accessible lors du dépistage. Ces études ont permis
d’identifier deux métabolites principaux stables, détectés par LC-MS
m/z=360 pour JWH-015 et m/z=325 pour HU-210. On peut en conclure que
la toxicologie prédictive doit jouer un role important afin de mieux établir
les propriétés pharmacocinétiques et permet d’optimiser la détection de ces
cannabinoides chez I’homme lors d’une suspicion d’intoxication par ces
produits émergents.

urinaires :

019. Effets du cannabis sur les fumeurs occasionnels
C.Giroud', G. Battistella?, A. Thomas', P. Maeder?, J.F. Mall*°, ].M. Annoni*?,
M. Appenzeller®, T. Buclin®, C. Staub', P. Mangin', E. Fornari?, B. Favrat'
!Centre Universitaire Romand de Médecine Légale, Lausanne — Genéve;
’Département de Radiologie et CIBM, Centre Hospitalier Universitaire
Vaudois (CHUV) et Université de Lausanne; 3Division de Pharmacologie
clinique et de Toxicologie, CHUV, Lausanne; * Unité de neuropsychologie,
Département de Neuroscience clinique, Genéve; *Département de Neurologie,
CHUYV, Lausanne, °Département de Psychiatrie, CHUV, Prilly, Suisse
Introduction : Notre but était d’étudier les régions et les réseaux neuronaux
impliqués dans une tache d’attention divisée liée a la conduite automobile
chez les fumeurs occasionnels de cannabis. Nous avons aussi testé les
relations entre les concentrations de THC dans le sang, les performances du
test de double tiche et les changements d’activité cérébrale.
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Meéthodes : 23 sujets males, droitiers, fumeurs occasionnels de cannabis ont
été recrutés. Chaque sujet a fumé un joint contenant du cannabis pur titré a
11 % de THC ou un placebo selon une procédure d’inhalation contrdlée. Les
sujets ont été examinés par imagerie par résonance magnétique fonctionnelle
(fMRI) a4 reprises avant et apres avoir fumé le cannabis ou le placebo. Pendant
chaque session de fMRI, un test de double tache consistant d’une part dans la
poursuite continue d’une cible sur un écran a I’aide d’un joystick et d’autre
part dans la détection occasionnelle d’un feu de circulation. Le feu vert mis a
part, I’apparition d’un feu rouge ou orange devait étre suivie de I’appui d’une
touche maintenue jusqu’a la disparition du feu. Des échantillons de sang ont
été prélevés a intervalles réguliers pour déterminer le profil d’élimination des
cannabinoides et évaluer leur concentration pendant la période d’imagerie.
Les effets cliniques subjectifs et objectifs ont été mesurés et comparés a la
session controle.

Résultats : Les effets subjectifs varient considérablement entre sujets et en
plus ils ne sont pas corrélés au niveau de concentration du THC. Les données
comportementales du test de double tiche indiquent que d’une maniere
globale I’écart a la cible augmente, le temps de poursuite de trajectoire
correct diminue, les temps de réaction a 1’apparition et la disparition d’un
feu augmentent. De plus, le nombre d’erreurs dans la détection appropriée
d’un feu rouge ou orange impliquant une réponse ou un feu vert impliquant
une inhibition d’action augmente. Les taux maximaux de THC varient
considérablement entre sujets allant de 28,8 a 167,9 ng/mL. L’interpolation
des concentrations pendant les 20 min de la phase d’imagerie indique
que celles-ci vont de 2,9 a 23,7 ng/mL. Les résultats d’imagerie montrent
I’implication d’un réseau multifonctionnel concernant la coordination visuo-
spatiale. Si on compare I’activité cérébrale enregistrée lors de la double tache
de poursuite de trajectoire et de détection de feux entre la condition apres
avoir fumé versus la session contréle, on note que ’activité cérébrale dans
certaines régions est augmentée alors que dans d’autres elle est diminuée.
Par exemple, D’activité s’accroit dans I’insula et dans 1’aire motrice
supplémentaire alors qu’elle diminue dans les aires visuelles liées au circuit
attentionnel.

Conclusions : L’intoxication aigué au cannabis entraine une diminution
des performances du test de double tache et une modification de 1’activité
cérébrale qui voit ses réseaux neuronaux liés au circuit attentionnel se
réorganiser sous ’influence du cannabis de maniére a conserver un niveau
performance minimal.

020. Practical experiences in application of EtG and FAEE
for detection of chronic alcohol abuse in forensic cases
according to the SOHT consensus

S. Suesse!, C. Selavka', H. Sachs?, M. Hastedt?, M. Rothe*, F. Pragst®
"Trimega-Drogencheck GmbH, Ulm, Germany; *Forensic Toxicological
Center FTC, Munich, Germany; °Institute of Legal Medicine, University
Hospital Charité Berlin, Germany; *Lipidomix GmbH, Berlin, Germany
Introduction: Testing for chronic excessive alcohol consumption by hair
analysis for ethyl glucuronide (EtG) and/or fatty acid ethyl esters (FAEE)
is routinely performed and the results are interpreted according to the
corresponding Consensus of the SOHT [Forensic Sci Int. 2010; 196: 2] in
the laboratories of the authors. The Consensus is due to a revision in 2011.
In preparation for this revision, the results obtained and interpreted in more
than 1500 cases are critically evaluated with the aim to further improve the
whole procedure with respect to pre-analytical, analytical and interpretative
conditions.

Methods: Hair samples from cases of driving ability examination, child
custody neglect, workplace testing or criminal cases were analyzed according
to validated procedures for EtG by LC-MS/MS and/or for FAEE by headspace
solid phase microextraction (HS-SPME) and GC-MS. In agreement with the
Consensus, 30 pg/mg EtG and 0.5 ng/mg FAEE in the proximal 0-3 cm were
used as cut-offs. It was deviated from this in cases of shorter hair samples,
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body hair samples, or request for examination of a longer time period (FAEE
in the segment 0-6 cm, cut-off 1.0 ng/mg). In addition, in many cases GGT
and CDT data from serum were available. In the evaluation, the following
points are considered. Pre-analysis: quality of sampling, registration of data
with importance for interpretation in sampling protocol, conditions and
duration of storage. Analysis: optimal sample amount, effect of washing and
extraction, variable matrix effects, sources of error, control samples, results
of regular accuracy control and inter-laboratory comparisons. Interpretation:
the validity of the cut-off values is examined by comparison with serum
markers, evidence from case histories, self-reported drinking data and
agreement between EtG and FAEE in hair. Furthermore, the effect of age,
gender, total hair length, reported hair care and cosmetics and duration of
alleged abstinence before sampling are considered. The specific features of
body hair as compared to scalp hair are looked at. Another important point is
the interpretation of hair lengths different from the proximal 3 cm segment.
The quality and requirements of the reports to clients and courts are reviewed.
A particular attention is given to interpretation results between LOQ and cut-
offs and whether they are in contradiction to alleged abstinence.

Results and conclusion: The results from statistical evaluation and
exemplary consideration of single cases will lead to proposals for change,
maintain or addition of points in the Consensus. Since the evaluation is not
yet finished and shall include all cases investigated in 2010 final results are
not yet available at the deadline of this abstract but will be available by end
of February 2011.

021. Ethyl glucuronide in hair — a highly effective test for the
monitoring of alcohol consumption

R. Agius, T. Nadulski, H.G. Kahl, B. Dufaux

Labor Krone, Bad Salzuflen, Germany

Objectives: The aim of this paper is to compare the number of positive
ethyl glucuronide samples in urine with ethyl glucuronide in hair samples of
alcohol impaired drivers and hence the efficacy of both tests in driving licence
re-granting medical and psychological assessment (MPA). Additionally the
suitability of hair lengths other than 3 cm for the assessment of alcohol
abstinence is addressed.

Methods: Urine samples were screened for ethyl glucuronide using a
commercial enzyme immunoassay test and confirmed with GC-MS. Hair
samples were analysed with a previously published HS-SPME-GC-MS/
MS method. All methods were fully validated and accredited according to
forensic guidelines. The number of positive samples for EtG (=7 pg/mg)
in 3 cm hair lengths were compared to the positive samples for EtG in urine
(= 0.1 mg/L) for cases requiring alcohol abstinence. Additionally, the results
for EtG in hair were classified in teetotalers (< 7 pg/mg EtG), social drinkers
(=7 and < 30 pg/mg EtG), and chronic excessive abusers (= 30 pg/mg EtG)
as a function of hair lengths analyzed. The different distributions obtained
for the 3 cm hair lengths and other hair lengths, smaller and greater than
3 cm were statistically tested for significance using the Chi squared test at the
95 % and 99 % confidence levels.

Results: 20 % (80 out of 386) of the 3 cm long hair samples were tested
positive for ethyl glucuronide in hair, compared to only 2 % (92 out of
4248 samples) in urine. Additionally 50 % of the samples positive for ethyl
glucuronide in hair had ethyl glucuronide values greater than 30 pg/mg hair,
indicating chronic alcohol consumption in the last three months. Similar
distributions were shown by other hair lengths analysed.

Conclusions: This study shows that ethyl glucuronide in hair reveals a
significantly higher percentage of alcohol impaired drivers who fail to be
sober in the rehabilitation period, irrespective of the hair length analysed,
than does the test in urine; presumeably the hair test is more adequate to
monitor long term alcohol abstinence than the urine test as defined by the
driving licence re-granting medical and psychological assessment (MPA) in
Germany.

022. Ethylglucuronide concentrationin hair: first experiences
with the recommended interpretation limit of 30 pg/mg and a
comparison of head hair vs. non-head hair

M.R. Baumgartner, A. Pianta, B. Liniger, T. Kraemer

Institute of legal medicine, University of Zurich, Switzerland

Introduction: In the examination protocols to check for driving ability and for
re-granting the driving license, hair analysis is a very helpful and useful tool.
To check for teetotalism the direct phase II metabolite ethylglucuronide (EtG)
is analyzed in hair samples. An international consensus fixed the interpretation
limit to discriminate between low and high risk alcohol consumption or social
drinking and chronic excessive alcohol intake at a level of 30 pg/mg EtG in
hair. Statistical examination of 8900 datasets is presented. The main focus is
on statistical distribution, especially on the comparison of different hair from
alternative anatomical sites (head, chest, axilla, arm, leg, and beard) and on
the practicability of the use of the internationally recommended value.
Methods: Hair samples were analyzed in the analytical lab of the traffic
medicine department of the institute of legal medicine in Zurich. Between
20 and 30 mg of hair snippets were pulverized in a ball mill, extracted with
water, cleaned by SPE (OASIS MAX) and derivatized with PFPA. Detection
and quantitation of EtG in hair was performed using gas chromatography-
negative-ion chemical ionization mass spectrometry (GC-NCI-MS) or
GC-NClI-tandem mass spectrometry (GC-NCI-MS/MS).

Results: Usually head hair has been analyzed as recommended for forensic
purposes. In 7.3 % of all cases, only alternative hair samples had been
available for analysis. The length of the hair segments ranged between 1 and
5 cm (mean 3.8 cm). In about 2/3rd of all cases teetotalism has to be monitored
for a period of six month. Therefore, a 5-cm hair segment has been analyzed
in the majority of these cases. These checks for teetotalism have to be
repeated every six months over a period of 2 to 3 years. With a cut-off value of
5 pg/mg EtG in hair, a long time monitoring of teetotalism is well documented.
For the differentiation of the alcohol consumption behavior, shorter hair
segments have to be investigated. Segmental analysis (2 segments) was
performed in 6.3 % of all cases. The Swiss Society of Legal Medicine (SGRM)
has stated that the recommended cut-off value for hair analysis can only be
used when measurement uncertainty at a fixed level of 25 % is included.
Thus, a cut-off value of 40 pg/mg of hair must be used. In 288 cases (9.5 %)
EtG-concentrations ranged between 30 and 40 pg/mg. They were graded as
social drinkers. Applying cut-off values of 30 pg/mg or 40 pg/mg, chest hair
(n=273) showed a similar distribution of EtG in hair as head hair. Leg hair
(n=321) exhibited a slight tendency towards higher EtG-values. This tendency
is increased in cases in which arm hair (n=28) were analyzed. The opposite
trend was observed with use of axillary hair (n=15). These observations are
in accordance with those of an ongoing study in our lab where different hair
samples from different anatomical sites from the same subject, collected at the
same time, were investigated. Preliminary data of this study showed that, in
66 % of the 39 cases the same interpretation category resulted after analysis of
the EtG concentration in hair, applying the mentioned cut-off values. Lower
concentrations were found in axillary hair in 6 of the remaining 13 cases.
In 2 cases an increased concentration in leg hair were found and in 4 cases
concentrations around the cut-off or interpretation levels were present.
Conclusion: EtG, analyzed in hair samples, is a common and accurate
marker to differentiate between teetotalers, social and heavy drinkers. If no
head hair is available, chest hair might be an appropriate alternative.

023. Positive EtG findings in hair as a result of cosmetic
treatment — a case report

E. Sporkert, H. Kharbouche, M. Augsburger, P. Mangin

Centre Universitaire Romand de Médecine Légale, Lausanne, Switzerland
Introduction: The question if cosmetic treatment can yield to false positive
results in the case of ethyl glucuronide has generally been refused by the
experts as ethyl glucuronide is formed in the liver by UDP glucuronic acid in
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the presence of ethanol, only. We present a case, where a person was asked
by the authorities to prove its driving ability after being involved in a car
accident. EtG was found in high concentrations (up to 910 pg/mg) in hair
from different sampling dates indicating chronic and excessive drinking
behavior. This person refused alcohol consumption and did not present any
clinical sign of alcoholism which should be noticeable at the measured huge
EtG hair levels. Furthermore, she declared to use on a regularly base a hair
lotion. Therefore, we suggested prospective blood and urine controls as well
as hair sampling at least 6 months after stopping the special hair treatment.
Methods: Hair EtG was determined by validated GC-MS/MS-NCI method.
Blood analysis was carried out in the case of ASAT, ALAT and GGT by
immunochemical methods on a Dimension® system. CDT was measured by
capillary electrophoresis with UV detection. EtG urine testing was performed
on a weekly base over a six month period on a CDX90 using Thermo Fisher
Scientific DRI® Ethyl Glucuronide Enzyme Immunoassay in order to prove
abstinence. HS-GC-FID was used for ethanol determination.

Results: The classical clinical biomarkers of ethanol consumption, CDT,
GGT, ASAT and ALAT, were inconspicuous in the three blood samples taken.
All urine samples collected during a six months period were negative for EtG.
This lotion was transmitted to our laboratory. The ethanol concentration in
this lotion was determined with 35 g/L. Surprisingly, the EtG immunoassay
gave a positive result indicating more than 6 mg EtG /l. Confirmation was
carried out using GC-MS/MS-NCI, which also led to a positive EtG result of
about 2.6 mg/L. A final hair sample, taken 11 months after the last positive
hair sample could not reveal the presence of EtG in the four 3 cm segments
analysed.

Conclusion: The positive EtG hair findings in the presented case are most
likely result of the special cosmetic treatment. Therefore, hair contamination
should always be kept in mind when unusual cosmetic treatment is mentioned.
In case of doubt, the measure of classical biomarkers for alcohol abuse has
to be considered. Actually, a study is performed applying the implied lotion
to the hair of a volunteer.

024. Influence of ethanol containing cosmetics on ethyl
glucuronide concentration in hair

L. Martins, T. Binz, M. Yegles

Laboratoire National de Santé — Toxicologie, Luxembourg

Introduction: Ethyl glucuronide (EtG) and fatty acid ethyl esters (FAEE),
non-volatile, direct metabolites of ethanol, have been shown to be a
suitable markers for the evaluation of social and chronic excessive alcohol
consumption. In previous investigations it was shown that a regular use
of hair-care products with high alcohol content lead to an increase of
FAEE concentration and consequently gave wrong positive results for the
determination of FAEE in hair.

Aim: In this study we investigated the influence of an EtOH containing hair
tonic on the EtG concentration in hair.

Material and methods: 7 volunteer subjects (rare, social and heavy drinker)
treated the right side of the scalp every day during a 1 (2) month period with a
commercial hair tonic (SEBORIN) containing 137.7 g/L ethanol. Collection
of hair specimens of both sides was done one day before hair treatment,
one week and 1 month after treatment (for 5 subjects also after 2 months
of treatment). A 3 cm proximal hair segment (if available) was cut and then
washed with water and acetone. After pulverization, 2 h ultrasonication
in water, extraction by solid phase extraction using Oasis MAX columns
and derivatization with HFBA, EtG was quantified by GC/MS in negative
chemical ionization mode using EtG-d5 as internal standard.

Results: Comparison of EtG concentration in the treated and in the non-
treated hair specimens did not show any increase at the different dates of
collection for the 7 subjects.

Conclusion: In conclusion, these results show that there is no indication for
an increase of EtG after use of ethanol containing hair cosmetics.
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025. Value of the concept of minimal detectable dosage in hair

P. Kintz, M Villain

X-Pertise Consulting, Oberhausbergen, France

Introduction: When using hair in a suspected case (workplace drug testing,
doping, driving under the influence, drug-facilitated crime...), particularly
when urine of the subject was positive and hair negative, the question of
importance is to know whether the analytical procedure was sensitive enough
to identify traces of drugs. It has been accepted in the forensic community
that a negative hair result cannot exclude the administration of the detected
drug or one of its precursors and should not overrule a positive urine result.
Nevertheless, the negative hair findings lends enough ambiguity to the
positive urine result, coupled with the legal consequences for the subject,
that substantial justice refereeing occurs.

Method: Literature evaluation and data obtained from our 20 years
experience in drug testing in hair by both GC/MS and LC/MS-MS are the
basis to establish for some compounds the minimal detectable dosage.
Results: For cocaine and codeine, several published controlled studies were
conducted during the past years to evaluate the threshold dose. The minimal
dose for detecting cocaine in hair appears to be approximately 25-35 mg
cocaine, administered intravenously. Codeine was detected in hair after a
single oral dose of 60 mg. Most of our own research has been focused on
sedative drugs that are used in drug-facilitated crimes. All but lorazepam
and alprazolam compounds gave a positive chromatographic signal in hair
collected about one month after oral administration of a single galenic unit.
Concentrations were always in the low pg/mg range.

Discussion: The influence on drug incorporation of melanin affinity,
lipophilicity, and membrane permeability is of paramount importance. Despite
their high lipophilicity, some drugs have quite low incorporation rate into
hair, suggesting that the higher incorporation rates of basic drugs (cocaine,
amphetamines...) than neutral (steroids, benzodiazepines, cannabinoids ...)
or acidic ones are strongly related to the membrane permeability of the drug
based on the pH gradient between blood and the acidic hair matrix.
Conclusion: Until laboratories will have sensitive enough methodologies to
detect a single use of drug, care should be taken to compare urine and hair
findings.

026. Hair and urine testing to assess drugs use in couples
undergoing assisted reproductive technologies

S. Pichini', M. Pellegrini', E. Marchei', M.C. Rotolo', R. De Luca?
R. Spoletini?, P. D’ Aloja?, P. Zuccaro', C. Mortali!, G. Scaravelli?

'Drug Research and Evaluation Department, Istituto Superiore di Sanita,
Rome, Italy; >ART Italian National Register, National Centre for Epidemiology,
Surveillance and Health Promotion, Istituto Superiore di Sanita, Rome, Italy
Introduction: Both demographic studies on the percentage of infertile couples
that signal a new escalation of infertility with age and the results of techniques
of medically assisted procreation show that there is a steady reduction of the
ability to conceive. It has been hypothesized that between factors of infertility
some can be related to lifestyle such as smoking habit, excessive use of alcohol
and drugs of abuse consumption. For the first time in Europe we aimed to
estimate the prevalence of psychotropic drugs use and the eventual effects of
this toxic habit in couples undergoing assisted reproductive technologies.
Methods: Two hundred ninety-seven couples attending assisted reproduction
centers in Rome were recruited for the study. When they presented at the
Centre for the visit, they were asked to answer a structured questionnaire
concerning sociodemographic characteristics and lifestyle habits, and at the
same time to provide one hair and one urine sample. Hair and urine testing for
drugs of abuse, alcohol and tobacco smoke were performed with screening
and confirmatory validated methodologies.

Results: Of the 594 enrolled individuals (297 couples), only 352 (161 couples
and 27 single individuals from the couple) completed the questionnaire and
gave at least one biological sample, while 349 gave both hair and urine



Ann Toxicol Anal.2011;23(S1)

Abstracts

samples. Urine testing showed an overall 4.8 % (17 individuals) positivity to
drugs of abuse: 4.2 % to cannabinoids and 1.4 % to cocaine (all men). Hair
testing of the proximal 4 cm segments confirmed all the positive samples,
but three showing repeated drug use in the majority of cases. Of the 17 drug
users - 3 couples, 9 men and 2 women - only 8 self reported their toxic
habit, while the other nine denied it. Drug consumers were in a statistically
higher percentage active smokers and alcohol drinkers, less prone to physical
activity and with a trend towards higher weight.

Conclusions: In conclusion, the findings of the present study confirm the
suitability of urine testing to disclose recent drugs use and of hair analysis to
verify repeated consumption. Association between different toxic habits and
sedentary lifestyle is also substantiated by the obtained results.

027. Maternal hair testing for the assessment of fetal
exposure to drug during early pregnancy: comparison with
testing in placental and fetal remains

M. Falcon', S. Pichini?, J. Joya’, M. Pujadas®, A. Sanchez!, O. Vall®,
O. Garcia Algar®, A. Luna', R. De La Torre®, M.C. Rotolo?, M. Pellegrini?
'Universidad de Murcia, Murcia, Spain, *Istituto Superiore di Sanita, Rome,
Italy; *Hospital del Mar, Barcelona, Spain

Introduction: Drug use in pregnant women during the first trimester of
pregnancy and consequent fetal exposure during early gestation can only be
assessed by repetitive/systematic maternal blood/urine analysis or segmental
hair analysis. No evidence of any relation between mother/fetal exposure
during this specific period of gestation has been demonstrated to date in a
human model.

Methods: To clarify drugs toxicokinetics and transplacental passage during
early pregnancy we analyzed the most widely used recreational drugs and
metabolites in the proximal 4 cm hair segments of women undergoing
voluntary termination of pregnancy (n=280) during the 12" week of
gestation. Placenta and fetal tissue samples were analyzed to verify whether
the results of maternal hair testing can reflect fetal exposure and, if so, to
what extent. Hair, placenta and fetal remains were analyzed by validated gas
chromatography mass spectrometry assays.

Results: Seventy eight positive hair samples were obtained: these resulted
positive for THC (76.0 %), cocaine (36.8 %), opiates (7.9 %) MDMA (3.9 %)
and 17.8 % to more than one drug. Positive hair cases were confirmed in
placenta/fetal tissues in 13 out of 57 for cannabis; 7 out of 28 for cocaine;
0 out of 6 for opiates and 0 out of 3 MDMA.

Conclusion: Drugs/metabolites in hair of pregnant women can be used as
biomarkers of past drug consumption (repetitive or sporadic), although this
consumption is not always reflected in fetal/placental tissues. In our study
sample, this occurred in 22-25 % of cases involving cannabis and cocaine.
More than one hypothesis can be postulated for the absence in the other cases:
drug use occurred before the start of pregnancy, past sporadic consumption
which could be measured in hair but not in fetal and placental remains
because of the small time window of drug detection in placental/fetal tissues;
for the minute amount of drugs and metabolites which reached these tissues
and cannot be detected at the sensitivity of the applied analytical methods.
Nonetheless, for the first time, the transplacental passage of illicit drugs from
the mother to the fetus could be demonstrated in the early weeks of pregnancy
and thus during the initial formation of the embryo and its change into fetus.

028.Comparisonofextractionproceduresforbenzodiazepines
determination in hair by LC-MS/MS

L. Morini, C. Vignali, M. Polla, A. Sponta, A. Groppi

Department of Legal Medicine, Forensic and Pharmaco-Toxicological
Sciences, University, Pavia, Italy

Introduction: The use of a LC-MS/MS system for benzodiazepines detection
remarkably increased the analytical sensitivity of these drugs in biological
matrices, in particular in non-conventional ones such as hair. Since the amount

of hair sample available for the analysis is frequently limited and, moreover,
it needs to be checked for many other drugs and compounds of forensic
interest, it is important to develop a sample preparation procedure able to
detect either benzodiazepines and as many as possible other substances. The
aim of this study was to compare the sensitivity of two different hair sample
preparation procedures for benzodiazepines detection in hair.

Methods: About 20 mg hair, previously washed with organic solvent and cut
into small pieces, were ultrasonicated with a phosphate buffer (pH 8.4) up
to 1 hour and then extracted with dichloromethane/diethyl ether. The organic
solvent was then dried under nitrogen flow and samples were reconstituted
with 60 microliters methanol. Finally a 5 microliter aliquot was injected in
the LC-MS/MS system. The second procedure consisted of an ultrasonication
of hair samples in 700 microliters of methanol. Samples were then directly
analyzed. Both the methods were fully validated.

Results: Thirty five compounds among benzodiazepines and their metabolites
were screened using both the procedures. The methods fulfilled all the
validation parameters and were applied on either spiked blank hair and real
positive samples. While phosphate extraction allowed to reach a LOQ for
almost all the substances ranging from 0.1 to 1 pg/mg, thus guaranteeing
to evaluate even a single dose administration (as confirmed by real positive
cases) the sensitivity of the methanol extraction showed a LOQ ranging
from 1 to 10 pg/mg, still enough to assess a therapeutic use of almost all the
benzodiazepines but not reliable for Drug Facilitated Sexual Assaults (DFSA)
cases; nevertheless the methanolic incubation allows a simple and rapid
analytical procedure due to the direct injection of the extraction solvent.
Conclusion: Even though a extraction procedure for
benzodiazepines determination is useful for forensic toxicological purposes
also when a wider range of substances is needed and in case of a small
amount of hair available, it is advisable to prefer a phosphate extraction when
detection of a single dose administration is required.

methanol

029.Development and validation of aliquid chromatography-
tandem mass spectrometry assay for hair analysis of
atomoxetine and its metabolites: application in clinical
practice

E. Marchei', M. Farre?, M. Pellegrini', M.C. Rotolo', O. Garcia-Algar?,
E. Papaseit?, C. Mortali', R. Pacifici', S. Pichini'

'Drug Research and Evaluation Department, Istituto Superiore di Sanita,
Rome, Italy;> Human Pharmacology and Clinical Neurosciences Research
Group, IMIM-Hospital del Mar Research Institute, Barcelona, Spain
Introduction: Atomoxetine, a potent inhibitor of the pre-synaptic
norepinephrine transporters, has recently approved for the treatment of
attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) in children, adolescents, and
adults as an alternative to methylphenidate. Following oral administration,
atomoxetine is well absorbed. It is primarily cleared from the body via
oxidative metabolism and is subsequently eliminated into the urine as
conjugated metabolites. Studies on short-term drug monitoring using blood
samples are rare, while those on long-term monitoring by hair testing do not
exist at all. Hair samples can be easily and non-invasively collected, which
is especially important in pediatric patients. Hence, hair testing of parent
drug and eventually of its metabolites should be an alternative to check
compliance in a wider time-window than if using blood.

Methods: A procedure based on liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) has been developed for the determination
of atomoxetine and its metabolites (4-hydroxyatomoxetine and
N-desmethylatomoxetine) in hair of one treated child and five treated
adolescents. After addition of internal standard, hair samples were overnight
digested with 2 mL 1M NaOH at 45°C. Then, analytes were extracted from
alkaline solution with 2 different aliquots (2 mL) of tert-butyl methyl ether.
Chromatographic separation was achieved at ambient temperature using a
reverse phase column with the use of a binary gradient (mobile phase A: water
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with 0.01 % formic acid, mobile phase B: acetonitrile). The mass spectrometer
was operated in positive ion mode using multiple reaction monitoring.
Results: The method, validated in the range 0.1-50 ng/mg hair for each
analytes under investigation, was found to be linear over the concentration
range and presented analytical recovery between 73.3 % and 81.5 %.
Intra-assay and inter-assay precision and accuracy were less than 20 %.
Analytes were stable after three freeze-thaw cycles. Preliminary results show
atomoxetine and desmethylatomoxetine hair concentration varying from
0.5 to 4.2 ng/mg hair and from 1.3 to 6.4 ng/mg, respectively.

Conclusions: The presented results show that the assay was sensitive enough
for atomoxetine long-term monitoring in the proposed matrix.

030. Detection of metabolites in the general unknown
screening of hair by LC-QTOF-MS

S. Broecker, M. Koch, F. Pragst

Institute of Legal Medicine, University Hospital Charité Berlin, Germany
Aims: In hair analysis, metabolites provide very often additional evidence for
identification of a drug and play a key role for discrimination between external
contamination and systemic incorporation. Because of the comprehensive
acquisition of data, liquid chromatography-hybrid quadrupole-time-of-
flight mass spectrometry (LC-QTOF-MS) offers optimal prerequisites for
a systematic metabolite search in a hair sample. In the present study, hair
samples from more than 100 death cases with known abuse of illegal drugs or
therapeutic intake of medical drugs at lifetime were systematically examined
for the presence of metabolites.

Methods: About 20 mg hair were decontaminated with water and acetone
dried, exactly weighed and extracted by 2x18 h incubation with 0.5 mL of
a mixture of methanol/acetonitrile/H,0/2mM ammonium formate (1:1:2
v/v/v) at 37°C. A mixture of deuterated standards from different drug groups
was added for quantification and method control. 5 uL of the united extracts
were injected without clean-up for LC-QTOF-MS measurement (instru-
ment Agilent 6530) in the Auto-MS-MS mode (data dependent acquisition,
alternating MS and MS-MS measurement with a cycle time of 1.1 s). For
substance identification the specific tools of the MassHunter LC-QTOF-MS
software and the Database and Library of more than 2500 Toxic Compounds
of the authors [Broecker et al., Anal. Bioanal. Chem., accepted] were
used. The limits of detection for basic substances were between 10 and
50 pg/mg. For detection of metabolites, a special in-house developed tool
“Find Metabolites” was applied which automatically calculates molecular
formulas of possible metabolites of detected or expected drugs and searches
for the corresponding mass data (protonated molecule [M+H]*, isotope
pattern, sodium adducts) in the chromatographic file. For confirmation of
suggested metabolites the CID spectra of [M+H]* were interpreted.

Results: In the general unknown screening of more than 100 hair samples
176 different substances were identified with a frequency of 1-26 by search in
the database and library. By application of the “Find Metabolites” tool to hair
samples from drug fatalities normorphine, benzoylecgonine, cocaethylene,
norcocaine, EDDP, norbuprenorphine, and amphetamine and MDA in case
of methamphetamine and MDMA abuse were found. Glucuronides were
not yet detected. The search for metabolites of therapeutic drugs led to up
to 10 metabolites per drug, mainly from dealkylations and hydroxylations
and combinations of them. For instance 7 tramadol metabolites were seen
in a case. For confirmation of the metabolites suggested by the tool, the
interpretation of the accurate mass CID fragment spectra, simultaneously
obtained in the Auto-MS/MS measurement proved to be very useful.
Conclusion: LC-QTOF-MS in data dependent acquisition mode provides
unique advantages for detection of metabolites in hair without reference
substances and without restriction to preselected analytes. Therefore, it
appears to be a suitable method for exclusion of external decontamination by
detection of non-hydrolytic metabolites. The sensitivity is sufficient in most
practical cases and can still be improved by additional enrichment and clean-
up steps in the simple sample preparation.
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031. Simultaneous detection of seventeen drugs of abuse
and metabolites in hair using solid phase micro extraction
(SPME) with GC/MS

K. Aleksa'?, P. Walasek', G. Koren'23*

'Hospital for Sick Children, Toronto, Canada; *University of Waterloo,
Waterloo, Canada; 3University of Toronto, Toronto, Canada; *University of
Western Ontario, London, Canada

Introduction: The analysis of pediatric and adult hair is a useful non-invasive
biomarker used to effectively detect various xenobiotics, specifically drugs
of abuse such as cocaine, opiates and amphetamines. We have developed a
sensitive and specific solid phase micro extraction (SPME) coupled with gas
chromatography mass spectrometry (GC/MS) to detect 17 different anlaytes
in hair using a single extraction method.

Method: Five mg of hair is extracted overnight, subjected to solid phase
extraction (SPE) and then to SPME-GC/MS. The aimed analytes include
amphetamine, metamphetamine, MDA, MDMA, cocaine, benzoylecognine,
norcocaine, cocaethylene, methadone, codeine, morphine, 6-AM, oxycodone,
oxymorphone, hydrocodone, hydromorphone and meperidone.

Results: The following are the LOD of the various drugs: 0.4 ng/mg hair
for amphetamine, methamphetamine, MDA and MDMA; 0.6 ng/mg hair
for morphine, codeine, 6-AM, oxycodone, oxymorphone, hydromorphone,
hydrocodone, meperidine and 0.2 ng/mg hair for cocaine, benzoylecognine,
cocaethylene, norcocaine and methadone.

Conclusion: This GC/MS method is sensitive and specific to detect the
presence of these 17 analytes in as little as 5 mg of hair and is especially
useful for newborn and child hair analysis where the amount of hair is often
very limited.

032. Evidence of mephedrone chronic abuse through hair
analysis using GC/MS

V. Cirimele, J.F. Muller, M. Duez, M. Martin, K. Turner

Laboratoire ChemTox, Illkirch, France

Aims: Mephedrone is a synthetic derivative of cathinone which is becoming
more common on the recreational drug market. Until now, several
intoxications following mephedrone abuse were reported. Papers focused
essentially on analytical approaches for biological fluids [Dickson, J Anal
Toxicol. 2010; Wood, J Med Toxicol. 2010] and one only involving hair
samples [Torrance and Cooper, Forensic Sci Int. 2010]. After the development
of a new analytical approach, the results for 13 positive mephedrone hair
specimens are reported here.

Methods: After decontamination of the hair strand in methylene chloride,
hair segments were cut into small pieces (< | mm) with scissors, weighed
and incubated in 1 mL Soerensen buffer pH 7.0 in presence of deuterated
MDMA, overnight at 40°C. The incubation medium was extracted using
ethylacetate after alkalinisation with 1 mL 1N NaOH. Before injection, the
dry extract was derivatized using a mixture of HFBA/ethylacetate (100:50,
v/v), evaporated and dissolved in 25 pl of ethylacetate. After introduction of
1 ul of the extract in a splitless injector warmed at 240°C, chromatographic
separation was achieved on a HP 5890 gas chromatograph equipped with
a 5-MS capillary column (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 um film thickness).
The oven temperature was programmed to increase from 60 to 295°C in
14 min with a carrier gas flow of 1.0 mL/min (helium, purity grade 99.9999).
Detection was achieved in single ion monitoring mode (m/z 254-119-210
for mephedrone, m/z 258 for MDMA-dS) using a 5973MSD operating in
electron impact mode of ionization at 70 eV.

Results: Sixty seven hair specimens were tested for mephedrone. Thirteen of
them were positive for mephedrone with concentrations ranging from 0.2 to
313 ng/mg with a mean value concentration of 37.8 ng/mg. In a short letter
of Torrance and Cooper, mephedrone was detected at 4.2 and 4.7 ng/mg in a
unique hair specimen tested, but very limited details on analytical approach
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and interpretations were given. It was difficult to compare our findings due to
a lack of references, nevertheless mephedrone seems well incorporated into
hair (concentrations in the ng/mg range) like other stimulant drugs such as
amphetamines or cocaine.

Conclusion: The goal of this work was to develop a specific and accurate
method for mephedrone in hair specimens and it’s application to a large
number of hair specimens (n=67). A first series of 13 positive hair cases for
mephedrone has been reported here with concentrations ranging from 0.2 to
313 ng/mg. The developed analytical method appears sensitive enough to
reveal low but repeated abuse of mephedrone.

033. Hair analysis to investigate treatment compliance and
abstinence from drugs of abuse in an opiate substitution
program

R. Kronstrand', I. Nystrom', A. Costa?, O. Hoffmann'

'National Board of Forensic Medicine, Linkoping, Sweden; *Addiction
Center, Eskilstuna Sweden

Aims: The aims of this study were to investigate if analysis of hair for
methadone and buprenorphine could confirm treatment compliance and
abstinence from other drugs.

Methods: The study was approved by the local ethics committee in Stockholm
(#2008/1765). Five subjects receiving methadone (dose 70-150 mg/d) were
included and each provided 3 hair samples taken from the same spot at 3 to
6 month intervals. Thus, only hair that had grown from the previous hair sample
was analyzed. Three subjects receiving buprenorphine (dose 4-12 mg/d) were
alsoincluded. Hair samples were screened for drugs of abuse using LC-MS-MS.
Quantitation of methadone, buprenorphine and metabolites were performed
after segmentation and washing using LC-MS-MS. Typically, 3 segments
of 10 mm each were analyzed. Lower limit of quantitation (LLOQ) was
0.1 ng/mg for methadone and EDDP and 0.01 and 0.02 ng/mg for buprenorphine
and norbuprenorphine, respectively when using 20 mg of hair.

Results: Methadone and EDDP concentrations in hair segments were evenly
distributed indicating good compliance. Methadone concentrations were about
10 times higher than those of the metabolite EDDP and ranged from 5 to 14 ng/
mg and 0.3 to 1.7 ng/mg, respectively. A T-test between subject on 70 mg
and 150 mg gave a significant difference in hair methadone concentration
(p<0.05), however the correlation between dose and hair concentration
was poor (r’=0.20). Buprenorphine concentrations were very low and most
samples were below the LLOQ. When found, the concentrations were between
0.01 and 0.13 ng/mg for buprenorphine and between 0.07 and 0.11 ng/mg for
norbuprenorphine. All subjects but one had negative results for all other drugs
other than their prescribed indicating abstinence during the treatment period.
Conclusion: We conclude that the methodology used, with repeated hair
samples from the same spot can provide information on compliance for
methadone treatment. However, for buprenorphine, the method was not
sensitive enough to detect the analytes in hair after treatment with doses from
4 to 12 mg/day.

034. The standardisation of results on hair testing for drugs
of abuse: an interlaboratory exercise in the Lombardy
Region, Italy

C. Stramesi', C. Vignali', A. Groppi', M. Caligara’, F. Lodi?, S. Pichini®,
C. Jurado*

'Department of Legal Medicine, Forensic and Pharmacotoxicological
Science, University of Pavia, Italy; *Division of Forensic Toxicology,
University of Milan, Italy; *Drug Research and Evaluation Department,
Istituto Superiore di Sanita, Rome, Italy; *National Institute of Toxicology
and Forensic Sciences, Seville, Spain

Introduction: Hair testing for drugs of abuse is performed in Lombardy,
the Italian Region with the highest number of inhabitants, by nine analytical
laboratories accredited for forensic purposes, the most frequent being driving

license regranting and workplace drug testing. Individuals undergoing hair
testing for these purposes have the possibility to choose in which laboratory
the analyses can be carried out. The aim of our study was to perform an
interlaboratory exercise in order to verify the level of standardisation of hair
testing for drugs of abuse of these nine accredited laboratories. Our intention
was to reproduce the real case of an individual undergoing hair testing at the
same time in different laboratories.

Methods: Sixteen hair strands coming from different subjects were
longitudinally divided in 3-4 aliquots and distributed to participating
laboratories. Each laboratory received four samples, except two labs that
received height and six samples, respectively, and the Reference laboratory
that analysed all the 16 hair samples. The participant laboratories were
requested to apply their routine methodologies.

Results: All the participants (nine laboratories) analyzed opiates (morphine
and 6-acethylmorphine) and cocainics (cocaine and benzoylecgonine)
while only five analyzed methadone, amphetamines (amphetamine,
methamphetamine, MDMA, MDA and MDEA) and THC. The majority of
the participants (seven labs) performed acidic hydrolysis, to extract the drugs
from the hair, and analysis by GC-MS, and two labs used LC-MS/MS. Eight
laboratories performed initial screening tests by EMIT, ELISA or CEDIA.
Results demonstrated a good qualitative performance for all the participants,
since no false positive results were reported by any of them. Quantitative data
were quite scattered, but less in samples with low concentrations of analytes
than in those with higher concentrations.

Conclusion: Results from this first regional inter-laboratory exercise show
that, on one hand, individuals undergoing hair testing would have obtain
the same qualitative results in any of the nine laboratories. On the other
hand, the scatter in quantitative results could cause some inequalities if the
interpretation of the data is required.

035. Target screening of 35 licit and illicit drugs and
metabolites in hair by LC-MS/MS

E. Lendoiro, A. De Castro, A. Cruz, M. Lépez-Rivadulla, M. Concheiro
Institute of Forensic Sciences, University of Santiago de Compostela,
Santiago de Compostela, Spain

Introduction: Hair analysis permits the investigation of chronic and past
drug consumption. Bearing in mind that drug-users usually consume
different kind of substances and the amount of hair can be limited, a method
for simultaneous detection in one hair specimen of different groups of
drugs is a very useful tool in any forensic toxicology laboratory. Besides,
the development of a multiple drug detection method saves time and cost of
analysis.

Aims: To develop and validate a target screening method in hair following
SOHT cut-off recommendations by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) for 35 analytes, including morphine,
6-acetylmorphine (6AM), codeine, methadone, phentanyl, amphetamine
(A), methamphetamine (MA), 3.4-methylenedioxyamphetamine (MDA),
3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA), benzoylecgonine (BE),
cocaine, A9-tetrahidrocannabinol (THC), lysergic acid diethylamide
(LSD), ketamine, scopolamine, alprazolam, bromazepam, clonazepam,
diazepam, flunitrazepam, 7-aminoflunitrazepam, lorazepam, lormetazepam,
nordiazepam, oxazepam, tetrazepam, triazolam, zolpidem, zopiclone,
amitriptiline, citalopram, clomipramine, fluoxetine, paroxetine and
venlafaxine.

Methods: After hair wash with dichloromethane (x3), 50 mg of hair was
pulverized. To this powder, 50 uL internal standard mixture (19 deuterated
analogs at 100, 500 or 2000 pg/mg, depending on the analog) and 2 mL of
acetonitrile was added, and sample was incubated at 50°C overnight. The
supernatant was evaporated and reconstituted in 200 uL methanol and 2 mL
borate buffer pH9. A liquid-liquid extraction was performed adding 4 mL
hexane:ethyl acetate (55:45, v:v). After centrifugation (10 min, 4000 rpm),

S1-13



Ann Toxicol Anal.2011;23(S1)

Abstracts

the organic phase was evaporated and reconstituted again in 200 pL
methanol and 2 mL borate buffer pH9. Finally, these samples were extracted
using Strata-X 3 um 60mg 3cc cartridges. Chromatographic separation was
performed in Atlantis T3 (2.1 x 100 mm, 3 um) column, with a mixture of
acetonitrile and ammonium formate pH3 as mobile phase. Quattro Micro
tandem mass spectrometer was employed in MRM mode, monitoring one
transition per analyte. To validate the screening method, the following
parameters were studied: specificity (n=8), limit of detection (LOD), limit
of quantification (LOQ), LOQ inter-day precision and accuracy (n=3),
extraction efficiency (n=9) and matrix effect (n=9) at LOQ and 10xLOQ
levels. The present method was applied to the analysis of 12 real hair
specimens.

Results: Under the selected chromatographic conditions, all analytes
eluted in 27 min, being total run time 32 min. Validation parameters were
within the accepted criteria. The method was specific (n=8, no endogenous
interferences); LOD was 0.2-50 pg/mg and LOQ 0.5-100 pg/mg, depending
on the analyte; LOQ inter-day precision 1.7-18.2 % and accuracy 0.2-18.8 %;
extraction efficiency was 4.1-85.6 %; 27 analytes showed ion suppression
(up to -86.2 %), 4 showed ion enhancement (up to 359.6 %), and 4 had no
matrix effect. The real hair specimens were positive to 6AM (3), codeine (2),
methadone (4), phentanyl (1), A (2), MDMA (1), BE (9), cocaine (9), THC
(1), ketamine (1), alprazolam (1), bromazepam (2), diazepam (3), lorazepam
(1), nordiazepam (2), zolpidem (1), zopiclone (1), amitriptiline (1), citalopram
(3), fluoxetine (1) and paroxetine (1). All cases were confirmed, except one
false positive to bromazepam.

Conclusion: A sensitive and specific target screening method of 35 analytes
in 50 mg hair, including drugs of abuse (such as THC, cocaine, opiates,
amphetamines) and medicines (benzodiazepines, antidepressants),
was developed and validated, achieving lower cut-offs than SOHT
recommendations. The method was successfully applied to the analysis of
12 real hair specimens.

036. Multi-residue pesticide analysis in hair of non-
occupationally exposed persons by GC-MS/MS with liquid
injection and solid phase micro-extraction (SPME)

G. Salquebre!, C. Schummer', O. Briand?, M. Millet’, B.M.R. Appenzeller'
'Laboratory of Analytical Human Biomonitoring, CRP-Santé, Luxembourg,
Luxembourg; *French agency for food, environmental and occupational
health safety, Maison Alfort, France; 3Equipe de Physico-Chimie de
I’Atmosphere, Strasbourg, France

Introduction: Hair has proven to be a suitable matrix the assessment of
chronic exposures and growing interest has been shown for its use in the
biomonitoring of human exposure to pesticides. For non-occupationally
exposed persons, particularly high sensitivity is necessary to reach the low
levels of molecules concentration in the matrix. However, the simultaneous
analysis of several molecules with different physic-chemical properties
induces compromises in the pre-analytical and analytical treatments which
decrease the sensitivity of the method. We present here a method based on
gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS) with liquid
injection and solid phase micro-extraction (SPME) that allows the detection
of 21 different molecules in one hair sample with high sensitivity. The
method was then applied to the analysis of 14 field samples obtained from
non-occupationally exposed human volunteers.

Methods: The list of molecules investigated here consisted in 21 pesticides
including organochlorines, toluidine, phenol, organophosphate, azole,
carboxamide and pyrethroids. After hair pulverization and extraction of
molecules with acetonitrile, the extract was added to phosphate buffer for
SPME or directly injected. Both head space-SPME and direct immersion-
SPME were tested. Analysis was then performed with GC-MS/MS. Field
samples were collected from volunteers non-occupationally exposed to
pesticides.
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Results: The combination of liquid injection and SPME allowed the
detection of the 21 molecules tested with satisfactory validation parameters.
The limits of quantification (LOQ) ranged from 0.05 pg/mg for o-HCH and
trifluralin up to 10 pg/mg for pentachlorophenol. Precision and accuracy,
tested on samples supplemented at two different concentration levels were
within 20 % and recovery ranged between 72 and 84 %. The analysis of
the field samples displayed the presence of pesticides in all the samples
(from 3 to 10 different molecules in each sample). Altogether, 12 different
pesticides were detected at concentration above the LOQ. The most
frequently detected were B-HCH, y-HCH, p,p’-DDE and frans-permethrin
that were present in all the samples. The highest concentration was observed
for trans-permethrin and for pentachlorophenol (250 and 244 pg/mg
respectively).

Conclusion: The combination of liquid injection and SPME is a great
advantage when facing with multi-residue pesticide analysis. Using SPME
and GC-MS/MS allows reaching high sensitivity and detecting the presence of
several pesticides even in hair of people that are not occupationally exposed.
This study supports that hair is a suitable matrix for the biomonitoring of
pesticide exposure in non-occupationally exposed population.

037. Detection of polybrominated biphenyl ethers (PBDE) in
pediatric hair to evaluate in utero exposure and possible links
to cryptorchidism

K. Aleksa'?, A. Carnevale®, C. Goodyer’, G. Koren'?3#

'Hospital for Sick Children, Toronto, Canada; *University of Waterloo,
Waterloo, Canada; 3University of Toronto, Toronto, Canada; *University of
Western Ontario, London, Canada, *McGill University, Montréal, Canada
Introduction: Cryptochidism, or undescended/ maldescended testis, is
the most common birth defect of male genitalia. Its prevalence has been
increasing over the past few decades. This may be due to an increase in the
prevalence of anti-androgenic chemicals such as polychlorinated biphenyls,
organochloride pesticides, plasticizers and fungicides. A newer group of
chemicals, brominated flame retardants (BFR), are being implicated as
endocrine-disrupting chemicals. These chemicals are used worldwide in
polymers that are incorporated into a variety of consumer products (e.g.,
textile, computers and televisions, insulating foam, electrical equipment
and kitchen appliances). In order to quantify BFRs we will use hair levels
of polybrominated diphenyl esters (PBDE’s) as a biomarker of systemic
exposure. This approach will allow for the estimation of in utero BFR
exposure, in the process of evaluating the link between the incidence of
cryptorchidism in newborn males and chronic exposure of the pregnant
mother to environmentally relevant BFRs. For that end we have developed
a GC/MS assay in which the mother and child’s hair is analyzed for the
presence of polybrominated biphenyl ethers (PBDEs).

Methods: In this pilot, twenty to 50 mg of hair from 12 children (newborn
to 15 years) was extracted overnight at 40°C with 4N HCI and hexane (4:1).
The samples were eluted from 2 g NaSO4: 2 g Florosil SPE columns with
8 mL hexane. Dried samples are reconstituted with anhydrous isooctane and
subjected injected onto a GC/MS and analyzed for BDE-28, 47, 99, 100, 153,
154, 183 and 209.

Results: PBDEs were detected in all of the samples, including the 4 newborn
samples. The ZPBDE ranged from 208 to 2695 pg/mg hair. The most
abundant and most variable PBDEs were BDE-47 and BDE-99. The highest
molecular weight congener BDE-209 was detected in 9/12 samples. The
LOQ is 1 ng/mL (BDE-209 10 ng/mL) and the efficiency of extraction was
between 70-90 %.

Conclusion: This GC/MS method is sufficiently sensitive to detect the
presence of all 7 PBDE congeners tested in as little as 20 mg of pediatric
hair. The results show that PBDEs are present in newborn hair, making this
matrix useful in examining in utero exposure to PBDEs and linking it to
cryptorchisidm.



Ann Toxicol Anal.2011;23(S1)

Abstracts

038. The atlas of DAPs in hair: assessment of cumulative
human organophosphates’ exposure

M. Kavvalakis, M. Tzatzarakis, G. Maravgakis, A. Tsatsakis

Center of Toxicology Science and Research, University of Crete, Herakleion,
Crete, Greece

Introduction: One of the most important categories of pesticides today
is organophosphates, due to an increased activity against a wide spectrum
of insects, even with low dosage. They are the most widely pesticides
sold in developed and developing countries, while some of them are even
registered for public health applications. Many studies aim to the detection
of the non specific metabolites of organophosphates; dialkylphosphates
(DAPs) in ordinary biological samples. Hair is an alternative matrix that
is a possible metabolite repository. Hair has been extensively used for the
analysis of drugs of abuse but has also been successfully used to assess
chronic exposure to metals, various xenobiotics, environmental pollutants,
organochlorine pesticides and recently, for the assessment of the exposure to
organophosphate pesticides.

Aims: Data from studies that included hair analysis for the assessment of the
exposure to organophosphate pesticides, measuring DAPs levels have been
collected and compared. All data were compared with similar measurements
of other studies in other matrixes. Additional, the DAPs levels in hair of
occupationally exposed and non occupationally exposed population were
compared.

Methods: The main analytical steps that were followed included as usually
a decontamination step, solid-liquid extraction, a pentafluorobenzyl bromide
derivatization and analysis by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). Peak area ratios (DAPs response/internal standard response)
were used for quantification. The standard curves obtained from the DAPs
working solutions were linear between the concentrations 0 to 500 ng/mL
with coefficients of linearity greater than 0.99. Results also indicate a good
linearity in the concentrations range between 25 and 500 pg/mg. The spiked
sample curve was linear, r’=0.9915 for DMP, 0.9913 for DEP, 0.9932 for
DETP and 0.9941 for DEDTP. The limit of quantitation (LOQ) was estimated
to be 20 pg/mg for DMP, 10 pg/mg for DEP and DETP and 5 pg/mg for
DEDTP. The limit of detection (LOD) was 6 pg/mg for DMP, 5 pg/mg for
DEP and DETP and 3 pg/mg for DEDTP.

Results: Overall, for occupationally exposed population the median
concentrations for dimethylphosphate (DMP) was 181.7 pg/mg, while for
non exposed population was 165.0 pg/mg. Also, the median concentrations
for the diethylphosphates DEP, DETP, DEDTP were accordingly 812.9,
660.1 and 60.6 pg/mg for exposed population, while for the non exposed
the corresponding median concentrations were 51.2, 54.0 and 40.0 pg/mg.
Conclusion: Obviously, higher DAPs levels were found in hair samples
of occupationally exposed individuals in comparison to hair samples from
the general population. This comes to confirm the trend followed in other
matrixes and also other toxicants. Moreover, hair as a matrix can provide
information about exposure to organophosphates over time.

039. Amanita muscaria : syndrome atropinoide ou syndrome
sudorien ? A propos d’une observation

J.L. Fortin, G. Hamadi, F. Depardieu, T. Desmettre, G. Capellier

Pole Réanimation - Urgences - Samu, CHU Jean Minjoz, Besangon
Introduction : L’amanite tue-mouches (Amanita muscaria) est généralement
responsable d’un syndrome atropinoide ou panthérinien. Nous relatons ainsi
un cas d’intoxication par amanite tue-mouches ayant entrainé un syndrome
muscarinique majeur survenu en Franche-Comté et pris en charge par le
Samu 25.

Matériels et méthode : 1l s’agit d’une observation clinique d’un homme de
70 ans, aux antécédents de diabete non insulinodépendant et de fibrillation
auriculaire ayant consommé par erreur des amanites tue-mouches (confusion
avec amanite des césars) et qui a présenté un syndrome muscarinique, dont les

premiers signes douleurs abdominales, sueurs, clonies du visage ont débuté
30 minutes apres I’ingestion. L’ observation clinique montre une bradycardie
a 45 cycles /mn qui a persisté pres de 24 heures malgré un traitement par
atropine, un électrocardiogramme qui outre la bradycardie sinusale montre
également un bloc auriculo-ventriculaire du 1¢ degré, des sueurs, des
clonies ayant nécessité un traitement par clonazépam, une asthénie, une
désorientation temporo-spatiale, un myosis. L’évolution du patient a été
favorable apreés pres de 30 heures d’hospitalisation avec disparition de la
symptomatologie et un retour a domicile.

Discussion : L’amanite tue-mouche (A. muscaria) est responsable entre 1 a
4 heures apres 1’ingestion, initialement d’un syndrome muscarinique qui est
généralement absent compte tenu de la faible concentration en muscarine
(0,3 mg/100 g de champignon frais) puis d’un syndrome atropinoide ou
panthérinien avec des signes digestifs (nausées, diarrhées ou constipation),
des troubles neuro-psychiques (euphorie, distorsions visuelles, délire,
agitation), des troubles sympathiques (tachycardie, mydriase, sécheresse
buccale). Les troubles neuro-sensoriels sont dus a la stimulation des
récepteurs GABAergiques par 1’acide iboténique et le muscinol. La précocité
et la persistance du syndrome muscarinique ainsi que la non-expression du
syndrome atropinoide ou panthérinien chez ce patient ayant ingéré une
Amanita muscaria laisse évoquer une concentration élevée inhabituelle chez
ce champignon. Il n’a pas été possible d’effectuer des dosages de muscarine
au niveau sanguin.

Conclusion : L’intoxication a I’Amanita muscaria est de survenue rare
compte tenu des caractéristiques morphologiques de ce champignon.
Toutefois, au cours de son évolution, elle peut étre confondue avec I’amanite
des césars (Amanita caesarea). Si la survenue transitoire d’un syndrome
muscarinique peut étre notée, sa persistance prolongée n’est pas connue
d’apres les données bibliographiques.

040. Epidémiologie des intoxications par les champignons
en Franche-Comté en 2010 : expérience du Samu 25 de
Besancon

J.L. Fortin', G. Hamadi', C. Miguet-Alfonsi’>, M. Manant!, J.M. Labourey',
T. Desmettre!, G. Capellier!

'Pole Réanimation-Urgences-Samu 25, CHU Jean Minjoz, Besangon;
Laboratoire de biochimie médicale, CHU St-Jacques, Besangon
Introduction : La Franche-Comté, depuis des siecles est une terre de
mycologues mais aussi de mycophages. La diversité des sols et des
reliefs explique la grande variété de champignons toxiques et comestibles
rencontrés. L’année 2010 a été marquée du fait de conditions climatiques
propices par la présence de nombreux champignons en foréts de plaine et
moyenne montagne, ce qui a occasionné de nombreuses intoxications.
Matériels et méthodes : Une étude rétrospective des dossiers de régulation
médicale et d’hospitalisation pris en charge par le Samu 25 et son centre
de régulation médicale et de réception des appels (CRRA) concernant les
intoxications par les champignons a été effectuée entre le mois d’aout et le
mois d’octobre 2010. Ont été colligés : le sex ratio, I’dge, le département
d’origine, le délai d’incubation entre 1’ingestion et 1’apparition des premiers
signes, les circonstances, les signes cliniques et syndromes, les champignons
responsables.

Résultats et analyse : 61 intoxications dues aux champignons ont été
prises en charge. Le sex ratio est : féminin : 26 cas (43 %), masculin :
35 cas (57 %). L’age des patients intoxiqués est le suivant : 11-20 ans :
8 cas, 21-30 ans : 3 cas, 31-40 ans : 9 cas, 41-50 ans : 14 cas, 51-60 ans :
11 cas, 61-70 ans : 8 cas, 71-80 ans : 3 cas, 81-90 ans : 3 cas, 91-100
ans : 2 cas. Le département d’origine est : Doubs (25) : 36 cas (59 %),
Jura (39) : 8 cas (13 %), Haute-Sadne (70) : 12 cas (20 %), Territoire de
Belfort (90) : 5 cas (8 %). Les signes cliniques et syndromes rencontrés :
un syndrome résinoidien (douleurs abdominales, diarrhée, vomissements,
pas de modifications biologiques) : 58 cas (95 % des cas), un syndrome
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sudorien (douleurs abdominales, diarrhée importante, hypersudation,
bradycardie, hypotension, myosis) : 2 cas (3 %) et un syndrome lividien
(vomissement, diarrhée abondante pendant quelques jours, déshydratation
et insuffisance rénale) : 1 cas (2 %). L’incubation moyenne entre 1’ingestion
des champignons incriminés et I’apparition des premiers symptomes
est de 2h34min +/- 1h57min. Les circonstances de 1’intoxication sont :
accidentelles (59 cas), volontaire dans un cas d’autolyse (1 cas) et associée
dans le cadre d’une toxicomanie au cannabis (1 cas). Les champignons
responsables sont : 1’agaric jaunissant (Agaricus xanthoderma): 2 cas,
I’amanite tue-mouches (Amanita muscaria): 1 cas, le bolet rouge-sanguin
(Boletus rubrosanguineus) : 12 cas, le clitocybe nébuleux (Clitocybe ou
Lepiota nebularis) : 20 cas, I’entolome livide (Entoloma lividum) : 5 cas, le
lactaire pubescent (Lactarius pubescens) : 5 cas, 'inocybe a lames terreuses
(Inocybe geophylla) : 1 cas, et dans 15 cas le champignon responsable de
I’intoxication n’a pu étre déterminé.

Conclusion : Si la majorité des champignons responsables d’intoxication
graves sont connus par les mycophages, cette étude montre que certains
champignons responsables de syndrome mineurs sont méconnus. En
particulier le clitocybe nébuleux connus sous la désignation vulgaire de « gris
de sapin » qui est responsable chez certains patients lorsqu’il est consommé
frais et mal cuit de syndrome résinoidien.

O41. Intoxication poly-médicamenteuse : D’inhibition
métabolique par interaction est-elle un moyen d’étudier la
toxicité propre de chaque molécule ? A propos d’un cas avec
le carvédilol

G. Hoizey', S. Fedida?, M. Deveaux', M. Chéze!, G. Pépin', EJ. Baud®
TOXLAB, Faris,
Toxicologique, Hopital Lariboisiére, Paris, France

Introduction : Le carvédilol est un bétabloquant possédant également
une activité alphabloquante, principalement indiqué dans le traitement
de linsuffisance cardiaque. Cette propriété lui confere un profil
toxicodynamique particulier, avec I’induction d’une bradycardie et
d’une vasoplégie causant un choc mixte cardiogénique et vasoplégique.
Nous rapportons un cas de polyintoxication par du carvédilol et d’autres
médicaments montrant la toxicité cardiaque propre du carvédilol par
rapport a ses métabolites actifs.

Patients et méthodes : Une infirmiére de 47 ans, dépressive chronique, est
découverte inconsciente par sa famille 8 heures apres 1’ingestion volontaire
de son traitement (au maximum 870 mg de carvédilol, 280 mg de paroxétine,
300 mg de miansérine, 1000 mg d’oxazépam, 198 mg de bromazépam,
140 mg d’ézétimibe, 2100 mg de clopidogrel). La prise en charge médicale
a débuté par un litre de NaCl 0,9 %, 3 mg de glucagon et 0,04 mg/h
d’isoprotérénol. Elle a été poursuivie par 3 mg/h de glucagon et 13 mEq de
CaCl,. Vingt heures apres I'ingestion, I’état hémodynamique de la patiente
était satisfaisant. Le bilan biologique était dans les limites de la normale.
Devant ce tableau peu symptomatique sous traitement cardiotonique
administrés pendant 10 heures, des dosages de médicaments dans le plasma
ont été effectués a I’hopital puis au Laboratoire Toxlab.

Résultats : A I'arrivée 2 I’hopital (H+8), 3 médicaments étaient dosés par
UPLC-DAD et GC-MS : paroxétine 200 ng/mL, miansérine 71 ng/mL,
bromazépam 2140 ng/mL. Le dosage spécifique du carvédilol par HPLC-DAD
donnait les résultats suivants : H+8 : 50 ng/mL, H+16 : 70 ng/mL, H+24 :
21 ng/mL ; les métabolites actifs hydroxylés et desméthylés du carvédilol
n’ont pas été retrouvés.

Discussion et conclusion : Sur le plan toxicocinétique, le carvédilol est
rapidement absorbé (pic sérique 1 a 2 h apres I’ingestion, et sa demi-vie
courte (6 a 10 h). La concentration maximale atteinte dans notre observation
(70 ng/mL) est trés basse si on la compare a une valeur décrite dans la
littérature (dose ingérée 375 mg, carvédilol sanguin : 472 ng/mL une heure
apres, sans que I’on sache si les auteurs ne dosaient que le carvédilol seul

'Laboratoire France; *Réanimation Médicale et
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ou avec ses métabolites ; concentrations thérapeutiques : 8,5-80 ng/mL).
L’hypothese que nous avancons pour expliquer cette différence est double :
d’une part une absorption différée, en raison d’un délai a la concentration
plasmatique maximale mesurée en carvédilol ; d’autre part une inhibition
du métabolisme du carvédilol par les autres médicaments ingérés. En effet,
le carvédilol est métabolisé par le cytochrome P450 (essentiellement 2D6
et 2C9, mais aussi 3A4, 2C19, 2B6 et 1A2). Nous n’avons pas retrouvé sur
les différents prélevements les métabolites extrémement actifs (13 fois plus)
du carvédilol. Or la paroxétine inhibe le 2D6 et le clopidogrel inhibe les
2C9, 3A4, 2B6 et 1A2. Sur le plan toxicodynamique, la patiente a présenté
des troubles cardiovasculaires essentiellement cardiaques, corrigés par des
inotropes glucagon et isoprotérénol, celui-ci ayant méme un effet vasoplégiant
artériel, ce qui suggere que le carvédilol a ces concentrations plasmatiques
induit des effets cardiaques purs, tandis que la vasoplégie artérielle pourrait
résulter de 1’action de ses métabolites actifs. Ceci montre le grand intérét
des dosages de tous les médicaments suspectés lors d’intoxications poly-
médicamenteuses importantes, afin d’envisager au mieux les interactions
potentielles.

042. Viperfav® et traitements des envenimations par les
viperes européennes

D. Boels, J.F. Hamel, M. Bretaudeau, P. Harry

Centre Antipoison Toxicovigilance, CHU, Angers, France

Introduction : Le traitement des envenimations par viperes européennes est
actuellement fondé sur I’administration par voie IV d’un sérum antivenimeux.
Viperfav® est un immunsérum obtenu a partir de fragments purifiés d’anticorps
équins et une ampoule de 4 mL neutralise 500 a 1000 DL50 souris du venin
de V. aspis, V. ammodytes et V. berus. Ce traitement est reconnu efficace et
bien toléré [La Presse Médicale. 1999; 28(35):1929-1934; Ann Fr Anesth
Réanim. 1998; 17: 681-687]. Cependant, I’évaluation de I’efficacité du
Viperfav® en fonction du délai d’administration et du nombre de doses et
I’évaluation des traitements symptomatiques tels que les anticoagulants
(HBPM), les corticostéroides et I’antibiothérapie n’ont pas été étudiées a ce
jour.

Objectifs : Comparer I’efficacité et la tolérance du Viperfav® en fonction du
délai d’administration et évaluer les autres traitements symptomatiques tels
que les antibiotiques, les corticostéroides et les HBPM dans les envenimations
par viperes européennes.

Méthodes : Une étude rétrospective des cas d’envenimation par viperes
européennes traitées par Viperfav® collectée par le Centre Antipoison
d’Angers entre 1999 et 2008 sur la base informatique SICAP. Les criteres
de jugement sélectionnés sont : la durée d’hospitalisation, les complications
(hématome, surinfection) et la persistance d’une géne fonctionnelle au-
dela de J 15. L’étude statistique s’appuie sur une analyse multi variée des
données.

Résultats : 268 cas d’envenimations modérées ou séveres [Hum Experim
Toxicol. 1994; 13: 683-688] (grade II et III), survenues chez les enfants
et les adultes entre 1999 et 2008 ont bénéficié du traitement par Viperfav®.
L’administration de Viperfav®<10h aprés morsure (179 patients vs 72) réduit
significativement 1’incidence des hématomes (p<0,006), la persistance d’une
géne fonctionnelle (p<10+) et la durée d’hospitalisation (p<0,003). L’ utilisation
de doses multiples recommandée par certains auteurs (2 ou 3 ampoules chez
22 patients vs 246 traités par une ampoule) n’apporte pas de bénéfice clinique
au vu des criteres de jugement utilisés. 102 patients ont bénéficié d’une
antibiothérapie de routine (vs 166) et nous n’avons pas observé de différences
significatives des criteres de jugement. De plus, aucune surinfection locale
ou systémique n’a été observée dans le groupe non traité par antibiotiques.
Les corticostéroides prescrits chez 36 patients (vs 232) n’améliorent pas
significativement I’cedéme ni les critéres de jugement. Les HBPM prescrits
chez 32 patients (vs 236) accroissent significativement la durée d’hospitalisation
(p<0,009) et la persistance d’une géne fonctionnelle (p<0,003).
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Conclusions : Une seule ampoule de Viperfav® est efficace quelque soit la
gravité de 1’envenimation et I’administration de doses multiples n’apporte
aucun bénéfice thérapeutique pour les patients. Viperfav® est plus efficace
lorsque le délai d’administration aprés morsure est précoce (<10h). L'usage
systématique d’antibiotiques n’est pas nécessaire. Les corticostéroides ne
présentent pas de bénéfice thérapeutique dans les envenimations par viperes.
Enfin, nous recommandons de proscrire 1’'usage d"HBPM qui augmente la
durée d’hospitalisation et la géne fonctionnelle résiduelle.

043. Intoxications au lithium : intérét de la décontamination
digestive précoce

M. Bretaudeau', J.F. Hamel’>, D. Boels', L. Lagarce', A.C. Queneau',
A. Monteiro-Rodrigues', P. Harry!

!Centre Antipoison Toxicovigilance (CAPTV); 2Département de Santé
Publique, CHU, Angers, France

Introduction : L’absence de pouvoir d’adsorption du lithium par le charbon
activé a conduit a ['utilisation d’autres techniques de décontamination
digestive dans ces intoxications. Une étude a récemment validé I'intérét
du sulfate de polystyréne sodique (SPS) dans les intoxications chroniques
(IC) [Clinical Toxicology. 2010; 48: 34-41]. Une irrigation digestive par
le PEG (IDP) est préconisée par certains auteurs en raison de I’existence
d’un réservoir digestif de lithium dans les intoxications aigués (IA) [Clinical
Chemistry. 1991; 37: 1205-1209; Annals of Emergency Medicine. 1991;
20: 536-539]. L' objectif est de montrer I’influence d’une décontamination
digestive précoce sur la gravité des intoxications au lithium.

Maéthodes : Etude rétrospective des intoxications par lithium recensées par
le CAPTV d’Angers de 2006 a 2010. Exclusion des cas pour lesquels la
lithémie n’a pas été réalisée ou se situait dans les normes thérapeutiques. Une
décontamination digestive précoce a été définie par I’administration de SPS
et/ou d’une IDP dans les 12 premiéres heures. La gravité des intoxications
a été établie selon le Poison Severity Score (PSS) [Journal of Toxicology
Clinical Toxicology. 1998; 36(3): 205-213]. La comparaison des variables
qualitatives a été effectuée par test exact de Fisher et celle des variables
quantitatives par test de Mann et Withney. Les Odds Ratio (OR) ajustés
associés a 1’age, le sexe, la galénique a libération prolongée (LP), une
décontamination digestive précoce, la mise en place d’une hémodialyse et la
valeur de la lithémie ont été calculés par régression logistique multivariée.
Résultats : On dénombre 109 cas d’intoxications par lithium essentiellement
sous forme LP (n=82): 65 intoxications aigués sur traitement chronique (IA/C),
7 par surdosage aigu (IA) chez des patients non traités et 37 par surdosage
chronique (IC). Dans les IA/C, tous les patients avec un PSS>3 (n=15) avaient
été décontaminés tardivement ou pas du tout. La lithémie maximale moyenne
des patients avec PSS>2 est de 4,54 meq/L contre 2,86 meq/L pour les patients
ayant un PSS<2 (p=0.0001043). La décontamination digestive précoce,
réalisée chez 15 patients, est associée a un moins grand risque de présenter
un PSS>2 (OR=0,113, p=0,01). Aucun des OR associés aux autres facteurs de
risque n’était significatif lors de 1’analyse multivariée. Les patients décédés
(n=2) ou avec séquelles (n=4) n’avaient pas été décontaminés précocement.
Dans les IA et IA/C, une augmentation progressive de la lithémie jusqu’a 48h
apres 1’admission est observée chez un tiers des patients, principalement avec
du lithium LP (21 cas sur 23). Les patients ayant re¢u du PEG précocement
(n=13) ont significativement moins d’augmentation des lithémies (p<0,05).
En revanche 2 patients ayant recu du SPS précocement ont vu leur lithémie
augmenter. Pour les 37 IC, les 17 patients ayant recu du SPS ont évolué vers
la guérison alors qu’un déces et 3 séquelles ont été observées chez ceux n’en
ayant pas recu (n=20). Aucune complication due a I’'IDP n’a été observée.
Une hypokaliémie a été observée chez 12 patients sur 46 ayant recu du SPS
mais est restée modérée (>2,5 mmol/L).

Conclusion : Dans cette étude, la décontamination digestive précoce des
IA/C semble diminuer leur gravité et prévenir I’augmentation des lithémies
dans les IA et IA/C. L’IDP apparait comme la technique de choix dans les

IA et TA/C, les quantités de lithium ingérées dépassant tres rapidement la
capacité échangeuse de la résine SPS [Clin Toxicol. 2010; 48: 34-41]. Une
étude prospective serait nécessaire pour confirmer ces résultats.

044. Poly-intoxication par isopropanol, butanone et toluéne :
a propos d’un cas

Y. Caspar', H. Eysseric'?, M. Bartoli', N. Allibe?, J. Hanna?, F. Stanke'

'UM Pharmacologie-Toxicologie, DBTP, CHU, Grenoble; *Laboratoire
Médecine Légale, UFR Médecine, Grenoble; ’Réanimation Polyvalente
Chirurgicale, CHU, Grenoble

Introduction : Un patient de 74 ans, sans antécédents notables est hospitalisé
pour intoxication par ingestion d’une grande quantité de solvant. A la prise
en charge par le SAMU, le patient est en coma calme (Glasgow 3) avec
hypotension a 70/50 et pupilles en myosis serré conduisant a son transfert en
réanimation. Le laboratoire de toxicologie est sollicité pour la confirmation
et le suivi de I’intoxication.

Cas clinique : L’évolution immédiate est marquée par un choc mixte,
cardiogénique et vasoplégique, une hyperexcitabilit¢ myocardique avec des
troubles du rythme majeurs (bradycardie extréme et hypotension a 40/20)
nécessitant 2 mg d’adrénaline en bolus et jusqu’a 11 mg/h de noradrénaline,
et I’apparition de clonies des membres supérieurs en rapport avec un état
de mal épileptique traité par diazépam, midazolam et fosphénytoine. Une
endoscopie oesogastroduodénale retrouve une oesophagite (grade I) et une
gastrite (grade I) sans risque de perforation, traitées par oméprazole. Sur le
plan biologique on note une acidose métabolique avec hyperlactatémie. Une
épuration extra rénale est entreprise permettant une évolution favorable en
24 h et une extubation au bout de 48 h.

Meéthode : Le dépistage d’urgence initial appliqué sur le sang et les urines a
consisté a doser 1’éthanol, le méthanol, 1’isopropanol, 1’acétone et 1’éthylene
glycol par chromatographie gazeuse couplée a une détection par ionisation
de flamme (CG/FID Agilent®) et le GHB par CG couplée a une détection par
spectrométrie de masse (CG/SM Agilent®). Le bilan a été complété par un
screening de volatils en CG/FID dont les résultats ont été confirmés dans un
second temps par CG/SM et quantifiés a posteriori ; et enfin par un screening
sur le sang par chromatographie liquide couplée a une détection par barrette
de diodes (CL/BD Shimadzu®). Des dosages sont effectués a t = 2, 24, 48 et
72 heures apres la prise.

Résultats
I’isopropanol et son métabolite I’acétone. Les screenings complémentaires,
réalisés a la demande des cliniciens, permettent d’identifier également de
la butanone et du toluene. L’évolution des concentrations de ces différents

Le bilan toxicologique initial retrouve uniquement de

composés (sachant que le patient a subi une hémofiltration entre t = 12 h et
t =24 h) est la suivante :

Concentrations
Concentrations | t=2h | t=24h|t=48h| t=72p | Plasmatiques
toxi
plasmatiques (Pl) Of(lq.ues
L. décrites
ou urinaires (Ur) X
L) [www.tiaft.org le
(mg/ P|ur | m Pl P U | 13112010)
Isopropanol 1360 | 400 <25 <25 <25 | <25 200
Acétone 640 | 240 730 350 100 | 110 200
Butanone 493 186 246 51 19 19 500
Toluene 8 <2 4 2 <2 <2 non décrit

Conclusion : Le laboratoire a identifié et quantifié¢ les solvants responsables
de I’intoxication sévere de ce patient. Ceci a permis de suivre 1’élimination
de I’isopropanol et de son métabolite 1’acétone, de la butanone et du toluene
et de contrdler I’absence de stockage/relargage. Au final, le bilan étiologique
n’a pu conclure entre une intoxication volontaire et une intoxication
involontaire liée & une démence débutante.
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045. Description et suivi des lésions cutanées lors des
intoxications par Physalia physalis

M. Labadie', V. Groult', M. Coudreuse?, A. Joncquiert-Latarjet?, L. De Haro*,
P. Chanseau'

!Centre Antipoison, CHU, Bordeaux, France; ’SAMU 64, Bayonne, France;
ISAMU 40, Mont-de-Marsan, France; *Centre Antipoison, Hopital Salvator,
Marseille, France

Introduction : Physalia physalis communément appelée galére portugaise est
un invertébré marin présent dans les mers tropicales, plus rarement retrouvé
dans les mers tempérées. Au cours de 1’été 2008, une envenimation collective
de 40 victimes a été décrite sur la cote landaise [Labadie M. et al. Clin Tox.
2010; 48(3): 309]. Au cours de I’été 2010, une série de 124 victimes réparties
sur la cote aquitaine a été observée. La totalité des patients a présenté une
symptomatologie cutanée. L' objectif de cette étude est de décrire les signes
cutanés initiaux et d’en décrire 1’évolution.

Meéthodes : Tous les patients ont été pris en charge a la phase initiale par
les secouristes des postes de secours de la plage concernée. L'identification
de I’animal en cause a été possible dans 100 % des cas (description précise
par le patient lui-méme ou son entourage, ou capture de I’individu par
les secouristes). En fonction de I’état clinique, un avis médical a été pris
par téléphone soit au centre antipoison de Bordeaux, soit au SAMU local
concerné pour décider de I’orientation du patient. Lors de la prise-en-charge
initiale, il a été proposé a chaque patient de réaliser une photographie des
Iésions et de les adresser au centre antipoison ; un suivi té€léphonique a été
entrepris a J7, J30, J120 avec la réalisation de nouvelles photographies.
Résultats : Sur les 124 patients, 27 ont accepté de participer a I’étude ;
parmi ceux-ci 7 patients présentaient a J30 des 1ésions persistantes, mais
séméiologiquement variées comme le montre 1’aspect des photographies
envoyées par les patients. Le suivi a J120 est en cours. Il est a noter que le
traitement initial des patients envenimés a été hétérogene.

Conclusion : Indépendamment des signes généraux, les envenimations
par Physalia physalis sont responsables systématiquement de Iésions
cutanées typiques tres douloureuses (échelle numérique supérieure a 6 dans
100 % des cas), persistantes, avec cedeme initial, suivies de nécroses cutanées
d’évolution variable. Elles sont le témoin de I’envenimation certaine ;
26 % des patients ont accepté de nous transmettre leurs photographies a J7
et/ou a J30, montrant la persistance de lésions cutanées. Ces lésions peuvent
étre bénignes (cicatrice blanchatre banale) ou d’aspect maculo-papuleux
prurigineux. Il reste a évaluer I’aspect des 1€sions et leur évolution aprés un
traitement initial standardisé et bien conduit.

046. Intoxications humaines volontaires par des raticides
anticoagulants

D. Chataigner!, A. Villa', P. Jolliet-Riant?, R. Garnier!

!Centre Antipoison, Hopital Fernand Widal, Paris; *Service Pharmacologie,
CHIC, Créteil

Introduction : En France, les raticides anticoagulants les plus utilisés sont
des préparations a base de chlorophacinone, mais il existe également des
produits contenant d’autres molécules antivitamines K. Nous rapportons
8 cas d’intoxication humaine volontaire par ces autres raticides.

Patients et méthodes : Analyse de 8 cas d’ingestion volontaire notifiés au
Centre Antipoison de Paris, au cours desquels des dosages plasmatiques
répétés de bromadiolone (1 cas), warfarine (2 cas) et difénacoum (5 cas) ont
été réalisés par HPLC.

Résultats : Un homme de 36 ans a ingéré une quantité inconnue d’un appat
dosé a 0,005 % de bromadiolone ; plusieurs hématomes sont apparus a J3 ;
un traitement par vitamine K1 a été nécessaire jusqu’'a J20 ; la demi-vie
d’élimination a été calculée a partir de 3 dosages réalisés a J§, J9 et J10, elle
était de 4,8 jours ; la concentration maximale était de 40 pg/L. Une femme
(28 ans) et un homme (60 ans) ont pris des doses inconnues de raticide a
base de warfarine ; ils n’ont pas eu de complication hémorragique ; les
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demi-vies d’élimination calculées a partir de prélevements faits a J4, J5 et
J6 dans le premier cas et a J2, J3 et J4 dans le second étaient respectivement
de 36,3 et 79,6 heures et les concentrations maximales de 1,5 et 32,5 mg/L.
L’administration de vitamine K a été poursuivie jusqu’a respectivement J23
et J17. Les 5 cas d’intoxication par difénacoum concernaient 3 femmes et
2 hommes, agés de 16 a 54 ans ; les doses ingérées étaient inconnues ; dans
au moins 3 cas, la prise de raticide a été répétée pendant plusieurs jours ou
semaines. Deux intoxiqués ont eu I’une des hématomes et une hématurie,
I’autre une hématurie accompagnée d’une colique néphrétique. Les demi-
vies ont été calculées sur 3 a 5 dosages ; elles étaient de 7,2 j, 7,5 j, 10,8 j,
20,8 j et 22,3 j et les concentrations maximales correspondantes étaient de
454, 570, 208, 1130 et 120 pg/L. Dans 3 cas, le bilan de coagulation pres
I’arrét du traitement par vitamine K était normal ; les 2 autres intoxiqués
ont été perdus de vue, alors qu’ils répétaient les prises de raticides. Les cas
publiés d’intoxication chez I’homme par ces molécules, avec des évaluations
de demi-vies d’élimination sont peu nombreux. La warfarine est également
utilisée en thérapeutique, sa demi-vie dans ces conditions est comprise entre
35 et 45 heures et ne semble pas dose-dépendante (21,7 heures aprés une
ingestion de 2 g). Dans 2 cas, la demi-vie de la bromadiolone était de 5,8 et
24 jours ; dans 1 cas celle du difénacoum était de 11,7 jours.

Conclusion : Les données des cas notifiés au Centre Antipoison de Paris et de
ceux publiés dans la littérature montrent que les raticides anticoagulants dits
de 2°m génération ont une durée de vie plus longue que celle de la warfarine.
Les dosages plasmatiques des anticoagulants utilisés comme raticide
permettent de confirmer la réalité de ces intoxications qui sont souvent niées
par les patients, d’en surveiller I’évolution généralement de longue durée et
de mettre en évidence d’éventuelles prises répétées.

047. Comparaison des effets ventilatoires et activités des
cholinestérases totales sanguines et tissulaires au cours du
temps induits par cinq pesticides organophosphorés chez
le rat

T. Duarte', C. Martin?, P. Boudou?, K. Boutbibe?®, O. Laprevote!, F. Baud®*,
P. Houze'?

'Laboratoire de Chimie Analytique et Cellulaire (EA 4463), Faculté des
Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, Paris, France; *Animalerie
Centrale, Faculté de pharmacie, Université Paris 7 et 5, Paris, France;
SLaboratoire de biochimie, Département de Réanimation Médicale et
Toxicologique, Laboratoire d’Hormonologie, Assistance Publique-Hopitaux
de Paris, Groupe Hospitalier Lariboisiere-Saint-Louis, Université Paris
Diderot, Paris, France; *INSERM U705, Hopital Fernand Widal, Paris,
France

Introduction : Les organophosphorés (OP) utilisés comme pesticides et
insecticides, restent selon I’OMS, une importante cause de morbi-mortalité au
niveau mondial. Il est classiquement admis que la toxicité respiratoire de ces
composés est comparable chez tous les mammiferes quelque soit le composé.
De récentes études chez ’homme, ont rapporté que la nature, 1’intensité des
signes cliniques ainsi que I’évolution des intoxications semblent différentes
selon les pesticides impliqués. Dans le but de vérifier cette hypothese, nous
avons comparé sur un modele animal, les effets de différents OP, sur la
respiration de repos et I’inhibition des cholinestérases.

Méthodes : Des rats males Sprague-Dawley (200-250 g) sont intoxiqués par
voie sous-cutanée ou par gavage a des doses équipotentes de pesticides (type
oxon : diéthylparaoxon, dichlorvos et type thion : chlorpyrifos, fenthion et
diméthoate) correspondant a 50 % de leur DL, respective. La ventilation
au repos a été enregistrée par pléthysmographie corps entier chez 1’animal
vigil. Les parametres respiratoires ont ét€¢ déterminés a I’aide du logiciel
Elphy (CNRS, Gif-sur-Yvette). La température centrale des animaux a
été enregistrée en continue par télémétrie infra-rouge (DSI system). Les
gaz du sang ont été mesurés sur un Rapidlab® 248 (Bayer). Les activités
cholinestérases totales sanguines et tissulaires (poumons, diaphragme, muscle
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de la cuisse, cortex et tronc cérébral), ont été déterminées par méthode radio-
immunologique. Tous les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM et ont
été comparés statistiquement par un test statistique ANOVA 2 facteurs avec
p < 0,05 comme seuil de significativité.

Résultats : Sur la période d’observation (de 5 min a 72 h aprés administration
du toxique), les animaux présentent une hypothermie significative (p<0,001)
avec un retour a la normale entre 24 et 30 h, a1’exception de I’hypothermie du
dichlorvos qui se normalise en 2 heures. Tous les pesticides modifient de facon
significative les parametres respiratoires. Ces modifications sont identiques
sur le plan qualitatif (baisse de la fréquence, associé a une augmentation du
temps expiratoire et du volume courant) et quantitatif (baisse moyenne de
la fréquence de 40 %), sans modification des gaz du sang. Cependant, ils
en different en termes de cinétique. Pour le dichlorvos et le fenthion, nous
avons observé une apparition rapide des effets (effet maximum <10 min) qui
vont disparaitre rapidement pour le dichlorvos (<90 min) ou en 30 h pour le
fenthion. Pour les autres pesticides, les effets sont maxima en 20 a 30 min
et vont se normaliser en 24 a 30 h. Aucune corrélation entre 1’activité des
cholinestérases totales sanguines et tissulaires et les effets respiratoires
induits par les différents OP n’a pu étre observé.

Conclusion : Dans notre modele animal, les effets respiratoires induits
par cinq pesticides ne différent que sur un le plan cinétique. Cette nouvelle
notion devrait permettre d’optimiser le traitement par la pralidoxime des
intoxications organophosphorées. D’ autre part, cette étude confirme I’absence
de corrélation entre effets respiratoires et inhibition des cholinestérases, déja
rapportée dans des travaux précédents.

048. Effets du GHB sur la respiration de repos et les gaz du
sang — modele animal

O. Roussel'?, P. Risede', P. Houze?, F.J. Baud'

'INSERM U705, Paris, France; 2IRCGN, Rosny/Bois, *Hoépital Saint-Louis,
Paris, France

Introduction : Le GHB (acide gamma-hydroxybutyrique) est de plus en
plus consommé dans le milieu festif. Vendu comme de I’ecstasy liquide, le
GHB agit comme empathogene par levée des inhibitions. Mais a forte dose,
il induit une dépression respiratoire accompagnée, selon les auteurs, d’une
baise du volume courant (V) ou minute (V,), de la fréquence (f) et du pH
artériel (pHa). Afin d’en étudier le mécanisme, nous avons proposé de décrire
les effets sur la respiration de repos du GHB, apres injection intrapéritonéale
(IP) chez le rat male Sprague-Dawley, par pléthysmographie corps entier et
analyse des gaz du sang. Les cinétiques sanguines du GHB sont établies
par dosage en CPG/SM. Le protocole a été agréé par notre comité régional
d’éthique.

Méthodes : Les animaux, d’un poids de 200 a 300 grammes, sont répartis
aléatoirement entre les 4 groupes : TEM = groupe de rats témoins ;
G100 = groupe de rats 100 mg.Kg' IP de GHB ; G300 = groupe de rats
300 mg.Kg!' IP de GHB ; G1000 = groupe de rats 1000 mg.Kg' IP de GHB.
Les parametres respiratoires (temps total (T, ), inspiratoire (T,), expiratoire
(Tp, £, V., et V) et sanguins (pHa, pCO,, pO,, bicarbonates et SaO,) sont
déterminés par pléthysmographie corps entier et par analyse des gaz du sang
régulierement pendant 240 minutes aprés 1’administration du GHB. Les
signaux sont interprétés par le logiciel ELPHY V2.462. La température des
animaux est suivie par té€lémétrie (Data Sciences International). L’analyseur
des gaz du sang est un Bayer Rapidlab® 248. Les échantillons sanguins
destinés au dosage du GHB, sont déprotéinés par dilution/précipitation dans
I’acétonitrile, dérivés par le BSTFA a 1 % de TMCS et analysés en mode
SIM par un couplage Thermo Scientific DSQ II Trace GC Plus équipé d’une
colonne Rxi®-5ms. Les résultats sont exprimés sur le modele : y+=SEM.
Les ANOVA a deux facteurs sont effectuées par le logiciel GraphPad Prism®
version 5.0.

Résultats : — Signes cliniques : Les animaux de TEM et de G100 sont
asymptomatiques ; ceux de G300 et G1000 présentent des signes de comas

d’autant plus longs que la dose est importante mais ils se réveillent tous
subitement avant la fin de I’étude. Comme précédemment décrit, le groupe
G1000 présente une évolution thermique en trois phases : hypothermie ;
hyperthermie ; hypothermie. — Parametres respiratoires : Seuls les individus de
G1000 sedistinguentde ceux de TEM, 2V inchangg, tous les autres parametres
sont modifiés : augmentation de va Tl, TE et VT ; diminution de f. Les rats de
G300 présentent les mémes modifications mais non significatives par rapport
au TEM. — Gaz du sang : Les individus de G300 et G1000 présentent une
alcalose apres 2 heures, accompagnée d’une augmentation des bicarbonates
sanguins. — Cinétiques des concentrations sanguines : L’absorption du GHB
est tres rapide : Tmax apparent entre 20 a 30 minutes. Les Cmax apparents et
les AUC calculables croissent plus rapidement que les doses.

Conclusion Le GHB provoque une dépression respiratoire mais
celle-ci differe de celles précédemment rapportées. Ainsi, seule la dose a
1000 mg.Kg"' a provoqué des effets respiratoires significatifs : baisse de la
fréquence, augmentation des temps inspiratoires, expiratoires et totaux mais
le volume minute est resté constant avec un volume courant augmenté. A
la différence des précédentes études, dans notre modele, les rats ne sont ni
intubés, ni anesthésiés, ni contraints ; ils semblent avoir compensé la baisse
de fréquence par une augmentation du volume courant. A la place de I’acidose
attendue, lesrats ont présenté une alcalose d’ origine métabolique (augmentation
des bicarbonates) sans compensation respiratoire efficace (pCO, inchangée).
Cette alcalose n’est contemporaine ni des effets respiratoires, ni des taux
supraphysiologiques de GHB, elle apparait lors de la « normalisation ». Enfin,
les concentrations déterminées sont comparables a celles observées lors de
I’usage thérapeutique du GHB ou retrouvées dans des cas médicolégaux.

049. Identification de la 2C-E chez une patiente hospitalisée
pour hallucinations et dans une poudre retrouvée dans un
colis postal

E_Grossenbacher', J.M. Gaulier?, H.H. Karam?, D. Lamiable*, A. Roussin®

!Centre Régional Toxicovigilance, Reims; *Laboratoire Toxicologie
Biologique et Médico-Légale, CHU, Limoges; *Service des Urgences, CHU,
Limoges; *Toxicologie, CHU, Reims; *Centre d’Evaluation et d’Information
sur la Pharmacodépendance (CEIP)-Addictovigilance Toulouse, France
Introduction : L’identification analytique de certaines poudres suspectes,
a la demande des services judiciaires, permet de découvrir 1’extension du
marché des drogues psychédéliques vendues par internet, en France. La
déclaration des cas d’abus et de dépendance a ces substances au réseau
francais des CEIP-Addictovigilance permet d’évaluer les risques pour la
santé publique liés a leur consommation.

Cas rapportés : Reims, septembre 2010 : un colis laissant échapper une
poudre blanche a nécessité I'intervention des services de police dans un
centre postal. L’envoi en provenance de Barcelone a été jugé suspect et a fait
demander une analyse de cette poudre. Limoges, septembre 2010 : une jeune
femme de 22 ans a été hospitalisée a sa demande dans le service des urgences
du CHU de Limoges pour de fortes hallucinations trouvées inhabituelles par
cette patiente consommatrice de stupéfiants. A 1’admission, la patiente était
angoissée, euphorique, avec amplification des sons et troubles de la vue.
Le syndrome hallucinatoire a duré de 6 a 8 h. Les valeurs de la fréquence
cardiaque et de la pression artérielle étaient normales. La patiente avait pris
par voie orale 1 g de poudre blanche achetée 10 euros a Brest et présentée
comme étant un produit proche de I’ecstasy.

Méthode : Une recherche d’amphétamines et de substances apparentées
a été réalisée dans la poudre et 'urine de la patiente par GC-MS avec
visualisation des fragments 209, 180, 165, 91, 77 spécifiques de la 2C-E
(poids moléculaire 209 g.mol™).

Résultats et discussion : La 2C-E a ét¢ identifiée dans la poudre et 1’urine.
La 2C-E fait partie de la famille chimique des phénéthylamines avec des
propriétés hallucinatoires semblables au LSD mais n’est pas inscrite sur

la liste francaise des substances classées comme stupéfiants. La 2C-E
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(2,5 dimethoxy-4-ethylphenethylamine, C12HI9NO2, N° CAS : 71539-34-9)
est une drogue psychédélique appartenant a la famille des 2C appelée
PiHKAL (Phenethylamines i Have Known and Loved) par A. Shulgin, dont
les autres membres sont les 2C-B, 2C-T-7, 2C-T-2, mescaline et DOM.
La dose usuelle est de 10 a 20 mg par ingestion et de 5 mg par sniffing
[www.erowid.org consulté le 8/11/2010].

Fwiatan fem Tange
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Conclusion : La 2C-E est classée sur la liste des substances controlées au
Royaume-Uni (2002), en Suede (2004) et au Danemark (2007), mais pas en
France. Les deux cas d’identification de la 2C-E dans une poudre achetée
sur internet et dans 1’urine d’une jeune femme de 22 ans sont les premiers
rapportés au réseau francais des CEIP-Addictovigilance. Le centre de
Toulouse est rapporteur d’une enquéte sur la 2C-E pour le comité technique
de la Commission Nationale des Stupéfiants et Psychotropes.

050. La méphedrone, nouvelle alternative aux excitants en
milieu festif ?

V. Maignant, E. Guibert, R. Buti, F. Aknouche, H.P. Duval

Laboratoire Duval-Maggi-Aknouche, Antibes

Introduction : De plus en plus citées dans les congres scientifiques, de
nouvelles molécules ne cessent de faire leur entrée dans le marché des
substances récréatives. Dans un récent communiqué de Presse de la Direction
Générale de la Santé, I’ AFSSAPS classe la méphédrone comme stupéfiant.
Cet arrété publié au Journal Officiel du 11 Juin 2010 nous alerte sur I’arrivée
massive de cette substance sur le territoire frangais et sur sa dangerosité.
Meéme si elle est déja classée stupéfiant dans plusieurs pays européens, s’en
procurer reste un jeu d’enfant grace a Internet. Nous rapportons ici le cas
d’une saisie de poudre blanche par les forces de gendarmerie dans la région
des Alpes-Maritimes. Contenus dans un sachet hermétique, ces dix grammes
de poudre laissaient penser a une prise de cocaine, ou bien d’un intermédiaire
de synthese. Ce n’était pas le cas.

Méthodes : Les investigations scientifiques mises en ceuvre pour qualifier
cette poudre ont commencé par 1’application de la procédure de screening
classique utilisée lors d’expertise toxicologique de poudre. Cette analyse
est réalisée par chromatographie en phase gazeuse (modele FOCUS GC,
ThermoElectron, Courtaboeuf, France), couplée a un spectrometre de masse
de type trappe d’ions (modele POLARIS Q, ThermoElectron, Courtaboeuf,
France). En parallele, un rapide test immunologique (automate de type
AXSYM, Abbott, Rungis, France), a été réalisé pour détecter la présence
éventuelle de cocainiques, amphétaminiques. De plus, une dérivation de cette
poudre a été faite par 1’acide heptafluorobutyrique (HFBA), réactif anhydre.
Un couplage chromatographique avec spectrométrie de masse en tandem a
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été mis en place afin de voir les ions fils des ions majoritaires détectés lors
du screening.

Résultats : Concernant la technique immunologique, cette molécule a donné
une valeur non nulle pour la détection de 1’amphétamine. Le screening
toxicologique en masse a permis de mettre en évidence la présence de
caféine (m/z=194) et d’une autre espece a caractériser. La dérivation de cette
poudre a révélé la présence de trois ions aux m/z suivants : 91, 119, 254,
correspondant a cette espece. A partir de ces trois ions, il a été possible de
faire de la masse en tandem (GC-MS?) et d’observer les transitions de trois
ions : m/z=254>210, 210>169, 119>91.

Conclusion : Comme décrit dans [Ann Toxicol Anal. 2009; 21(4): 169-177],
I’analyse de cette poudre a révélé un spectre correspondant a celui de la
4-methyléphédrone ou méphédrone. Incorporée a la technique déja mise en
place au laboratoire pour la qualification et la quantification des différentes
amphétamines, la méphédrone est désormais recherchée dans chaque analyse
de stupéfiants lors de controles routiers, enquéte déces et autopsies.

051.Dosage del’aldicarbe et ses métabolites dans le sérum par
HPLC-MS/MS: application a une expertise toxicologique

F _Laborie Charvier!, P. Chanseau?, F. Penouil?, S. Bouchet’, K. Titier?,
A. Eyquem', V. Dumestre-Toulet!

'Laboratoire TOXGEN, Bordeaux, France; *Centre Antipoison et de
Toxicovigilance, CHU, Bordeaux, France; *Laboratoire de pharmacologie-
toxicologie, CHU, Bordeaux, France

Introduction : L’aldicarbe est un pesticide et nématicide de la famille des
carbamates a action anticholinestérasique. De par son extréme toxicité,
il est retiré de la vente en France depuis le 31/12/2007. L’aldicarbe est
rapidement absorbé avec une demi-vie d’élimination de 5,75 h et transformé
en 2 métabolites actifs : 1’aldicarbe sulfoxyde et 1’aldicarbe sulfone puis
éliminé majoritairement par voie urinaire. De nombreux cas d’intoxication
accidentelle ou volontaire sont référencés [Acta Clin Belg Suppl. 2002; 1:
12-15; J Anal Toxicol 1999; 23: 290-293]. Notre laboratoire a été requis dans
le cadre d’une tentative d’empoisonnement pour analyser des prélevements
de sérum et des échantillons de café.

Méthodes : Les recherches dans les milieux non biologiques sont réalisées
par HPLC/DAD et GC/MS apres extraction SPE (Cartouches Oasis® MCX).
Les analyses dans le sérum nécessitent une sensibilité supérieure et une
méthode HPLC-MS/MS a été développée. Apres 1’ajout de I’étalon interne
Meéprobamate D7, I’extraction est réalisée par SPE a pH acide (Cartouches
Oasis® HLB). La séparation est effectuée sur colonne Atlantis MS C18
(100 x 2,1 mm, 5 pm) avant une détection en mode d’ionisation positive et
MRM sur un appareillage Waters type Quattro Micro. La phase mobile est
composée de formiate d’ammonium ce qui facilite la formation d’adduits
ammonium. Les transitions choisies sont m/z 191 — 116 (Aldicarbe + H+),
208 — 116 (Aldicarbe + NH4+), 207 — 132 (Aldicarbe sulfoxide + H+),
224 — 207 (Aldicarbe sulfoxide + NH4+), 223 — 148 (Aldicarbe sulfone +
H+), 240 — 223 (Aldicarbe sulfone + NH4+).

Résultats Les limites LOD-LOQ sont respectivement de 0,25 et
0,5 ng/mL pour I’aldicarbe et son métabolite sulfoxide et de 0,5 et 1 ng/mL
pour le métabolite sulfone. La méthode est linéaire de 0,5 a 100 ng/mL
pour I’aldicarbe et le métabolite sulfoxide et de 1 & 100 ng/mL pour le
métabolite sulfone. Nos analyses sont effectuées sur des prélevements de
différentes heures apres 1’absorption présumée mais les résultats ne mettent
pas en évidence ni ’aldicarbe, ni ses métabolites alors que la mesure des
cholinestérases plasmatiques montraient des valeurs abaissées, normalisées en
moins de 10 h. En parallele, on retrouve de 1’ Aldicarbe dans les prélevements
non biologiques apres analyse LC DAD et GC MS. La littérature indique
lors d’intoxications séveres des concentrations en aldicarbe de 900 et 850 ng/
mL dans le sérum et de 250 a 1000 ng/mL pour des urines de 20 et 24 h. Des
concentrations létales de 4800 a 6200 ng/mL dans le sang sont également
décrites [J Anal Toxicol. 1999; 23: 290-293; Forensic Sci Int. 2004 : 146;
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S79-S81], mais les concentrations pour des intoxications peu séveres ne sont
pas référencées.

Conclusion : Malgré le retrait du marché francais et européen de I’aldicarbe,
des cas d’intoxication volontaire et accidentelle peuvent encore apparaitre
et devant des signes cliniques de type cholinergique, il ne faut pas oublier
de rechercher ce pesticide. La méthode LC-MS/MS développée permet
la recherche de I’aldicarbe et de ses métabolites a des concentrations tres
faibles et peut étre appliquée a la plupart des milieux biologiques.

052. Amnésie antérograde consécutive a 1’absorption de
MDMA et d’alcool : a propos d’un cas

C. Sastre!, M. Cheze', V. Baillif-Couniou', M. Deveaux?, G. Pepin?,
A.L. Pelissier-Alicot!

Service de Médecine Légale, Faculté de Médecine, Marseille, France;
’Laboratoire Toxlab, Paris, France

Objectifs : Une prise isolée de MDMA, notamment dans le cadre de la
soumission chimique, n’entraine classiquement pas d’amnésie antérograde.
Les auteurs présentent un cas de soumission associant du MDMA et de
I’alcool au cours duquel la victime a présenté ce type d’amnésie.
Présentation du cas : Mademoiselle X., 24 ans, consomme au cours d’une
soirée 7 a 8 verres de vodka de son plein gré, le goit du dernier verre lui ayant
semblé inhabituel. L'une des personnes présentes lui dit avoir mis de 1’ecstasy
dans son verre. Elle accepte de son plein gré une seconde prise d’ecstasy
20 min plus tard. Aprés une période d’euphorie et d’excitation d’environ 1 heure,
elle présente une amnésie totale jusqu’au lendemain matin 09 h. La victime dit
n’avoir jamais consommé d’ecstasy mais consommer régulierement de 1’alcool
en contexte festif. Les prélevements sanguin et urinaire sont effectués a la
36¢™ heure, le prélevement de cheveux a la 5°™ semaine apres les faits.
Méthodes : Le dosage de ’alcool a été réalisé par HS/GC-FID. Le dosage
des amphétamines et apparentées a été réalisé dans les échantillons sanguin
et urinaire par LC-MS/MS apres extraction sur Toxitube A. Le dosage a
été réalisé dans les cheveux par LC-MS/MS apres hydrolyse alcaline. Les
résultats sont les suivants :

Alcool MDMA MDA
Sang nd < 0,1 ng/mL <0,1 ng/mL
Urine nd 1,2 ng/mL <0,1 ng/mL
période des faits 602 pg/mg 42 pg/mg
Cheveux
période antérieure aux faits - nd nd

(nd : non détecté)

Les témoins confirmeront la prise d’éthanol et d’ecstasy. L’ absence d’éthanol
dans les prélevements est expliquée par le délai entre les faits et la prise en
charge de la victime (36 heures). La recherche des autres molécules de la
soumission chimique susceptibles de provoquer une amnésie (notamment
benzodiazépines, hypnotiques et GHB) est strictement négative.

Discussion : une prise ponctuelle et isolée de MDMA entraine des
perturbations fines des fonctions mnésiques, caractérisées par des altérations
de la mémoire spatiale [Kuypers KP, Ramaekers JG. Psychopharmacol.
2007; 189: 557-563], mais aucun cas d’amnésie antérograde massive
n’a jamais été décrit a notre connaissance. Les effets de 1’association de
la MDMA et de I’éthanol sur les fonctions cognitives sont peu connus.
Une étude récente [Dumont GJ et al. Psychopharmacol. 2008; 197: 465-
474] suggere que cette association perturbe essentiellement les processus
amnésiques, et particulierement la mémoire différée. Les doses administrées
dans cette étude semblent cependant faibles au regard des doses absorbées
dans le cas présent. Les auteurs discutent les mécanismes possibles de cette
amnésie.

Conclusion : Ce cas souligne la possibilité de survenue d’une amnésie
antérograde apres une prise isolée de MDMA et d’alcool.

053. IATDM-CT welcome address

P. Marquet

Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, CHU, Limoges, France

The International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical
has great pleasure in presenting a symposium on toxicogenetics as part of
the joint 19" congress of SFTA (French Society of Analytical Toxicology),
49th congress of STC (French Society of Clinical Toxicology) and annual
meeting of SOHT (Society of Hair Testing). This is an excellent initiative
of the French Societies to gather together members of the toxicology and
TDM communities at large (including forensic toxicology, as TIAFT
will also organize a symposium). All our members are specialists of
drugs, dose-concentration-response relationships and for the majority,
of analytical techniques, which means that we have a lot to share and
that huge benefits can be expected from such exchanges. The symposium
proposed by IATDMCT deals with toxicogenetics, another common ground
between pharmacology and toxicology. After a reminder of the basics of
pharmacogenetics/toxicogenetics by Dr. Nicolas Picard (Limoges, France),
the influence of genetic polymorphisms in drug targets on the clinical effects
of psychoactive drugs will be presented by Prof. Werner Steimer (Munich,
Germany), followed by presentations on the pharmacogenetics of opioids by
Dr. Caroline Samer (Geneva, Switzerland) and on non-opioid drugs of abuse
by Dr. Anne-Laure Pelissier (Marseille, France). In France, pharmacology-
toxicology is now a single specialty of medical biology, to the same extent as
biochemistry, haematology or bacteriology-virology for instance. IATDMCT
also reflects this complementarity between TDM and clinical toxicology
(called analytical toxicology only in France where the clinical toxicologists
are emergency or intensive care doctors, or toxicovigilance doctors), but in
my opinion clinical toxicology and forensic toxicology are two professional
applications of the same scientific discipline, as are clinical pharmacology
and TDM. In summary, I strongly encourage all those involved in any of
these fields to attend and take advantage of the great opportunity of this
mind-widening congress.

054. The basics of pharmacogenetics

N. Picard

Inserm UMR S-850, Faculté de Médecine, Limoges, France
Pharmacogenetics (PGt) describes the influence of variations in the
DNA sequence on drug response which includes (i) the influence of the
genome on the fate of the drug in the body (PGt-PK), (ii) the influence of
the genome on the molecular or cellular effects of the drug (PGt-PD); and
(iii) pharmacogenomics (PGx) which studies the global influence of genes
on drug effects, i.e. a complex and multigenic phenotype. Toxicogenetics
(TGx) can be regarded as a subset of pgt or pgx enlarged to xenobiotics,
with different routine applications. The vast majority of pharmaco/
toxicogenetics studies in general have been focused on phase I and phase
II enzymes. More recently, research has been oriented towards the role of
membrane transporters in phase 0 (influx) and III (efflux). Less research has
been conducted regarding drug target proteins but the data generated from
the human genome and hapmap project, and other initiatives will help to
develop this field of research. Finally, the rather recent pharmacogenomic
dimension has been primed by the success of Genome-Wide Association
Studies (GWAS).

055. Pharmacogenetics/toxicogenetics of drug targets in
psychoactive therapy

W. Steimer

Technische Universitit Miinchen, Klinikum rechts der Isar, Institut fiir
Klinische Chemie und Pathobiochemie, Munich, Germany

Psychiatric disorders contribute significantly to worldwide morbidity.
Forecasts rank depression second only to ischemic heart disease by 2020.
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Thirty to 50 % of all patients do not respond sufficiently to the initial treatment.
Fatal adverse drug reactions have been reported to be the fourth leading cause
of death in the US and genetic variability has been shown to play a decisive
role in both response and toxic side effects of psychoactive pharmacotherapy.
Existing antidepressants, mood stabilizers and antipsychotics are clinically
suboptimal and cause debilitating adverse drug reactions (e.g. extrapyramidal
symptoms, suicidality, weight gain and unwanted metabolic changes) that
discourage adherence.

Apart from drug metabolizing enzymes, many studies now focus on
genetic variation in psychoactive drug targets. It is important to realize that
pharmacodynamic variability often exceeds pharmacokinetic variability. The
genetic control of a drug metabolizing enzyme is usually via a single locus,
while the complexity of receptor structure, often involving multiple units and
proteins, with possible intermediate metabolic pathways, will of necessity
involve multiple genes and the potential for polymorphisms is thereby
multiplied. Screening for genetic variations in drug targets could help to
select the optimal drug for each patient on psychoactive drugs and replace
the current trial and error approach by an individualized strategy.

Amongst others, genetic variants in the neurotransmitter receptors including
dopamine, serotonine and serotonine transporters will be discussed in
association with clinical drug response and in particular side effects. A
summary of the current state of research in this promising area will be given.
Despite promising reports no clear recommendation can be given at present
to perform such testing in clinical use.

056. Pharmacogenetics of opioids and consequence in
toxicology and therapeutics

C. Samer'?

!Clinical Pharmacology and Toxicology, Geneva University Hospitals,
Switzerland; *Swiss Centre for Applied Human Toxicology, Geneva
University, Switzerland

The use of analgesics is based on the empiric administration of a given
drug with clinical monitoring for efficacy and toxicity. However, individual
responses to drugs are influenced by combinations of pharmacokinetic
and pharmacodynamic parameters regulated by genetic factors. Whereas
polymorphic drug-metabolizing enzymes and drug transporters may affect
the pharmacokinetics of drugs, polymorphic drug targets and disease-related
pathways may influence the pharmacodynamic action of drugs. After a usual
dose, variations in drug toxicity and inefficacy can be observed depending on
the polymorphism, the analgesic considered and the presence or absence of
active metabolites. For opioids, the most studied being morphine, mutations
in the ABCBI gene, coding for P-glycoprotein (P-gp), and in the mu-opioid
receptor may reduce morphine potency. Cytochrome P450 (CYP) 2D6
mutations influence the analgesic effect and the safety profile of codeine,
tramadol and oxycodone. Furthermore, drug interactions (such as CYP3A
and 2D6 inhibitors) can mimic genetic deficiency and contribute to the
variability in response to opioids. Pharmacogenetics should enable safer
and more effective therapeutics by individualizing analgesic prescription.
The clinical usefulness of these individualized approaches will have to be
demonstrated by appropriate pharmacoeconomic studies.

057. Pharmacogenetics of non-opioid drugs of abuse

A.L. Pelissier-Alicot

Service de Médecine Légale, Faculté de Médecine, Marseille, France

The wide interpatient variability in the response to drug exposure represents
a considerable challenge for clinicians as well as for pharmacologists and
toxicologists. Genetic polymorphisms in genes encoding drug metabolic
enzymes, drug transporters and drug targets are often found to be, at least
in part, responsible for this variability, and nowadays pharmacogenetics is
considered as an important tool for treatment optimization, as well as for
drug development and discovery.
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The application of pharmacogenetics in a medicolegal context is more recent
and often underused. In cases where autopsy cannot reveal the cause of death
and/or toxicological analyses are difficult to interpret, pharmacogenetics can
provide additional information concerning potential adverse drug reactions.
In living patients, pharmacogenetics can help to understand adverse
drug effects causing medicolegal problems. Drugs of abuse are among
xenobiotics frequently involved in forensic situations. Probably because of
the dangerousness of these drugs, the pharmacogenetics of opioids has been
extensively studied. On the contrary, except for alcohol, little is known about
the pharmacogenetics of non-opioid drugs of abuse, i.e. cannabinoids, cocaine
and congeners, amphetamines and hallucinogens. This communication will
review current knowledge concerning the impact of genetic polymorphisms
of metabolizing enzymes, transport proteins and receptors of non-opioid
drugs of abuse.

Plenary lecture — Drugs and sudden death: where to?

O.H. Drummer

Forensic Scientific Services, Victorian Institute of Forensic Medicine and
the Department of Forensic Medicine, Monash University, Melbourne,
Australia

Toxicology assists in the determination of the cause of death but is also
very useful when use of non-prescribed drugs may lead to behavioural
changes precipitating aggressive or violent outcomes (e.g. benzodiazepines,
amphetamines, etc). Toxicology can also assist in establishing access to
medications to detect underlying disease (e.g. epilepsy, heart disease or
depression) and compliance to medication; effectively becoming therapeutic
drug monitoring. In order to achieve the best result an appropriate choice of
specimen is required and where possible an ante-mortem specimen taken
in hospital to test a sample closer to the cause of the hospitalisation and to
avoid the complications of post-mortem redistribution. The use of additional
specimens to aid in the interpretation can be important, e.g. stomach
contents, liver and hair. Interpretation of any toxicology data can only
occur when the context of the case is fully known and medical records are
available including access to medications and other substances. Increasingly,
speedy turn-around of cases can facilitate an investigation and can inform
the medical investigator and the client (police, coroner etc.) as to the need, or
otherwise, for an autopsy, particularly if drugs are considered to have played
arole (directly or indirectly) in the death. The presentation will explore these
developments and provide delegates with information on how toxicologists
can best assist in death investigations.

058. Rapid determination of presence of cannabis dust and
residues

Y. Barguil', V. Rouleau?, E. Millet', E. Choblet'

Laboratoire de Biochimie, Centre Hospitalier Territorial de Nouvelle-
(CHT-NC);
Pathologiques, CHT-NC, Nouméa, Nouvelle-Calédonie, France
Introduction: Because time is precious during the spot investigation or while
suspects are still in custody, police officers or prosecutor may need quick
answers to key questions in case of cannabis traffic or cannabis transport.
Mostly, they need to know if clothes, boxes, bags, drawers, pipes, etc, owned
by the suspect, contained — or where in contact — with marijuana or hashish.
Field laboratories are not equipped with mass spectrometry but they can
easily and even formally identify cannabis dust and residues using a sensitive
Elisa device and a microscope, avoiding sending the seals to a specialized
laboratory. We describe a recent marijuana traffic case.

Methods: 11 seals where brought to the laboratory and contained: one empty
bag, one bag of pipe tobacco, one jacket, 3 empty garbage bags, dust from
3 drawers, one box with a glass tube, one aluminium paper with an oily
residue. Before working, room was cleaned, for each seal dust was carefully

Calédonie 2Laboratoire ~ d’Anatomie et de Cytologie
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collected on a surface of white paper; paper and gloves where changed after
each collecting. Cotton swabs were also used and were rolled on surfaces
of plastic bags, empty boxes, aluminium paper and inside the glass tube.
Dust, mounted in water, was examined under microscope, magnification x25.
Swabs were put into glass tubes with 100 uL. NaCl 9 %o and left into darkness
for one hour. Then, the Cannabis One Step Elisa® International Diagnostic
Corp. test — usually used for blood THCCOOH screening — was used (cut-
off: 1 ng/mL).

Results: Microscopic careful and slow examination of dust from each seal
revealed, in 8 cases (garbage bags were negative) typical soft unicellular
fang shaped hair measuring 50 to 300 pm (Figs. 1 and 2). In some cases,
secretor hair fragments measuring 10 to 15 um were also present in dust.
In addition, Swabs gave marked positive results in 9 cases (2 garbage bags
were negative). Hair, yatagan or fang shaped, are characteristic of Cannabis
sativa and are often observed in dust or in residues present in objects that
have contained the plant. In a second time, as secretor hair separate easily
from the plant and stick to the containers, swabbing these containers surfaces
allows to collect enough resin to give marked positive results with a low cut-
off Elisa device.

Figs. 1 & 2: Typical soft unicellular Cannabis sativa fang or yatagan shaped
hair (left: magnification x100, polarized light; right: magnification x25).

Conclusion: Field laboratories can easily and often formally prove that an
object has contained cannabis plant parts or derivatives (i.e.: hashish, hashish
oil). Characteristic hair can be present in dust and are present in large amount
in hashish. In addition, the use of a sensitive Elisa device — usually used
to screen blood THCCOOH - can help to bring out the presence of resin
particles or cannabis oil. In the case presented here, it did not take more than
2 hours to screen 11 seals and to give accurate conclusions, allowing police
officers to act rapidly.

059. Cannabis profiling. Is it possible to distinguish Belgian
from foreign cannabis?

K. Maebe!, A. Verstraete'?, B. De Backer?, C. Charlier?

'Department of Clinical Chemistry, Microbiology and Immunology, Ghent
University, Ghent, Belgium; >Laboratory of Clinical Biology, Ghent
University Hospital, Ghent, Belgium; *Laboratory of Clinical, Forensic,
Environmental and Industrial Toxicology, CHU Sart-Tilman and Forensic
Institute, Liege, Belgium

Introduction: For law enforcement purposes, it is sometimes needed to
determine whether seized cannabis products were produced in the country
or abroad. In Belgium and the Netherlands, cannabis is most often grown
indoors, with similar and strict cultivating conditions such as irrigation,
shade and fertilisation that can mask the original characteristics of the
surroundings. In this study, we used isotope ratio-mass spectrometry
(IR-MS) and inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS).
One hundred and four flower samples (82 Belgian, 18 Dutch and 4 other)
and 68 leaf samples (64 Belgian, 4 Dutch) were analysed.

Methods: IR-MS analysis was performed on the top leaves with an
ANCA-SL (Automated Nitrogen Carbon Analyzer — Solids and Liquids)
coupled to a SerCon 20-20 IRMS. 8"*C and "N were measured. For
ICP-MS the samples were washed with distilled water, dried at 100°C,
homogenised in liquid nitrogen, and dried again. Five mL of 65 % nitric
acid were added to 250 mg and mixed by gentle rolling for 12h. After
dilution to 50 mL with ultrapure water and centrifugation, the samples were
analysed on a Perkin-Elmer Elan DRCe, with 4 internal standards (Sc, Nb,
Y & Tm). A Totalquant method was used, that analysed for 71 elements.
The assay was calibrated with a mixture of 29 elements at 100 pg/L. The
LOQs (10x SD of a blank) varied from 0.007 (for Ta) to 27.2 pg/g (Br),
except for B, Si, Cl, Fe, V and Bi where it was >50 pg/g.

Results: Cannabis plants that were cultivated indoor had lower §*°N values
(£S.D.) than those cultivated outdoor (2.8%0+0.15 versus 5.8%¢+0.71
respectively, p<0.0001). In the leaves, Li, Sb en Pb concentrations were
higher in the Belgian samples, while W was higher the Dutch samples. For
the flowers, higher Li, Al, Zr and Pb levels were observed in the Belgian
samples, while in the non-European samples Al, Ni, Co, Sr, Ba, La, Ce, Th
and Nd were much higher and Cd and As were lower than in the Belgian
and Dutch samples. Discriminant analysis of the ICP-MS results of the
cannabis flowers allowed a correct identification of the country of origin
in 96 % of the cases (n = 104). Adding the isotope ratios improved this
to 98.8 % (n =81, because not all samples were analysed with IR-MS),
despite the minimal geographical distances and the similar indoor growing
conditions. However, after cross-validation (using 90 % of the samples to
establish the discriminant function and testing it on the remaining 10 %,
and repeating this analysis 10 times), 76.5 % of the samples were correctly
assigned to the country of growth.

Conclusions: With IR-MS and ICP-MS, after cross-validation, 76.5 % of
the samples could be identified correctly, despite the very similar culture
conditions in Belgium and The Netherlands.

060. Cannabis: an antiemetic with paradoxical effects

B. Brunet', M. Lebeau?, Y. Papet', P. Mura'

Laboratoire de Toxicologie et Pharmacocinétique, Centre Hospitalier
Universitaire, Poitiers; *Service de médecine légale, Centre Hospitalier
Universitaire, Poitiers

Introduction: A°’-tetrahydrocannabinol (THC) is now used in various
countries as a therapeutic drug for its antiemetic effect. It can be administered
alone or in combination with cannabidiol, and used under pharmaceutical
form or smoked as marijuana. Therapeutic properties of THC are known
since a few decades and many studies were undergone to compare its
potential with other classic drugs used for emesis. THC is interesting for its
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original mechanism of action different from other antiemetics but its relative
effectiveness and the numerous side effects makes it only a last resort drug.
Although THC is recognized as antiemetic, since a few years a hyperemesis
syndrome (nausea, cyclic vomiting and abdominal pain) has been described
affecting heavy chronic cannabis users [Soriano-Co et al., 2010]. These
paradoxical syndromes are the basis of this bibliographical study aiming at a
better understanding of the complex effects of THC.

Methods: We reviewed the literature for antiemetic effects of cannabinoids
in humans and animals and examined the different cases of hyperemesis
syndrome described. Finally as a continuation of our consideration of the
emetic potential of THC we reviewed the literature for cases of death by
aspiration pneumonitis (Mendelson syndrome) where only cannabis in blood
was discovered.

Results: Numerous studies have demonstrated the superiority of THC or
synthetic cannabinoids as antiemetic over placebos [Soriano-Co et coll. Dig
Dis Sci. 2010; 55: 3113-3319]. But compared to other classic antiemetic drugs
the interest of THC is limited. Long term behavioural effects are unknown
and adverse effects are frequent, although the endocannabinoid system might
be an interesting target for new drugs development. Experimentations made
on animals seem to demonstrate that THC is antiemetic at low dosages and
emetic at higher dosages. Hyperemesis syndrome has been described in
a dozen of papers reporting more than 30 cases. Clinical signs frequently
observed are nausea, cyclic vomiting and abdominal pain relieved only by
hot showers or baths. These symptoms affect only heavy chronic cannabis
users. As of November 2010, no paper is mentioning any death by aspiration
pneumonitis related to recent use of cannabis. No matter how, this particular
point deserves more investigations and a collaborative retrospective study of
forensic cases treated in toxicology labs would be necessary to rule out this
hypothesis.

Conclusion: Unlike other drugs of abuse, cannabis can not be classified as
sedative, stimulant, tranquilizer, or hallucinogenic due to THC’s multiple
effects. The antiemetic effect observed at low dosage seems to be reversed in
heavy chronic users. The common notion of cannabis being antiemetic has
to be taken critically in front of a suspect death involving a person who had
recently taken cannabis.

0O61. When Kkissing a girl is an offence to the narcotic law

P. Kintz, M. Villain

X-Pertise Consulting, Oberhausbergen, France

Introduction: Testing for drugs of abuse in urine is a common procedure
to demonstrate that the owner is using a drug and therefore eligible for
a sanction. In doping situation, the sanction is ineligibility for a specific
period (that can be for life, in case of recidive). Although the code of
World Anti Doping Agency (WADA) considers a doping offence when a
banned drug is found in the athlete’s urine, irrespective of reasons, route(s)
of exposure, contaminations (food, drinks...) or manipulations, this is not
the case in forensic medicine, where additional tests can be performed. We
present here the case of an athlete who tested positive for cocaine in urine
and the forensic strategy that has allowed the sport authorities to release
the offence.

Case history: In spring 2009 the athlete went to the USA for a competition.
The day before the beginning, because of some injuries, he decided not to
take part in the competition (without informing the organisers) and relaxed
socially (restaurant, dancing, bar). During that night, he kissed a girl several
times. After the party, he returned to his hotel for sleeping. The next morning,
he went to the competition site to sign a withdrawal form where he was asked
to provide a urine specimen for doping control. Four weeks later, a positive
urine test for cocaine was notified.

Forensic investigations: The analysis of the B sample revealed the presence
of 151 ng/mL of benzoylecgonine and minute amounts of the parent
cocaine. Given the pharmacological properties of cocaine, it was submitted
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to both juries (Independent Anti-Doping Tribunal in London and Court
of Arbitration for Sport in Lausanne) and accepted by them that the total
amount of cocaine that entered into the athlete’s body was less than 5 mg.
A segmental hair test, performed in an ISO 17025 accredited laboratory
demonstrated that the subject was free of cocaine (LOD at 10 pg/mg). A
review of the potential sources of contamination (drinks, surface, kitchen
tools...) considered that it was more than likely that the origin of cocaine
was a consequence of kissing a girl who add recently sniffed the drug with
low amounts still on her lips. Later, a hair test of the girl demonstrated
repetitive cocaine abuse.

Conclusion: One should consider this case as one of the very few where
forensic investigations were considered as an acceptable evidence by Court
of Arbitration for Sport.

062. Toxic antipersonnel projectiles

Y. Gaillard', P. Regenstreif?, L. Fanton?

'Laboratoire LAT LUMTOX, La Voulte sur Rhone, France; ’Cabinet
d’expertise balistique, Rambouillet, France; ’Institut médico-légal, Lyon,
France

Introduction: The idea of using a hollow small-arms projectile to carry
an explosive substance goes back to the second half of the nineteenth
century, when 12-calibre cartridges were filled with mercury fulminate
and black powder to make exploding bullets for African big-game hunting.
The idea of replacing the explosive charge with a toxic one occurred in
1910: a German patent was taken out on 7.92 calibre cartridges containing
morphine, but there is no proof that such projectiles were ever actually
produced. It was not until the Second World War that these weapons saw
the light of day.

Results: In the spring of 1944 Kurt von Gottberg, the SS police chief in
Minsk, was shot and injured by two Soviet agents. Although he was only
slightly injured, he died six hours later. The agents captured in Belarus were
armed with Mauser pistols and very unusual 7.65 mm Browning cartridges.
The bullets were hollow and contained a crystalline white powder. The
chemistry department of the SS institute of criminology identified aconitine,
a very powerful alkaloid extracted from the alpine plant aconite (Aconitum
napellus) for which there is no antidote. They were 4 g bullets, semi-jacketed
in cupronickel, containing 28 mg of aconitine. They were later known as
akonitinnitratgeschosse. On Heinrich HimmLer’s orders this ammunition
was produced and tested by Dr Joachim Mrugowsky on five condemned
men. Two survived because the bullets went right through their thighs. The
other three died 121, 123 and 129 minutes after being shot. The Sipo (the
Nazi security police) then ordered a trial with a 9 mm Parabellum cartridge
containing Ditran, an anticholinergic drug with hallucinogenic properties
causing intense mental confusion. In later years, QNB was used, and given
the NATO code BZ (3-quinuclidinyl-benzylate). It was proven that Saddam
Hussein had this weapon (agent 15) manufactured and used it against
the Kurds. Serbian forces used the same type of weapon in the Bosnian
conflict, particularly in Srebrenica. The authors go on to list the Cold War
toxic weapons developed by the KGB and the Warsaw pact countries for
the discreet elimination of dissidents and pro-independence leaders who
had taken refuge in the West. These weapons include PSZh-13 launchers,
the Troika electronic sequential pistol, and the ingenious 4-S110T captive
piston system designed by the engineer Stechkin. Disguised as a cigarette
case, it could fire a silent charge of potassium cyanide. This rogues
gallery also includes the umbrella rigged to inject a pellet of ricin (or
another phytalbumin of similar toxicity, such as abrin or crotin) that was
used to assassinate the Bulgarian writer and journalist Georgi Markov on
7 September 1978 in London.

Conclusions: During the autopsy, the discovery of a bullet burst into 4 parts,
has to make at once suspecting the use of a toxic substance. Toxicological
analysis has to look for first and foremost aconitine, cyanide, suxamethonium,
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ditran, BZ or one of the toxic phytalbumins. The use of such complex
weapons has to make suspect a powerful organization: army, secret service,
terrorism.

063. Fatal ergotamine intoxication associated with darunavir

K. Maudens', M. Gabrovska?, H. Dits?>, M. Malbrain? A. Covaci', H. Neels'?,
N. Van Regenmortel®

"Toxicological Centre, University of Antwerp, Belgium; *Intensive Care Unit,
ZNA Stuivenberg, Antwerp, Belgium; *Lab for Toxicology, ZNA Stuivenberg,
Belgium

Introduction: Ergotism is the effect of ergot poisoning, historically due to
the ingestion of the alkaloids produced by the Claviceps purpurea fungus,
and more recently due to a number of ergoline-drugs, such as ergotamine.
Intoxication with ergot alkaloids most frequently pre-sents with diffuse
vasospasm with ischemia and gangrene of the extremities. We report the
case of a 54-year-old woman who developed diffuse vasospasm with right
hand ischemia, kidney failure and cerebral ischemia because of ergotamine
intoxication due to the interaction between ergotamine and darunavir with
inhibition of CYP3A4. To our knowledge this is the first case of brain death
based on ergotism due to this interaction.

Case report: A 54-year-old woman was admitted to our intensive care unit
because of gangrene of her right hand. Treatment with abacavir/lamivudine
and darunavir was started one week before for HIV. On admission the
patient showed signs of impaired consciousness with a Glasgow Coma
Scale of 9/15, absence of peripheral pulses of the right radial artery and
left foot arteries and acral cyanosis. Neurological examination and cranial
CT revealed no abnor-malities. Creatine kinase was high: 2285 U/L and
creatinine was 0.76 mg/dL; platelet count: 109.000/mm3(thrombocytopenia);
coagulation tests were normal, D-dimers: 2.3 mg/L; CRP: 23 mg/dL. There
were no other abnormalities. CT angiography manifested signs of stenosis
and vasospasm diffusely in medium and large arteries of lower and upper
extremities inclu-ding both renal arteries. Infarctions in both kidneys were
suspected. The internal carotid and vertebral arteries were normal. Initial
treatment with heparin and performing an embolectomy of the right radial
artery did not lead to any improvement. At this time a thorough anamnesis
of her family revealed the use of 1 to 3 mg ergotamine per day, which
the patient had failed to report to the physician treating her HIV. Ergotism
due to the inhibition of CYP3A4 by darunavir was suspected. Treatment
with intra-arterial infusion of sodium nitroprusside into the right radial
and left femoral artery, epidural infusion with marcaine, and systemic
infusion of nimodipine (2 mg/kg/h) was started. The patient showed clinical
improvement of the perfusion of the left foot and partially of the right hand,
but the neurological state did not change. Kidney function deteriorated with
a rise of creatinine to 1.06 mg/dL. On the third day of admission signs
of further neurological impairment developed and Glas-gow Coma Scale
decreased to 6/15. For this reason orotracheal intubation was performed. A
new cranial CT revealed important degree of supratentorial hydrocephaly.
Cerebral MRI sho-wed recent severe cerebellar ischemia and edema of the
fossa posterior with herniation of the cerebellar tonsils due to very poor
circulation in the brain arteries. On the eighth day of ad-mission we decided
to withdraw any further treatment.

Methods: The patient’s blood was analysed for ergotamine and caffeine by
reversed phase HPLC with fluorimetric (for ergotamine) or PhotoDiodeArray
(for caffeine) detection after a minor sample clean-up.

Results: Huge concentrations of ergotamine (2000 pg/mL) with normal
caffeine concentrations were detected while, with a dose of 2 mg, peak
plasma concentrations for ergotamine of 100 to 900 pg/mL are expected after
0.5-3 h. In three days the plasma levels were below 500 pg/mL and a half-life
was calculated being approximately 24h (normally 2 hrs).

Conclusion: the patient died from ergotism due to drug-drug interactions
with CYP3A4 and the protease inhibitor darunavir.

064. Acute and chronic toxicity of sniffing: an exceptional
case of neurological injuries

R. Bouvet!, S. Lepage?, I. Lopez’, A. Baert’, JM. Gaulier*, F. Le Gall’,
M.A. Le Gueut!', I. Morel?

IService de médecine légale, CHU, Rennes, France; ’Laboratoire de
toxicologie biologique et médico-légale, CHU, Rennes, France; ’Centre
Antipoison et Toxicovigilance, CHU, Rennes, France; *Laboratoire de
toxicologie, CHU, Limoges, France; °Laboratoire d’anatomie et cytologie
pathologiques, CHU, Rennes, France

Introduction: Inhalation of volatile substances (sniffing) is described in
teenagers for recreational purposes. Users usually inhale the propellant gas
of sprays, which is either butane or a mixture of butane and propane. We
present here the case history of a 19-year-old man, found dead in his room
watching a pornographic movie and masturbating with a deodorant spray
in the hand. Dozens of similar sprays were discovered in the room and in a
freezer. We were asked by the Police to comment on the relationship between
death and sniffing the gases contained in the spray.

Methods: An autopsy was quickly performed with taking samples for
toxicological analyses (blood, urine, and hair) and pathological examination
(heart, lung and brain). Toxicological screening was performed using
UPLC-DAD and LC-MS-MS for the search of therapeutic and illicit drugs.
Ethanol was evaluated by HS-GC-FID and carbon monoxide was detected
using co-oximetry. The determination of gases contained in the sprays was
also performed using HS-GC-MS in blood samples and in a spray provided
by the Police.

Results: Autopsy revealed the presence of hemorrhagic foam in the airways,
congestive viscera and cerebral edema. Toxicological analyses of biological
samples were negative for the search of ethanol, therapeutic and illicit drugs.
However, butane (246 pg/L) and propane (traces) were found in the blood
sample, which is in agreement with the composition of the provided spray.
Pathological examination of the lung showed pulmonary edema and there
was no cardiac abnormality. Examination of the brain revealed various
neurological injuries: subarachnoid hemorrhage and massive intraventricular
hemorrhage without vascular malformation, areas of neuronal necrosis and
localized edema, and cerebral and cerebellar lacunae.

Conclusion: Death can be explained by the subarachnoid hemorrhage
and massive intraventricular hemorrhage, despite the absence of vascular
malformation. Although circumstances in which the body was found
strongly suggested the involvement of toxic factors, acute exposure to
butane or propane could not be clearly related to death. The participation
of an autoerotic practice associated with hypoxemia due to sniffing can
be mentioned. Neurological damage of chronic sniffing such as neuronal
necrosis induced by ischemia are well described in the literature. However,
to our knowledge, cerebral and cerebellar lacunae have never been reported
in the context of sniffing. This case report emphasizes the need for a
multidisciplinary approach in forensic science in order to determine causes
of death.

065. A case of self-poisoning with yew needles (Zaxus
baccata 1.). Determination of taxol by LC-MS/MS in body
fluids and organs (blood, bile, liver, gastric content)

M. Deveaux', M. Taccoen?, M. Cheze', G. Hoizey', G. Pépin'

'Laboratoire TOXLAB, Paris, France; * Institut de Médecine Légale, Paris,
France

Introduction: English yew (Taxus baccata L.) is the most common species
of the genus Taxus in Europe. This ornamental evergreen tree contains toxic
substances, notably taxin, a mixture of at least 20 diterpene pseudo-alkaloids
including taxol, and cyanogenic glycosides called taxicatines. Intentional
oral ingestion of needles may be used to commit suicide, but these cases are
rare. We report here a new case of self-poisoning.
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Case History: During the night, a21-year-old woman was discovered roaming
the streets, dizzy but conscious. She was admitted to the hospital emergency
unit and then to ICU where she died rapidly with cardiorespiratory failure.
Investigations by the police showed that an explicit letter found at home stated
that she wanted to commit suicide with yew’s needles, and that she referred to
web sites about yew’s toxicity. Moreover, her father was a herbalist, and she
and her mother used only herbal medicine. Vegetable material (identified as
yew’s needles) was found at home. The forensic autopsy revealed a marked
cyanosis, oedema and lung congestion. The gastric content was noteworthy:
haemorrhagic and containing small millimetre-sized vegetable residues.
Numerous samples were taken: peripheral blood, urine, gastric content,
vitreous, pieces of liver, lung, spleen and kidney.

Methods: A general unknown toxicological screening was performed by
immunoanalyis, GC-FID, HPLC-DAD and GC-MS on all the specimens. As
the first hints at the cause of the intoxication were derived from the case
history and the autopsy, we directly performed the determination of taxol by
LC-MS/MS (TSQ QuantumUltra, Thermo-Fisher-Scientific) on 2 mL- and
2 g-samples, according the following method: extraction by dichloromethane-
isopropanol (95/5, v/v) at pH 9.0, with clonazepam-d4 as i.s., evaporation to
dryness and reconstitution by 75 pL mobile phase; injection on C18 Xterra
column (150 mm x 2 um, 5 pm), mobile phase: acetonitrile-2 mm formate
buffer at pH 3 in a gradient mode, flow rate 200 puL/min; positive detection
mode; parent ion: 854.5, daughter ions: 239.9, 286.0, 509.4; quantification
was done with a taxol calibration curve; LLD: 1 ng/mL, LLQ: 10 ng/mL.
Results: No other toxic exogenous substances were found (notably no alcohol
or psychotropic drugs). The LC-MS/MS analysis detected and quantified
taxol in peripheral blood: 193 ng/mL; bile: 230 ng/mL; liver: 25 ng/g and
gastric content: 252 ng/mL. Taxol was not found in the other samples.
Discussion and conclusion: Our case is typical of the high toxicity of
the pseudo-alkaloids of yew, causing dizziness, ataxia, abdominal pain,
weakness, tachycardia leading to bradycardia, collapse, convulsions and
death within 1-8 hours. Although we could not achieve quantification of taxin
B by our method (pure taxin B was not commercially available at the time of
analysis) and despite we did not look for 3,5-dimethoxyphenol (metabolite
of taxicatines, considered as an indirect marker of intoxication by yew), the
determination of taxol by LC-MS/MS allowed us to confirm that the suicide
was committed only by ingestion of yew’s needles: taxol blood concentration
was in the lethal range (taxol >0.05 ng/mL as described by Jamey C, 44th
TIAFT meeting, 2006). Moreover, taxol was identified in the gastric content
and, as far as we know, for the first time in the bile and in the liver. As the data
are few and far between [total taxines >11 pg/mL, Beike J, Int J Legal Med.
2003; 117(6): 335-339; taxin B in the range 105-212 ng/mL, Frommherz
L, Int J Legal Med. 2006; 120: 346-351], it seems absolutely necessary to
collect more data in yew intoxication cases with fatal outcome.

066. Example of multidisciplinary Mediterranean
collaboration for forensic toxicological investigations:
a case of fatal poisoning by vanadium

B. Boulassel!, M. Perrin?, O. Roussel?, N. Sadeg**, H. Belhadj-Tahar*
'Médecine Légale, CHU Tizi-Ouzou, Algeria; *Institut de recherche criminelle
de la gendarmerie nationale (IRCGN), Rosny sous bois, France; *Claude
Bernard Laboratory, Hopital de Pontoise France; *French Association for
the Medical Research Advancement (AFPreMed), Toulouse, France
Introduction: The setting up of Mediterranean collaboration in forensic
research is dependent on inter-organisational collaboration and on
governmental policy for scientific initiatives. The recent improvements
in transportation and communication technologies have made it easier to
organize long-distance collaboration research activities. However to get
over physical distance between collaborating researchers requires good
coordination and the presence of an efficient intermediary. Thanks to the
interface of AFPreMed, French (IRCGN, Claude Bernard Laboratory) and
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Algerian researcher teams (CHU of Tizi-Ouzou) have recently initiated a
forensic toxicological collaboration. In this abstract we report an example of
Mediterranean collaborative investigations concerning the first case of fatal
human poisoning by vanadium.

Case report: At 10h30 p.m., a 24-year-old woman was admitted to the
emergency department of the university hospital of Tizi-Ouzou (Algeria), for
diffuse abdominal pain, nausea, vomiting, multiple daily diarrhoeas. Initial
chemistry tests were normal except for glucose 0.2 g.L'! (1.1 mmol.L"),
creatinine 265 umol.L™! (normal 49-90 pmol.L™!), alanine amino transferase:
114 1U.L" (normal 10-45 IU.L™"). The glomerular filtration rate was estimated
at 21 mL.mn"'. A rapid urine drug of abuse panel was negative. This patient
had taken an undetermined amount of ammonium vanadate at about 10 a.m.
the same day. She died on the following morning in the context of respiratory
distress, despite intensive care and oxygen therapy. The sample collected in
vacuum tube with KBEDTA, was stored at -18°C and transferred to IRCGN
(France) for analysis. Determination of vanadium concentration in blood
was carried out by means of a mass spectrometer (ICP-MS) using Rhodium
('%Rh) as internal standard.

Results and discussion: The autopsy revealed a widespread asphyxia
syndrome, labial mucosa with a greenish color and erosive gastritis. The
vanadium concentration was 6.22 mg.L"! corresponding to 6000 times higher
than the normal concentration in the non-exposed population. In our case, the
low glomerular filtration rate of 21 mL.mn"' indicates the severe acute renal
failure. In addition, the elevation of blood alanine amino transferase level
(2.5 times the normal value) suggests a mild hepatic cytolysis. Otherwise,
in vivo vanadium is concentrated in some subcellular structures, particularly
in mitochondria. Therefore, the oxidant vanadyl and vanadate ions interact
(E° Vanadyl/Vanadate: 1.0 V) on the respiratory chain and enzymes namely
sulfhydryl-dependant succinic dehydrogenase implied in citric acid cycle,
leading to oxidative stress. The latency and the brutality of the degradation
of the overall clinical picture seem to be involved in systemic poisoning by
vanadium leading to inhibition of the cellular respiratory process.
Conclusion: This documented case is of great importance for understanding
the mechanisms of vanadium toxicology leading to widespread asphyxia
syndrome. This interesting result argues that multidisciplinary collaboration
between many mediterranen countries may enhance the forensic research
and requires a good coordination.

Plenary lecture - History of reproductive toxicity:
a nightmare for forensic toxicologists

R. Wennig

Laboratoire National de Santé - Toxicologie, Université du Luxembourg,
Luxembourg

Adverse effects after exposure to certain substances have been observed at
birth, during pregnancy or during child development since the beginning of
mankind, but these deleterious effects occurred somewhat more frequently
since the industrial revolution in the 18" to the 19" century, where major
changes in agriculture, manufacturing, mining, transport, and technology had a
profound effect on the socioeconomic, environmental, and cultural conditions.
Only after the thalidomide tragedy that took place in the end of the 1950s
and begining 1960s, health authorities recognized the need for testing new
drugs by animal studies specially designed to investigate their toxic effects
on prenatal, peri-natal and post-natal human development. In the 1970s these
requests were extended to other chemicals including environmental aspects.
Since these days we could see a great number of recommendations, guidelines
or legislations dealing with these issues, emerging either from international
organizations or from national health authorities. Factors affecting female and
male reproductive systems, child birth, lactation, fertility or sexual dysfunction
became of paramount interest to the scientific community and had greatly
influenced worldwide the strategy of risk assessment of such controversial
issues during the last 5 to 6 decades.
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This so-called post-thalidomide paradigm change had a great influence on
the development of genetics, epigenetics and modern molecular toxicology.
Moreover many batteries of in vivo, in vitro and in silico toxicity testing
devices were introduced after years of fundamental research in industry and
universities, for investigating teratogenicity, mutagenicity, genotoxicity,
multigeneration tests, male & female fertility studies, embryotoxicity,
foetotoxicity, etc. There is a long list of suspected or proven physical
factors (Tonizing radiations) and reprotoxic chemicals like toxic industrial
chemicals & materials (TICs & TIMs); environmental pollutants; “emotional
chemicals” like PCDDs, PCDFs; PCBs and other persistent chlorinated
hydrocarbons (= the “dirty dozen”); indoor pollutants; pesticides; medicinal
drugs like tranquilizers, anti-epileptics, anti-metabolites, hormones, lithium
salts, antibiotics, vitamins, etc; substances of abuse like illicit drugs, ethanol,
tobacco; as well as endocrine disruptors like oestrogens, phthalates, bisphenol
A, organotin compounds; heavy metals; etc, that have been discussed in the
past and are still discussed at the present time.

For forensic toxicologists that may be requested to expertise in court cases
where compensation claims of tremendous amounts of money are involved,
this will not be an easy task, even areal challenge. As we all know how difficult
it is to accomplish a correct interpretation of xenobiotics concentrations
measured in human tissues from acute intoxication cases, that resist to
critical questions by the defendant’s lawyers, it will be even more difficult
in cases of chronic low dose exposure to come up with a satisfying response
that takes into account risk evaluation, risk management, risk communication
and risk perception. Some famous historical incidents will be discussed and
this presentation will end up with the recent European legislative approach
REAChH for existing chemicals, also conceived with the aim to reduce the
number of test animals.

067. Lethal ingestion of chloralose: the hens, collateral
victims of a family drama

E. Laborie Charvier, E. Degans, A. Eyquem, V. Dumestre-Toulet
Laboratoire TOXGEN, Bordeaux, France

Introduction: Alpha-chloralose is an organochlorine pesticide which has a
depressant action on the central nervous system. Its ingestion causes a dose-
dependent drowsiness and a coma that may lead to death. It is now used in
France as a rodenticide and corvicide. The case reported here relates its use as
part of a family drama. A pasta gratin «seasoned» with chloralose was served at
the table in order, according to the perpetrator, to «send [the family members]
to sleep»; two of them were then murdered by stabbing. The left-overs were
thrown into the poultry-yard and pecked by the hens, that were found dead
several days later. A toxicological expertise was required in order to analyse
autopsy samples of the deceased and blood samples of the surviving family
members. A few days later, analysis of a hen and a pan were also required.
Methods: Analyses conducted for human expertise include analysis of
alcohols by HS-GC/FID, screening by GC/MS and HPLC/DAD using MCX
Oasis™ cartridge for SPE extraction, immunochemical screening (ELISA,
CEDIA) and analysis of volatile compounds by HS-GC/MS. Alpha chloralose
analysis is performed by HS-GC/MS after acidification into chloral. The ions
m/z 82, 47 and 111 are used for identification and quantification. The hen
was "autopsied" at the laboratory and several samples were collected. Swabs
from the pan were also collected to search for chloralose.

Results: Free chloralose concentrations in blood from deceased subjects
were respectively 30 and 94 mg/L. Chloralose was not found in blood
from living subjects, but Zolpidem was measured at concentrations of
450 and 80 ng/mL. Chloralose concentrations of the hen peripheral blood
was 0.85 mg/L, 36 mg/L for the bile, 136 mg/L for the gizzard content,
552 mg/kg for the crop content, 84 mg/kg for the intestine and 13 mg/kg
for the cecum. The pan’s swab analysis indicate the presence of chloralose.
Many cases of human self-poisoning and some accidental poisoning are
described in literature but there are no data on poultry intoxication.

Conclusion: This surprising expertise confirmed the chloralose poisoning
of 2 subjects before they were murdered by stabbing and allowed the
quantification of chloralose in different hen’s organs.

068. UPLC/MS-MS for the rapid and specific determination
of strychnine in post-mortem samples: application to a fatal
case

C. Jamey, A. Tracqui, B. Ludes

Laboratoire de Toxicologie, Institut de Médecine Légale, Strasbourg,
France

Introduction: A 57-yr old farmer, known to suffer from severe depression
and with at least one previous suicide attempt in his history, was found dead in
his barn. A wide range of agricultural compounds and pesticides were present
in the surroundings. A preliminary screening by high-performance liquid
chromatography coupled to diode-array detection (HPLC/DAD) suggested
the presence of strychnine in the post-mortem fluids. In order to confirm this
result and accurately quantify the toxicant, we have developed a rapid and
specific method involving ultra-high performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (UPLC/MS-MS) for determination
of strychnine in post-mortem fluids. This work aims to present the method,
together with the results obtained from the victim’s samples.

Methods: In a 1.5 mL Eppendorf tube were added 50 uL of sample,
2 ng prazepam as internal standard (IS), 200 uL of pH 9.5, NH,CI buffer,
and 800 pL of dichloromethane/n-heptane/2-propanol (65/25/10; v/v).
After agitation (vortex, 30 s) and centrifugation (10 500 g, 5 min), the
organic phase was evaporated and the dry extract resuspended in 50 pL
of the UPLC mobile phase, then 10 puL from this extract were injected
onto the column. Separation was achieved on an Acquity UPLC™ (Waters)
C18 1.7 pym column (100x 2.1 mm, i.d.), using a gradient of
acetonitrile/2mM ammonium formate buffer, pH 9.0, at a flow rate of
0.5 mL/min. Analysis was completed in 6.0 min. Detection was performed
by a Quattro Premier™ XE (Waters Micromass) tandem mass spectrometer
set in positive electrospray mode, using multiple reaction monitoring
(MRM) mode with the following transitions: 335.0 > 183.9, 155.9 and
128.9 (strychnine) and 325.2 > 271.0 (IS).

Results: Under these analytical conditions, the average retention times were
1.81 min and 2.94 min for strychnine and the IS, respectively. Limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) were 1 and 2 ng/mL in blood.
Linearity was established from LOQ to 4000 ng/mL, and recoveries were
found > 95 %. Intra- and inter-day precisions were < 15 % and accuracy
ranged from 96 % to 105 %. lon suppression/enhancement was also tested
and was < 10 %. Analysis of post-mortem samples revealed the presence of
strychnine in all fluids tested: whole blood 2960 ng/mL; urine 190 ug/mL
and gastric contents 459 150 pug/mL.

Conclusion: The UPLC-MS/MS method described herewith was found
sensitive, specific and rapid for the quantification of strychnine in the samples.
Therefore it could be useful for both clinical and forensic purposes.

069. High morphine level in a foetus after mother’s intake of
ethylmorphine — A case report

A.L. Zackrisson, G. Thelander, R. Kronstrand, J. Ahlner

National Board of Forensic Medicine, Department of Forensic Genetics and
Forensic Toxicology, Linkoping, Sweden

Introduction: Ethylmorphine is an opiate narcotic analgesic, but it is also
used as an antitussive in cough syrup. Ethylmorphine is metabolised to
morphine by the liver enzyme CYP2D6. Morphine is then glucuronidated
by the uracil glucuronidase UGT2B7. Morphine as well as ethylmorphine
exerts its effect through the p-opioid receptor OPRMI1. A pregnant woman
in week 40 was found unconscious in her home. Caesarean section was
carried out but the fetus was already dead. The woman was attended at the
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hospital but died six days later. Forensic autopsies were carried out in both
cases and toxicological and pharmacogenetic analyses were performed. In
Sweden 95 % of all cases undergoing forensic autopsy are screened for a
large number of drugs. Some of these cases are also complemented with hair
analyses and pharmacogenetic analyses.

Methods: The toxicological screening was performed using immunoassays,
GC-NPD, GC-MS and LC-MS-MS in both whole blood and urine samples.
LC-MS-MS with an electrospray interface was used for screening of drugs
in hair. For the pharmacogenetic analyses DNA was extracted and genetic
variations in the CYP2D6, UGT2B7 and OPRMI genes were identified by
PCR followed by Pyrosequencing.

Results: The toxicological analyses of whole blood from the fetus showed
0.09 pg morphine, 0.01 ug ethylmorphine, 1.0 pg tramadol and 0.3 pg
O-desmethyltramadol per gram blood. Morphine, ethylmorphine and tramadol
were found in all five segments of the mother’s hair. The pharmacogenetic
analyses for the mother shows the following genotypes: CYP2D6*1xN/*1,
UGT2B7*1/%2 and OPRMI1*1/%]1 and for the fetus: CYP2D6%*IxN/*6,
UGT2B7%1/%2 and OPRM1%1/*1.

Conclusion: The finding of the low ratio of [ethylmorphine]/[morphine]=0.11
in the fetus is rare and we suspected a genetic explanation for this finding.
The mother’s genotype, CYP2D6*1xN/*1, corresponds to the phenotype of
an ultra-rapid metaboliser. That means that she transforms ethylmorphine to
morphine much more extensively. Morphine then accumulates in the fetus,
which can explain the high concentration of morphine found in the fetus
blood.

070. Dosage of carbofuran in blood and viscera by LC/MS/
MS. Application to two forensics cases

C. Bocca!, K. Zouaoui', C. Mayer!, A.S. Lemaire’, P. Charlier?,
G. Lorin De La Grandmaison?, J.C. Alvarez'

'Laboratoire de pharmacologie-toxicologie CHU R. Poincaré, Garches;
’Institut of Legal Medicine, CHU R. Poincaré Garches; *Laboratoire de
pharmacologie-toxicologie, Amiens

Objective: The aim of this study was to develop an LC/MS/MS method
from two deceased subjects for the analysis of carbofuran (CBF) and its
main metabolite (3-OH carbofuran, 3-OHCBF) in blood and viscera in order
to describe for the first time their distribution in the body. Carbofuran is a
pesticide forbidden in France since 2008 because of its high toxicity.
Methods: In blood, the pesticide and its metabolite were extracted by simple
liquid-liquid extraction with ethyl acetate. In viscera, saponification has
been used to make extracts very clean. Carbofuran-D3 was used as internal
standard. After extraction, both compounds were quantified by a LC-ion
trap-MS/MS method using electrospray ionisation in positive mode. The
following transitions were used (m/z) for quantification: 222 — 165 for CBF
and 238 — 163 for 3-OHCBF and two others for confirmation : 222 — 123
for CBF and 238 — 181 for 3-OHCBF. After validation in blood and liver
(used for viscera validation), the method was applied to all samples of the
two victims deceased after carbofuran ingestion.

Results: In blood, linearity was validated in the 0.5-25 mg/L range for
CBF and 0.2-5.0 mg/L range for 3-OHCBF. Extraction recovery was about
80 % for CBF and its metabolite. The limits of detection (LOD) were about
0.02 mg/L. Intra-day and inter-day CVs evaluated at three concentrations
levels were all lower than 13 % with accuracy between 96 and 113 %. Matrix
effect was insignificant. In viscera, recovery was about 70 % with a light
matrix effect. Linearity was validated in the 0.2-5.0 mg/kg range for the two
compounds. Intra-day and inter-day CV for three concentrations levels were
all lower than 14 % with accuracy between 96 and 114 %. Results for the two
cases were different since one ingested a bigger quantity than the second. The
stomach of the patient A still contained 32 800 mg/kg of granules with 5 %
of CBF whereas patient B just contained 349 mg/kg of granules dosed at 3 %
of CBF. Cardiac blood was about twice as high as peripheral blood, which is

S1-28

the reflect of cardiac tropism for CBF, whereas 3-OHCBF was not different.
In the two cases, the highest concentrations were observed in heart and lung
whereas the concentration was smaller in brain and kidney. For patient A,
liver concentration was very high, maybe because of contamination by a
phenomenon of redistribution because the concentration was small in patient
B. The hydrolysis by -glucuronidase led only a rise of the concentrations of
the 3-OHCBF in urine.

Conclusion: Two methods for quantification of CBF and 3-OHCBF in blood
and viscera were developed and fully validated. These methods allowed us to
report for the first time the distribution of CBF and 3-OHCBF in the human
body.

071. Accidental potassium dichromate poisoning.
Toxicokinetics of chromium by ICP-MS in biological fluids
J.P. Goullé'?, J. Grosjean®, E. Saussereau', C. Doche’, L. Mahieu',
J.M. Thouret’, M. Guerbet?, C. Lacroix!

'Groupe Hospitalier du Havre, Le Havre; *Faculté de Médecine et de
Pharmacie, Rouen; *Centre hospitalier de Chambéry, France

Introduction: Intoxications by chromium (Cr) compounds are very serious
and often lethal. After oral ingestion of 2 or 3 gram Cr"!, gastrointestinal
injury, but also hepatic and renal failure are often observed which together
lead to a fatal outcome in most patients. Cellular toxicity is associated with
mitochondrial and lysosomal injury by biologically reactive intermediates
Cr¥! and reactive oxygen species. After Cr'' has been absorbed, there is
not much that can be done except to control the main complications. The
biotransformation of Cr"! to Cr'" reduces the toxicity as the trivalent form
does not cross cellular membranes so rapidly. More than 80 % of Cr"' is
cleared in urine as Cr'™.

Methods: We report the case of a 58-year-old male patient who was admitted
to hospital after accidental oral ingestion of a 30 g/L potassium dichromate
(the estimated amount of ingested Cr is about 3 g). ICP-MS equipped with a
collision/reaction cell and a validated method were used to monitor plasma,
whole blood and urine Cr. For urine the results were expressed per gram
of creatinine. The metallic profile (32 elements) of this intoxication is also
presented.

Results: After 7 days in the intensive care unit, the patient was discharged
without renal or liver failure. Plasma (P), red blood cells (RBC) and urine
(U) were monitored during 15 days. During this period Cr (P, RBC and U)
dropped respectively from 2088 ug/L to 62 ug/L; 631 pg/L to 280 pg/L and
3582 pg/g to 38 pg/g creatinine. The half-life was much shorter in P than
in RBC as the poison was more quickly cleared from P than from RBC
suggesting a cellular trapping of the metal.

Conclusion: We report a very rare case of survival after accidental Cr
poisoning which has an extremely poor prognosis and usually leads to rapid
death. The toxicokinetic study highlights a sequestration of chromium in the
RBC.

072. Post mortem measurement of caffeine in bone marrow
(BM): influence of BM sample location and correlation with
blood concentrations

N. Cartiser'?, F. Bevalot'?, C. Chatenay', C. Le Meur'?, Y. Gaillard'?,
D. Malicier®, L. Fanton?, J. Guitton?

'Laboratoire LAT LUMTOX, Lyon, France; ? Université Lyon 1, Lyon,
France; *Institut médico-légal, Lyon, France

Introduction: Bone marrow (BM) analysis has a forensic interest in the
field of postmortem toxicological investigations in the cases of limited,
unavailable or unusable blood sample [N. Cartiser et al., Int J Legal Med.
(Epub 2010)]. Numerous drugs have been detected and quantified in this
matrix. Although some authors [L.M. MclIntyre et al., Ther Drug Monit.
(2000); C.L. Winek, T. Jones, Forensic Sci Int. (1980)] have questioned the
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influence of BM sample location on the correlation between BM and blood
concentrations, this parameter has never been investigated. The aim of this
study was to compare post mortem caffeine concentrations in various BM
sample locations. The correlation between BM and blood concentrations was
also considered.

Methods: BM samples and blood were collected from 21 forensic autopsies
performed at the Lyon Forensic Institute during august 2010 and randomLy
selected (sex, age, putrefaction, manner of death...). BM was sampled at
6 locations: proximal and median femurs (right and left), Sth ribs (right
and left). Analyses were performed, after liquid-liquid extraction, by gas
chromatography coupled to tandem mass spectrometry detection (positive
electronic ionisation mode). Caffeine was quantified with a fully validated
method on both matrices using caffeine-trimethyl-"*C as internal standard
and selected reaction monitoring mode. A matched series mean comparison
test were used to compared blood and BM concentrations (t0, o=5 %,
n=17).

Results: In 4 cases, BM and blood caffeine concentrations were below limit
of quantification (50 ng/g and 50 ng/mL respectively). Results from 17 other
cases are reported in the table below.

. Average| Right | Right Left Left | Average
Right | Left . . > ! :

rib vib of ribs | median | proximal | median | proximal | of femur
(n=16) | (n=17) dosage | femur | femur | femur | femur | dosage
n= n= (m=17) | (n=16) | (n=16) | (n=17) | (n=17) | (n=17)

Linear
correlation 0.95 0.96 0.96 0.93 0.89 0.74 0.89 0.95
to blood (r?)

Blood to BM ratio

Average 144 | 147 | 144 | 284 | 223 | 278 | 246 | 246
Standard 04 | 046 | 041 | 075 | 078 | 105 | 091 | o7
deviation

Conclusion: These results demonstrated a significant variability in caffeine
distribution between BM sample locations. Caffeine concentrations were
higher in rib BM than in femur BM and blood caffeine concentrations were
higher than in BM (differences statically significant). A good correlation was
demonstrated between blood and ribs BM as well as between blood and the
average of the four femoral BM concentrations. Correlations between blood
and femoral BM concentrations were weaker for each location separately
than averaged. This may be explained, at least in part, by the physiological
heterogeneity of BM composition resulting in varying proportions of cellular
and lipidic marrow in different locations.

073. Case report of driving under the influence of drugs
(DUID) with mephedrone in France

C. Mazoyer', A. Boucher’, Y. Gaillard', F. Bevalot’, C. Lemeur’,
J.M. Prevosto*, L. Fanton®

'Laboratoire LAT LUMTOX, La Voulte sur Rhone, France; ’Centres
d’Evaluation et d’Information sur la Pharmacodépendance, Lyon, France;
‘Laboratoire LAT LUMTOX, Lyon, France; *Fédération de Biochimie,
Hoépital Desgenettes, Lyon, France; ’Institut médico-légal, Lyon, France
Introduction: A 21-year-old man, a regular cannabis user, bought some
white powder from a third party. He took the powder (an unspecified amount)
intranasally, five minutes before driving his car. After less than a kilometer he
had an accident in which the car left the road. No other vehicle was involved.
When the gendarmes arrived, the driver was unconscious. He regained
consciousness in the emergency vehicle on the way to the local hospital,
but didn’t remember the accident. A qualitative chemical test of the white
powder found in the car was carried out on the spot and was ‘positive for
amphetamines’. The powder and blood taken from the accident victim were
sent to the laboratory. 4-methylephedrone, also known as mephedrone or
4-MMC, is a derivative of methcathinone. Its synthesis was first reported in

the 1920s. Mephedrone, a much-discussed topic on internet forums, causes
a massive dopamine release in the brain and induces tachycardia, arterial
hypertension and peripheral vasodilatation. Users describe it as having
ecstasy-like effects, or even as being like cocaine.

Methods: Analysis of the powder was realized by GC-MS (EI) after
acetylation and derivatisaton by TFAA and led to the identification of
mephedrone. Analysis of blood was carried out using liquid-liquid extraction
under alkaline conditions with ethyl acetate. Quantification was done on the
ion m/z = 119 for mephedrone and on the ion m/z = 122 for mephedrone-d3
(used as internal standard).

Results: Ethanol, not detected ; cannabis: THC =11.5 ng/mL, 11-OH-
THC =10.9 ng/mL, THCCOOH = 84.6 ng/mL; cocaine: not detected;
opiates : not detected; amphetamines: mephedrone = 193 ng/mL; no other
psychotropic drug detected using UPLC-PDA-MS and GC-MS screening.
Conclusion: This was the first French DUID case with mephedrone to be
reported to the French health agency (AFSSAPS). Together with the present
case, six other cases of consumption with deleterious side effects have
been reported in France since January 2010. This has led the French Health
Ministry to classify mephedrone as a narcotic drug on June 11 2010.

O74. Probationers for substance abuse in Izmir, Turkey

S.A. Akgur, E.A. Altintoprak, H. Coskunol

Ege University Institute of Drug Abuse, Toxicology and Pharmaceutical
Sciences, Bornova, Izmir, Turkey

Introduction: The drug treatment court offers the drug offender a
therapeutic alternative to the traditional adjudication process. The first
Turkish drug treatment court was started in 2006. In this study, the files
of the probationers related to drug use (n=129) who were referred to our
addiction center between 2006-2007 were evaluated according to their
sociodemographic characteristics, the history of personal and familial
alcohol/drug use, the characteristics of personal substance related crimes
and non-substance related crimes and familial criminal history, and the
treatment outcomes.

Materials and methods: This is a descriptive, cross-sectional study that
evaluates the records of the cases that were on probation because of substance
use, purchase, sale or growing/manufacturing. All subjects were referred to
Ege University Addiction Center for 12-months period (n = 129). Using
the Turkish version of Structured Clinical Interview SCID for DSM-IV, a
trained clinical psychiatrist interviewed the subjects to assess the substance
use. Urine specimens were screened for drugs using CEDIA (cloned enzyme
donor immunoassay) and positive cases were confirmed by the LC-ESI-MS
(liquid chromatography - tandem mass spectrometry).

Results and discussion: The majority of the subjects were male (99.2 %,
n=128), only 0.8 % (n=1) of the sample was female. The mean age of the
subjects was 33.1 + 11.6. Eighty-nine percent of the sample was primary
school educated (n=113, 89.0 %). Approximately half of the sample were
married (50.8 %, n=65). Thirty percent of the subjects had sufficient
economical level (69.8 %, n=74). 73.4 % of the sample (n=80) grew up
in urban areas. Most of the subjects were probationer because of cannabis
offences (97.7 %, n=126). Alcohol use/misuse was reported by 64.3 %
(n=81) of the subjects. The 61.9 % of the subjects (n=78) reported familial
alcoholism history. The familial history of substance use/misuse was reported
by 33.9 % (n=38) of the subjects. According to treatment outcomes, 46.5 % of
the probationers’ were successful; 43.4 % (n=56) of the probationers results
were unsuccessful because of continuing substance use, and 10.1 % (n=13)
were unsuccessful because of broke to the scheduled appointments. The
18-24 years group had highest successful outcomes (65.5 %). Toxicological
analysis in the urine was performed in 89.9 % (n=116) of the probationers.
Some probationers (10.1 %, n=13) rejected to give a urine sample or broke
to the scheduled appointments hence their toxicological analysis was not
performed. Results of the toxicological analysis during the probation period
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showed that in 46.5 % (n=60) of the subjects no substance was detected; in
38.8 % (n=50) of the subjects marijuana was detected; in 1.6 % (n=2) of the
subjects cocaine was detected; in 1.6 % (n=2) of the subjects amphetamine
was detected, in 0.8 % (n=1) of the subjects opiate was detected and in 0.8 %
(n=1) of the subjects multiple substances were detected. The identification
of sociodemographic and other factors pertaining to the probationers should
provide useful insights for those seeking to deter future substance use and
criminal involvement among offenders.

075. Association between antipsychotics drugs and sudden
cardiac death

E. Aknouche!, P. Kintz?, G. Quatrehomme?, R. Buti', E. Guibert!, V. Maignant',
H.P. Duval'

Laboratoire Duval-Maggi-Aknouche, Antibes, France; X -Pertise Consulting,
Oberhausbergen, France; 3 Institut médico-légal, Nice, France

Objectives: Describe the relationships between neuroleptic drugs and a
sudden cardiac death involving a psychotic patient.

Case report: A young woman was admitted to hospital with a diagnosis
of refractory schizoaffective disorder. She was under clozapine therapy at a
dose of 25 mg/day which increased every few days by 25 mg/day. One week
later, the dosage was 50 mg/day and she was also prescribed cyamemazine
300 mg/day, alimemazine 30 mg/day, zopiclone 7.5 mg/day if needed.
The subject died a week later and given her father’s complaint, a forensic
information was decided.

Methods: Three expertises were achieved. The first one involved femoral
blood, the second neck blood and gastric content, collected at autopsy. The
third expertise was again on neck blood and included hair. During the first
expertise, all analyses are realized by gas chromatography coupled with a
mass spectrometer. Liquid liquid extraction was realized by 1-chlorobutane.
Clozapine was tested in blood after alkaline extraction at pH 9.5 and
liquid liquid extraction by dichloromethane-isopropanol-n-heptane. About
30 mg of hair were overnight incubated in Soerrensen buffer (in presence
of diazepam-d5 used as internal standard), then extracted by a mixture of
dichloromethane-ethyl ether. For both specimens, separation was achieved by
liquid chromatography on a X-Terra MS C18 column, followed by detection
on a MS/MS system.

Results: In the femoral blood, clozapine level was 660 ng/mL, cyamemazine
540 ng/mL, alimemazine 250 ng/mL, loxapine 65 ng/mL, respectively.
The results of neck blood confirmed the first analyses: clozapine (480 ng/
mL), cyamemazine (480 ng /mL), alimemazine (56 ng/mL), loxapine
(96 ng/mL). In the gastric content, drugs were detected at clozapine
(1.8 mg/kg), cyamemazine (6.5 mg/kg), alimemazine (0.07 mg/kg), and
loxapine (0.91 mg/kg). In the proximal segment of hair (0-6 cm), the
following drugs were detected: zolpidem (1356 pg/mg), hydroxyzine
(47 pg/mg), alimemazine (104 pg/mg) and cyamemazine (221 pg/mg).
Conclusion: In this psychiatric case, clozapine and cyamemazine were
associated with a lengthening of the rate corrected QT interval (QTc) on
the electrocardiogram, which often precedes wave burst arrhythmias and
can degenerate to ventricular fibrillation. The high levels of both clozapine
and cyamemazine and the presence of loxapine (not prescribed) should be
considered as a bad observance of the treatment.

076. Importance of packaging’s analysis in cases of drug
facilated crimes

E. Aknouche, V. Maignant, R. Buti, E. Guibert, H.P. Duval

Laboratoire Duval-Maggi-Aknouche, Antibes, France

Aims: Bring to light the importance of the seizure of present objects on the
scene presumed the facts as well as the biological samples.

Introduction: On the one hand, we report the case of a complaint of a girl
for vaginal and anal pains following an evening with friends. During this
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evening, she would have absorbed two or three tablets that she remembers
having seen pink and black, and then described a state with loss of
consciousness. The blood of the victim and the author are collected as well
as tumblers, small dishes and present glasses on the scene presumed the
facts. On the other hand, on the summer 2010, during an electronic festival
of music on Mediterranean beach, a seizure by polices went towards an
individual who sold, by means of a plastic syringe, milliliters of a liquid
contained in a flask of clonazepam (drinkable solution of 2,5 mg/mL,
Roche).

Methods: Scientific investigations operated to identify the psychotropic
molecules which can be present in these various packagings, were realized
with gas chromatography (Focus GC, Thermoelectron, Courtaboeuf,
France), coupled with a mass spectrometer (Polaris Q, ThermoElectron,
Courtaboeuf, France). The set is piloted by the software XCalibur
(Thermo Fisher, Courtaboeuf, France). The biological samples are treated
by a double liquid/liquid extraction with the I-chlorobutane quality
HPLC 99.8 % (Acros Organics, Geel, Belgium). The dry extract is
resumed with chloroform Fisher Scientific (Thermo Fisher, Courtaboeuf,
France). Packagings (tumblers, glasses, syringe) were washed with some
chloroform, which was then concentrated, then analyzed. The treatment of
the liquid contained in the flask made by several liquid / liquid extractions
from different organic solvents: 1-chlorobutane, chloroform, and methanol
Optima quality HPLC 99,9 % (Acros Organics, Geel, Belgium). A method
of screening was applied with the aim of revealing any tracks of xenobiotics
in the various samples.

Results: Concerning the assertions of rape of the girl, we were able to bring
to light in the blood of the victim, nordazepam (m/z = 270). For the author,
we can say that he was under the influence of the Cannabis at the time of the
taking. Two of the seized tumblers present a dry whitish residue. The analysis
of one of them revealed the presence of nordazépam. As for the seized small
dish, it contained of 9-tetrahydrocannabinol, of cannabinol and cannabidiol.
Concerning the analysis of the transparent liquid sold in free syringe during
a festival, the screening allowed to bring to light a lactone, namely the GBL
(gamma butyro-lactone).

Conclusion: We conclude a drug facilited crime in both cases. It is thus
necessary to insist with the authorities so that they consider the importance of
packaging having been able to be of use to the administration of incriminated
substances.

COMMUNICATIONS AFFICHEES /
POSTERS PRESENTATIONS

P1. Cancelled

P2. Toxicité neurologique chez un enfant apres ingestion
volontaire de topiramate

C. Dhelens, L. Tichadou, M. Glaizal, M. Hayek-Lanthois, L. De Haro
Centre Antipoison, Marseille, France

Introduction : Le topiramate est un antiépileptique entre autres utilisé dans
le traitement des épilepsies généralisées et partielles chez I’adulte et I’enfant
de plus de deux ans. Les posologies usuelles chez I’adulte sont comprises
entre 200 et 600 mg par jour et de 5 & 9 mg/kg/j chez I’enfant en deux prises.
Les auteurs décrivent le cas d’un enfant ayant ingéré volontairement le
traitement antiépileptique de sa mere.
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Observations : Il s’agit d’'un enfant de 10 ans, 35 kg, ayant ingéré
700 mg de topiramate. Cet enfant est suivi en psychiatrie sans traitement
médicamenteux. Il estadmis en neuropédiatrie aJ 1 pour somnolence excessive
avec syndrome confusionnel, troubles comportementaux (hallucinations
visuelles, logorrhée) et hypotonie. Le bilan biologique montre une acidose
métabolique modérée (trou anionique a 14, HCO; a 16 mmol/l) avec une
légere hyperchlorémie (ClI- a 109 mmol/l). L’électroencéphalogramme
(EEG) et I'IRM cérébrale confirment une encéphalopathie médicamenteuse.
Des prélevements pour taux plasmatiques sont réalisés a J2 et J4, mais
sans résultats pour des problemes d’étalonnage de la méthode de dosage.
La recherche de diagnostics différentiels est négative : toxiques sanguins et
urinaires, analyses virologiques (rotavirus et adénovirus). Il est surveillé et
réhydraté. Les examens radiologiques se normalisent a J4. Les symptomes
sont rapidement résolutifs et le pédopsychiatre autorise le retour de I’enfant
a son domicile a J7.

Discussion : Dans la littérature, les intoxications pédiatriques au topiramate
sont rares et bénignes. Deux fillettes de 33 mois [Lin G, Lawrence R. Clinical
Toxicology. 2006; 44: 67-69] et 5 ans [Traub S et al. Clinical Toxicology.
2003; 41: 987-990] ont présenté des signes psychomoteurs et des troubles
métaboliques similaires aprés I’ingestion accidentelle de topiramate
agitation, hallucinations visuelles, troubles de la sensibilité périphérique,
troubles du comportement, troubles du langage. Pour ces 2 enfants, la
topiramatémie était respectivement de 9,4 ug/mL a J3 et de 10,5 pg/mL
a J1, soit dans les limites des taux thérapeutiques. L’inhibition de
I’anhydrase carbonique conduit a 1’élimination urinaire des bicarbonates et
du potassium au détriment des chlorures et favorise I’acidose métabolique
hyperchlorémique et les lithiases rénales. Les symptomes de 1’intoxication
sont plus importants lors des comportements suicidaires de I’adulte pour
lesquels les doses ingérées sont supérieures : deux adultes ayant ingérés 20 g
et 40 g de topiramate, ont présenté un coma avec un état de mal épileptique
associés a une acidose métabolique hyperchlorémique [Fakhoury T et
al. Epilepsy Behaviour. 2002; 3: 185-189], alors qu’une jeune fille de 24
ans, sous traitement, est restée asymptomatique apres avoir absorbé 4 g de
topiramate. Dans la majorité des cas (a ’exception d’un cas rapporté avec
intoxication poly-médicamenteuse d’évolution mortelle), les symptomes
disparaissent spontanément au bout de quelques jours, dans un délai proche
de celui de la demi-vie du topiramate (t,,= 18 2 24 h).

Conclusion : Notre cas clinique est similaire aux 2 seuls cas pédiatriques
rapportés dans la littérature. Bien que la concentration plasmatique n’ait pu
étre déterminée, I’EEG et I'IRM cérébrale ont retrouvé une encéphalopathie
médicamenteuse, alors que le bilan métabolique a révélé une acidose
métabolique. Dans de tels cas, les risques de convulsions et de troubles
métaboliques imposent une surveillance hospitaliere. Le dosage plasmatique
n’a d’intérét que pour confirmer 1’exposition et, selon la littérature, ne
modifierait pas les décisions thérapeutiques pour une prise en charge qui
reste symptomatique.

P3. Un cas d’intoxication pédiatrique en Martinique par
ingestion de feuilles crues de manioc

M. Glaizal', O. Flechelles?, G. Pujol', B. Rollin®, A. Hamdaoui*, L. Tichadou',
M. Hayek-Lanthois', L. De Haro'

!Centre Antipoison, Marseille, France; *Service de réanimation pédiatrique,
CHU Fort-de-France, Martinique, France; 3Urgences pédiatriques,
CHU Fort-de-France, Martinique, France; *Centre Antipoison, Toulouse,
France

Introduction : Le manioc (Manihot esculenta) est une plante de la famille
des euphorbiacées abondamment cultivée en Amérique latine et en Afrique
subsaharienne pour la production de fécule appelé cassave ou tapioca. Ce
végétal est caractérisé par la présence de dérivés cyanogénétiques de la
famille des linamarines présents dans toute la plante qui peut étre toxique
pour les humains dans certaines circonstances.

Observation : Une fillette de 9 ans, sans antécédent particulier, vit en
Martinique dans une famille de végétariens. Elle est seule a son domicile et
est affamée. Elle sait que les plants de manioc cultivés par sa meére servent
a I’alimentation (les feuilles cuites sont régulierement consommées par
la famille). Elle décide alors de se préparer une salade de feuilles crues
assaisonnées. Le gout n’est pas désagréable et elle ingere ainsi 10 feuilles
entieres vers 12h30. A 17h, alors que ses parents sont de retour, elle
présente une perte de connaissance brutale accompagnée de mouvements
myocloniques du membre supérieur gauche avec déviation de la téte vers
la gauche. Les secours arrivent sur place a 17h50 et constatent une seconde
crise convulsive partielle identique a la précédente et accompagnée de perte
d’urine (traitement sur place par 10 mg de diazépam intraveineux et oxygene
au masque permettant d’obtenir une saturation correcte). La fillette est
transportée vers 1’hopital (score de Glasgow a 3, difficultés respiratoires et
vomissements). A 'arrivée aux urgences, I’examen clinique est compatible
avec un état stuporeux postcritique. Face a la suspicion d’intoxication
cyanhydrique aigue, une perfusion d’hydroxocobalamine (70 mg/kg soit
2 g en 15 minutes) est administrée. L’examen neurologique se normalise
rapidement, et a la fin de la perfusion de I’antidote, I’état stuporeux initial a
totalement disparu. L’interrogatoire de I’enfant et de la famille permet alors de
confirmer I’ingestion de feuilles de manioc. Aprés une nuit d’hospitalisation
sans incident, un €lectroencéphalogramme est pratiqué (tracé normal).
L’examen neurologique est alors sans anomalie et I’enfant retourne a son
domicile. L’évaluation du pH sanguin et du taux de lactates n’ont pas été
réalisés.

Discussion : Les hétérosides cyanogénétiques sont présents en quantités
variables selon les cultivars de manioc. Ainsi, le manioc doux variété « opi »
pourrait étre consommé sans préparation particuliere. La variété la plus
commune, le manioc amer, ne doit étre consommé qu’aprés un protocole
précis incluant plusieurs phases de cuisson et de lavage. En milieu tropical,
fécule et feuilles préparées de manioc font partie des aliments de base de
nombreuses populations. La toxicité chronique du manioc est évoquée dans
la littérature médicale comme probable responsable d’une forme tropicale
de neuropathie périphérique ataxique appelée en Afrique « Konzo ». Les
intoxications aigues sont plus rares, et concernent essentiellement des
observations pédiatriques d’ingestion de tubercules non préparés de manioc
induisant des tableaux complets d’intoxications cyanhydriques [Geller RJ
et al. Pediatrics. 2006; 118(5): 2146-2158].

Conclusion : Notre observation montre que l’ingestion de feuilles crues
peut générer des intoxications tout aussi séveres avec nécessité de recourir a
I’antidote pour permettre une normalisation de I’état neurologique.

P4. Deux observations pédiatriques d’intoxication par le
pignon d’Inde (Jatropha curcas) a 1a Réunion

M. Glaizal', L. Bouanane-El-Idrissi', E. Fourcade? L. Secherre?, K. Mayaram?,
L. Tichadou', P. Morbidelli?, M. Hayek-Lanthois', L. De Haro'

!Centre Antipoison, Marseille, France; *Service des Urgences Pédiatriques,
CH Gabriel Martin, Saint Paul de la Réunion, France

Introduction : Le pignon d’Inde (Jatropha curcas) est une euphorbe
américaine récemment introduite et exploitée dans de nombreux pays
tropicaux pour la fabrication de biocarburants. En plus du latex susceptible
de provoquer des britlures oculaires et cutanées, Jatropha curcas produit une
toxalbumine appelée curcine impliquée dans les intoxications par ingestion.
Du fait du gofit agréable des fruits, les enfants représentent une population a
risque susceptible d’en ingérer de grandes quantités avec risque de troubles
digestifs importants, d’hémorragie, de choc et de collapsus [Blanc-Brisset
I. et al. Méd Trop. 2007; 67(3): 311-312]. Des intoxications pédiatriques
par absorption de graines de cette espece ont été principalement décrites
dans les zones ot la plante est abondamment cultivée, telle I’Inde, I’ Afrique
du Sud ou le Nigeria [Singh RK, Singh D, Mahendrakar AG. MJAFI 2010;
66(1): 80-81]. Le pignon d’Inde est présent a Madagascar et dans toutes
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les Mascareignes o sa culture reste peu développée. Les auteurs rapportent
deux cas d’ingestion chez des enfants colligés au mois de juillet 2010 au sud
de la Réunion.

Observation 1 : Une fillette de 8 ans, 30 kg, sans antécédent particulier,
ingere en jouant 18 pignons d’Inde. Une partie seulement est croquée car la
fillette précise qu’elle a gobé sans macher plusieurs graines. Dans I’heure
qui suit, elle présente des douleurs abdominales, puis des vomissements et
une diarrhée hydrique irritante pour les fesses. La patiente est orientée vers
les urgences locales ol 1’on constate une absence de déshydratation malgré
I’importance des troubles digestifs. Elle bénéficie de la mise en place d’une
voie veineuse avec apport de solutés et traitement par antiémétiques (pas
d’anti-diarrhéique pour respecter I’élimination digestive). Les vomissements
ont duré 8 heures et la diarrhée hydrique 16 heures. Des le lendemain et face
a I’absence de complication, I’enfant quitte I’hopital.

Observation 2 : Une fillette de 6 ans, 28 kg et aux antécédents d’allergie
médicamenteuse, ingere 6 pignons d’Inde qu’elle a pris directement sur la
plante qui pousse dans le jardin de sa grand-meére. Elle précise qu’elle a
soigneusement maché les graines. Les premieres douleurs abdominales et
nausées apparaissent 1H30 apres I’ingestion. Elle est hospitalisée a 2H30 car
elle présente d’abondants vomissements itératifs. Aux urgences, elle n’est
pas déshydratée, mais elle bénéficie des mémes traitements que la fillette
précédente. Au cours de la surveillance hospitaliére, les selles ont été molles
mais il n’y a pas eu de véritable diarrhée. La fillette est considérée comme
guérie 12 heures apres I’ingestion et quitte donc 1"hopital.
Discussion/Conclusion : La toxicité digestive des graines de Jatropha curcas
est importante, imposant une information des populations exposées qui n’ont
souvent aucune notion de dangerosité pour cette espéce nouvelle chez eux.
1l n’existe pas pour I’instant dans la littérature médicale des cas rapportés
d’intoxication humaine mortelle. A noter que I’effet digestif majeur de cette
espece a eu pour conséquence I’introduction récente du pignon d’Inde dans
les recettes locales de phytothérapie. Ainsi, a Madagascar ou ce végétal
est appelé « Valavelona », Jatropha curcas possede la réputation d’étre
aphrodisiaque. Des touristes frangais adultes se sont fait piéger par cette
indication farfelue et ont présenté une intoxication similaire & ce que nous
décrivons avec ces deux fillettes.

PS5. Intoxication médicamenteuse volontaire au minoxidil

A. Rognon, M. Glaizal, L. Tichadou, M. Hayek-Lanthois, L. De Haro
Centre Antipoison, Marseille, France

Introduction : Le minoxidil est un puissant vasodilatateur artériel utilisé
dans le traitement de 1’hypertension. La découverte d’un effet indésirable
inattendu, I’hypertrichose, a motivé son indication dans le traitement local
de I’alopécie androgénique. Aux USA, des spécialités a base de minoxidil &
5 ou 10 % sont en vente libre. En France, les produits commercialisés sont
délivrés sur ordonnance. Les cas de surdosage sont rares dans la littérature.
Nous présentons ici une intoxication volontaire grave par ingestion d’une
préparation magistrale.

Observation : Un patient de 26 ans ingere volontairement 50 mL d’une
solution contenant du minoxidil a 3 % (soit 1,5 g), 25 mL de propylene
glycol et 25 mL d’alcool a 90°. Des vomissements rapides et abondants avec
hématémese surviennent motivant une consultation chez le généraliste. Le
CAP de Marseille, contacté pour avis, préconise une prise en charge aux
urgences. A I’admission (H22), le patient est tachycarde, se plaint de douleur
thoracique rétrosternale, sa tension artérielle est normale. L’examen clinique
est sans particularité. Sur le plan para-clinique, I’ECG n’est pas modifié mais
la troponine se positive. Le reste du bilan biologique est normal. Dans les
heures qui suivent, la tachycardie persiste, bien tolérée mais la troponine
augmente (0,78 puis 0,90 a J2). L’échocardiographie est normale ; il apparait
un sus-décalage ST antéroseptal a I’ECG. Un collapsus (réagissant au
remplissage) survenant a J3, avec élévation de la troponine a 3,5 motivent
une surveillance en cardiologie. Le tableau clinique s’aggrave avec un
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cedeme alvéolaire, un syndrome fébrile et un épanchement pleural bilatéral
non hémodynamique (écho normale). Une IRM cardiaque est alors réalisée,
plaidant en faveur d’une myocardite toxique. Un traitement par Augmentin®
et Lasilix® permet une amélioration clinique et radiographique. Il quitte le
service apres 5 jours d’hospitalisation pour son domicile.

Discussion : La littérature nous rapporte des surdosages volontaires avec une
symptomatologie cardiovasculaire apparaissant pour des doses supposées
ingérées supérieures a 1 g. L’hypotension et la tachycardie sont constamment
présentes, nécessitant parfois le recours aux amines vasopressives en
complément du remplissage [Farrell SE, Epstein SK. J Toxicol Clin Toxicol.
1999; 37: 781-783]. Dans notre cas, la tachycardie est constatée des la prise
en charge (J1) et persiste jusqu’a J3. L’hypotension modérée ne survient que
tardivement (J3). Les anomalies €lectriques rapportées sont des troubles de
la repolarisation (sus décalage ST, infarctus sans onde Q, ondes T inversées)
[MacMillan AR, Warshawski FG, Steinberg RA. Minoxidil overdose.
Chest. 1993; 103: 1290-1291]. La rétention hydrosodée, toujours présente
dans les intoxications séveres se manifeste par des épanchements pleuraux
mais aussi péricardiques. Les excipients (propyléne glycol et éthanol a 90°)
sont responsables du tableau digestif présenté par le patient. Ce sont des
substances irritantes pour les muqueuses, dépresseurs du systeme nerveux
central et pourvoyeuses d’acidose métabolique.

Conclusion : Les données de notre observation sont compatibles a celles
décrites dans la littérature. En effet une ingestion supérieure a 1 g de minoxidil
est cardiotoxique. Pour des doses encore plus élevées (3 g), la littérature nous
rapporte des toxicités significatives et potentiellement 1étales.

P6. A propos d’un cas d’intoxication volontaire au chloralose

J. Maublanc', S. Bargel', J.L. Le Bivic?, J.M. Gaulier', G. Lachatre'

IService de Pharmacologie et Toxicologie, CHU Dupuytren, Limoges, France;
2Service de Réanimation Médico-Chirurgicale, CH de Saintes, France
Introduction : Le chloralose, ou glucochloral, est un produit de synthese
utilisé comme rodenticide, facilement disponible, responsable d’intoxications
accidentelles ou volontaires. Nous rapportons ici une tentative d’autolyse par
ingestion de chloralose, documentée par des données cliniques et analytiques.
Description du cas : Un homme dépressif de 60 ans est découvert a son
domicile dans un état comateux Un sachet vide de « Souricide canadien
foudroyant » de 30 g d’alpha-chloralose dosé a 98 % est retrouvé dans la
poubelle. A H1, il est pris en charge par le SMUR pour un coma aréactif avec
des fasciculations diffuses. Apres intubation et ventilation, une bradycardie et
un BAV I subsistent, malgré un remplissage volémique. A H3, le patient est
admis en service de réanimation. Il présente une légere hypothermie (36,8 °C),
une TA = 120/70 mmHg, un syndrome d’irritation pyramidal avec signe de
Babinski bilatéral, ainsi que des crises convulsives cloniques généralisées
conduisant a un état de mal épileptique, accompagné d’une hypersécrétion
salivaire et bronchique caractéristique. L’aspiration digestive rameéne un
liquide gastrique d’aspect rosé de consistance épaisse (résidus de produit
ingéré). Les crises convulsives vont céder finalement a la neurosédation par
clonazépam puis par fosphénytoine. A J2, un coma agité avec hypersialorrhée
persiste, mais les fasciculations musculaires et les clonies ont disparu. A J3,
la sédation est allégée, puis arrétée, suivie de I’extubation et du retour a I’ état
de conscience normal. A J5, le patient sort, contre avis médical, avec un
rendez-vous pour prise en charge psychiatrique.

Méthode : Des dosages sériques et urinaires de chloralose ont été réalisés
par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
par I’intermédiaire d’une interface de type €lectrospray (CL-ESI-SM/SM).

Résultats : Les concentrations retrouvées sont rapportées dans le tableau
suivant.

Milieux Sérum H3 Urine H3 Urine J3
Concentrations 1,40 mg/L 34,9 mg/L <0,5 mg/L
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Le mode d’action toxique du chloralose repose sur la dépression du systeme
nerveux central (narcose) associée a une hyperexcitabilité neuromusculaire.
Les effets toxiques observés (hypothermie, bradycardie, coma, crises
convulsives, fasciculations et hypersécrétion) sont caractéristiques. La dose
orale considérée comme potentiellement létale est de 1’ordre de 10 g. Chez
ce patient, la concentration sérique mesurée est bien inférieure par rapport a
celles précédemment relevées a 1’occasion d’intoxications rapportées dans
la littérature. Toutefois, les concentrations sériques de chloralose semblent
étre peu corrélées a 1’évolution clinique. La prise en charge repose sur un
traitement évacuateur et symptomatique précoce. Une intubation avec
ventilation contrdlée est souvent indispensable et facilite la mise en route
d’une sédation par benzodiazépines a demi-vie courte en cas de convulsions.
La curarisation est en principe contre-indiquée car elle peut masquer un état
de mal convulsif non contrdlé. Enfin, I’atropine a la dose de 10 pg/kg permet
de diminuer I’hypersécrétion bronchique.

Conclusion : La particularité de ce cas est que la dose ingérée, et avouée
rétrospectivement par la victime, est ici de 30 g. Il s’agit d’une des doses les
plus élevées répertoriées pour une évolution non fatale.

P7. Marabout, bout de ficelles... antimoine !

S. Bargel', F. Lamballais', A.C. Loustric>, C. Vallejo?, C. Moesch!,
G. Lachatre', J.M. Gaulier'

!Service de Pharmacologie et Toxicologie; *Service des Urgences, CHU
Dupuytren, Limoges, France

Introduction : L’antimoine, de symbole Sb, et de numéro 51 dans la
classification périodique des éléments, est un métalloide peu connu. Nous
présentons ici un cas d’intoxication aigué non volontaire a 1’antimoine.
Description du cas : Une femme d’une quarantaine d’années est admise aux
urgences pour des douleurs abdominales aigiies, accompagnées de nausées
et de vomissements. A I'interrogatoire, elle révele que les symptomes sont
apparus apres la prise d’une capsule de « Purgade Amara », obtenue aupres
d’un exorciste au Portugal. L’examen clinique ne révele rien d’anormal,
excepté les douleurs abdominales et une légere diarrhée. Un traitement
symptomatique est administré, et une amélioration rapide de I’état de
santé permet la sortie de la patiente Sh aprés son admission, avec une
prescription comprenant un antisécrétoire gastrique, un antispasmodique
et un antidiarrhéique. A noter que le mari de la patiente (ayant lui aussi
ingéré ce remede auparavant, sans toutefois présenter de tels symptdmes
extrémes) fournira lors de I’hospitalisation un échantillon de la capsule de
I’exorciste.

Méthode : Une recherche large de médicaments et toxiques a été effectuée
dans I’échantillon de poudre blanche (< 10 mg) par chromatographie liquide
couplée a la spectrophotométrie UV a barrette de diodes (CL-UV/BD) et
par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM).
Une recherche d’éléments inorganiques a été réalisée par spectrométrie
d’émission par plasma induit avec détection par spectrométrie de masse
(ICP-SM).

Résultats : La poudre est composée de nombreux éléments a I’état de traces
(Li, Be, Cr, Fe, Mn, Co, Cu, Se, Sr, Cd, Sn, Ba, Ce, Ti, Bi), ainsi que de
magnésium (123 pg/g), d’arsenic (102 pg/g), de zinc (75 pg/g) et de plomb
(36 pg/g). Toutefois le principe actif essentiel est bien 1’antimoine, a un taux
602 mg/g, soit de I’ordre de 50 % (poids/poids) par rapport au poids sec de
la gélule.

Discussion : L’antimoine, métalloide blanc argenté, a été décrit pour
la premiere fois par le moine Basile Valentin au XVeéme siecle. Sujet
de prédilection des alchimistes de I’époque, il fut testé pour maintes
applications, notamment en tant qu’émétique. Le nom d’« antimoine »
proviendrait d’un usage en tant que fortifiant (qui hélas décimat le
groupe de moines auxquels il fut administré), ou bien encore du grec
« anti-monos », soulignant le fait que ce métal est pratiquement toujours
retrouvé en alliage. Aujourd’hui, hormis 1’utilisation industrielle, ce sont

les propriétés antiparasitaires de 1’antimoine qui sont exploitées dans le
traitement de certaines maladies tropicales, notamment la leishmaniose.
Les symptomes d’une intoxication aigué par ingestion d’antimoine sont peu
caractéristiques : irritation gastro-intestinale avec nausées, vomissements,
diarrhées, « choléra stibié », troubles du rythme cardiaque, atteinte
hépatique et rénale. Sachant que les dérivés de 1’antimoine sont stockés
dans les tissus adipeux et que I’élimination urinaire de ces composés est
lente, un suivi post-hospitalisation de la patiente aurait été intéressant. Une
prise en charge rapide de la douleur et un traitement symptomatique restent
la seule ligne de conduite lors de ces intoxications, aucun antidote n’étant
disponible.

Conclusion : L’intoxication par ’antimoine, au-dela de I’'Histoire (Affaire
des Poisons, 1679) et des expositions professionnelles, peut parfois étre un
sujet d’actualité.

P8. Toxicité aigué de la gamma-butyrolactone : étude
rétrospective sur les usages récréatifs notifiés aux centres
antipoison et de toxicovigilance entre 2005 et 2009

P.Nisse', J. Manel?, R. Garnier?, C. Rousselle*?, S. Sinno-Tellier’, P. Saviuc®,
pour le Comité de Coordination de Toxicovigilance et le groupe de travail
« Produits chimiques »

!Centre antipoison et de toxicovigilance, Lille; *Centre antipoison et de
toxicovigilance, Nancy; *Centre antipoison et de toxicovigilance, Paris;
“Anses, Maisons-Alfort; °InVS, Saint Maurice; °Centre de toxicovigilance,
Grenoble

Introduction : La gamma-butyrolactone (GBL) est un solvant largement
utilisé par les industriels. Du fait de I’ inscription du gamma-hydroxybutyrate
(GHB) sur la liste des stupéfiants et de la recherche constante de nouvelles
drogues, la GBL, précurseur chimique du GHB, s’est trouvée étre une
alternative a 1’'usage récréatif du GHB. Devant 1’augmentation de 1’usage
détourné de la GBL en France, I’ Agence frangaise de sécurité sanitaire des
produits de santé a saisi le Comité de Coordination de Toxicovigilance pour
une analyse des cas d’exposition au GBL notifiés aux CAPTV.

Meéthodes : Une interrogation du systéme d’information national des CAPTV
a été conduite durant la période 2005-2009. La GBL a été identifiée comme
présente en tant que substance sous son nom propre, et dans 47 produits
distincts (médicaments, cosmétiques, phytopharmaceutiques, produits
d’entretien et de bricolage). Une revue des cas d’exposition a 1'un des
agents identifiés comme contenant de la GBL, enregistrés par les CAPTV,
symptomatiques ou non, a été réalisée.

Résultats : 45 expositions volontaires ont été recensées dont 30 cas
d’addiction ou usage récréatif (ainsi que 10 tentatives de suicide et
5 suspicions de soumission chimique) auxquels il faut rajouter 3 cas aux
circonstances indéterminées mais tres évocatrices d’un usage détourné.
32 des 33 cas d’addiction étaient symptomatiques, et correspondaient a
une prise orale. Il s’agissait d’une toxicomanie masculine (27 hommes et
5 femmes). Les manifestations rapportées, explicables par les propriétés
physicochimiques de la GBL associaient, a des degrés divers, des troubles
digestifs mineurs et des troubles psychiatriques, ou une symptomatologie
neuro-respiratoire avec altérations des fonctions vitales, lors d’ingestions
volontaires dans un contexte récréatif. 8 cas graves, tous masculins,
présentaient un coma profond avec détresse respiratoire ; I'un d’eux est
décédé. 2 syndromes de sevrage a la GBL ont été rapportés. Un patient a
été gravement brilé au décours d’une explosion lors du mélange de GBL
avec de la soude (tentative de fabrication de GHB). Un produit nettoyant
pour jantes vendu sur internet, est retrouvé dans 7 cas ; ’utilisation de ces
nettoyants a des fins récréatives est clairement détaillée dans les forums
de discussion, tout comme les risques encourus en cas de surdosage ou
d’ingestion avec des boissons alcoolisées.

Conclusions : Les cas d’usages récréatifs de GBL sont en augmentation
(multiplié par 3 a 4 en 2008 et 2009) et principalement localisés dans le
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midi de la France. Pour tenter de réduire les risques liés a la consommation
de GBL a des fins récréatives, il conviendrait d’informer les usagers
des risques d’intoxication graves y compris pour de faibles doses, et de
réduire considérablement les concentrations en GBL dans les produits
destinés au grand public. A contrario, une interdiction de la vente de GBL
au public n’est pas recommandée, 1’expérience acquise avec les poppers
(nitrites d’alkyle utilisés a des fins récréatives) ayant montré qu’une telle
interdiction pouvait favoriser un report vers d’autres agents de la méme
classe. Une veille prospective des nouveaux cas d’expositions au GBL est
instaurée.

P9. Mise au point d’une nouvelle méthode de dosage simple
de la metformine par chromatographie liquide en mode
HILIC adaptée a I’'urgence

P. Seraissol', D. Khachman'?*, P. Gandia', M. Lavit!, G. Houin'
Laboratoire de Pharmacocinétique et Toxicologie Clinique, Hopital Purpan,
Institut Fédératif de Biologie, Toulouse, France; 2UMRI181 Physiopathologie
et Toxicologie Expérimentales, INRA, ENVT, Toulouse, France; "Boursiére
du CNRS-libanais

Introduction : La metformine est un antidiabétique oral couramment
prescrit pour le traitement du diabéte non insulinodépendant. Cette
molécule diminue la néoglucogenese tout en augmentant 1’utilisation du
glucose sans agir sur I’insulinosécrétion. La metformine est de ce fait
antihyperglycémiante avec des concentrations plasmatiques thérapeutiques
de I'ordre de 0,5-2,5 mg/L. Cependant, des concentrations élevées de
metformine, i.e. >5 mg/L, peuvent induire une acidose lactique sévere,
voire fatale. L’ objectif de notre travail était la mise au point d’'une méthode
de dosage de la metformine plasmatique, qui soit rapide, spécifique, ne
nécessitant qu’un équipement couramment utilisé, afin que le maximum
de laboratoires de toxicologie d’urgence puisse étre réactif face a ce cas
de toxicité grave. La metformine étant une molécule polaire, donne un
profil chromatographique peu satisfaisant lorsqu’elle est séparée en phase
inverse. C’est pourquoi nous avons développé le dosage de cette molécule
suivant une technique chromatographique en mode HILIC (a interaction
hydrophile), mieux adaptée a ce type de composé.

Méthode : La méthode développée a été validée par 1’étude de la linéarité,
la spécificité, le rendement d’extraction, la limite de quantification, ainsi
que la répétabilité et la reproductibilité pendant 5 jours. Ont été extraits
200 pL de plasma, par une extraction liquide-liquide, avec comme étalon
interne, le 1-phénylbiguanide. La metformine a ¢été déterminée par
chromatographie liquide haute performance (HPLC) avec une détection en
ultraviolet a 234 nm. La séparation chromatographique a été réalisée a 1’aide
d’une colonne Nucleodur HILIC 5 um de 150 x 2 mm. La phase mobile
était constituée d’un mélange filtré et dégazé, d’acétonitrile (85 %) et d’un
tampon formate d’ammonium pH 6 (15 %). Le débit de la pompe était réglé
20,8 mL/min et I’élution a été effectuée a 25°C avec une durée d’acquisition
de 10 min.

Résultats : Les temps de rétention de la metformine et de son étalon interne
étaient respectivement de 5,55 et 3,43 min avec une symétrie des pics trés
satisfaisante. La linéarité a été validée pour une amplitude allant de 0,05 a
5 mg/L. Une étude de dilution au dixieme a été validée afin de pouvoir
rendre des résultats jusqu’a 50 mg/L. Un modele de régression linéaire
pondérée a 1/C a été utilisé, et le coefficient de régression linéaire obtenu
était toujours >0,999. Les taux d’extraction moyens pour la metformine
et son étalon interne étaient compris entre 50 et 60 % avec une précision
toujours <20 %. Les coefficients de variation et d’inexactitude maximum
étaient respectivement de 8,9 et =5 % pour la variabilité intra-jour, et de
6,1 et —4 % pour la variabilité inter-jour.

Conclusion : Les services d’urgences sollicitent de plus en plus un dosage
assez rapide et précis de la metformine en cas d’acidose lactique car il
permet, selon le cas, d’écarter ou d’incriminer la metformine dans cette
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toxicité. Les échantillons de patients sont dosés tels quels et dilués au
dixieme systématiquement. La méthode ainsi validée est particulierement
adaptée pour la toxicologie d’urgence et est accessible a un grand nombre
de laboratoires. En effet, elle est rapide, spécifique, facile a mettre en ceuvre,
mais surtout, elle est trés peu onéreuse et ne nécessite point d’investissement
particulier en terme d’équipements.

P10. Dosage du salbutamol dans le plasma et les urines
par HPLC en mode HILIC couplée a la spectrométrie de
masse a trappe d’ions : méthode adaptée aux controéles anti-
dopage

P. Seraissol', S. Vieu', M.L. Bats', P. Gandia', D. Khachman'?*, M. Lavit',
G. Houin'

!Laboratoire de Pharmacocinétique et Toxicologie Clinique, Hopital Purpan,
Institut Fédératif de Biologie, Toulouse, France; *UMRI181 Physiopathologie
et Toxicologie Expérimentales, INRA, ENVT, Toulouse, France; “Boursiére
du CNRS-libanais

Introduction : Le salbutamol, agoniste béta-adrénergique, est largement
utilisé par les sportifs dans le traitement de 1’asthme induit par 1’exercice
physique. Dans ce cadre, son administration, soumise a autorisation
médicale, ne peut se faire que par inhalation. En effet, a fortes doses, le
salbutamol est considéré comme un produit dopant de part ses propriétés
stimulantes et anabolisantes. Il est admis par les instances de lutte conte le
dopage, que des concentrations supérieures a des seuils établis sont le reflet
de pratiques illicites. Des lors, un laboratoire devrait pouvoir disposer d’une
méthode de dosage sensible et spécifique. Le salbutamol étant une molécule
relativement polaire, donne des profils chromatographiques peu satisfaisants
en chromatographie phase inverse. Notre choix s’est ainsi orienté vers la
chromatographie liquide a interaction hydrophile (HILIC).

Méthode : Les échantillons ont été soumis a une extraction solide-liquide
(SPE) dite mixte (colonnes en C8 et échangeuses de cations) avec pour étalon
interne, le salbutamol-D9. Les molécules ont été chromatographiées sur une
colonne Nucleodur HILIC 5 pm — 150 x 2 mm (Macherey-Nagel), avec
une phase mobile constituée d’un mélange acétonitrile / tampon formate
d’ammonium pH 3 (85/15, v/v) thermostatée a 30°C. Le débit de la pompe
était de 0,2 mL/min pour une durée d’acquisition limitée a 7 min. La détection
a été réalisée par spectrométrie de masse a trappe ionique (Thermoelectron
LCQ Advantage), en mode SRM (selected reaction monitoring) avec une
source APCI (atmospheric pressure chemical ionization). Les ions fils
étaient de 222 (salbutamol) et 231 (étalon interne).

Résultats : Linéarité, spécificité, rendement d’extraction, effet matrice,
stabilité, répétabilité et reproductibilité ont été étudiés pour valider la
méthode dans les deux matrices (plasma et urines). La méthode était linéaire
pour des concentrations allant de 1 a 100 pg/L dans le plasma et de 5 a
1000 pg/L dans les urines. Le rendement d’extraction moyen (salbutamol
et étalon interne) était de 89 % dans le plasma et de 87 % dans les urines.
Quelle que soit la concentration, ’effet matrice moyen pour les deux
molécules était de 75 % dans le plasma et de 94 % dans les urines, reflétant
ainsi une suppression d’ion relativement constante sur toute 1’amplitude de
la gamme. Par conséquent, le taux de recouvrement total était de 67 % dans
le plasma et de 82 % dans les urines. La méthode est précise (coefficients
de variation : 3,9-11,7 %) et juste (inexactitude compris entre —13,1 et
4.3 %).

Conclusion : La méthode développée et validée est particulierement adaptée
a la problématique du dopage au salbutamol. En effet, elle est performante
et permet d’atteindre des limites de quantification trés basses sans aucune
ambiguité grace a la spécificité de la détection par spectrométrie de masse.
Le recours a un étalon interne deutéré, une extraction solide-liquide (SPE) et
le couplage a la spectrométrie de masse conferent a la méthode la robustesse
requise. Contrairement a une méthode chromatographie liquide haute-
performance classique en phase inverse qui donne des résultats médiocres
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pour ce type de molécules, une colonne en mode HILIC améliore la qualité
des pics tout en optimisant la séparation.

P11. Coma précoce avec acidose métabolique au décours
d’une intoxication au paracétamol

P. Nisse', F. Saulnier?, M. Lhermitte’, M. Mathieu-Nolf’

!Centre Antipoison; *Réanimation Médicale; *Laboratoire de Toxicologie —
CHRU, Lille

Introduction : L’intoxication au paracétamol ne donne habituellement
pas de troubles de conscience ni d’acidose métabolique en dehors des cas
compliqués d’une insuffisance hépatique par nécrose hépato-cellulaire
ou dans le cadre de co-ingestions (antidépresseur tricyclique, salicylés,
méthanol, éthyléne glycol...). Nous vous présentons le cas d’une personne
présentant un coma avec acidose métabolique au décours d’une ingestion
massive de paracétamol et précédant de plusieurs heures I’apparition de
I’atteinte hépatique.

Cas clinique : une femme de 64 ans, ingere 100 g de paracétamol (1,66 g/kg)
au cours de la nuit. Elle est retrouvée au sol, dans le coma (Glasgow 6) avec
une bradyarythmie & 50/min, une hypotension artérielle a 74/50 mmHg,
une hypothermie a 26°6, une acidose sévere avec trou anionique augmenté.
Elle est intubée, ventilée, non sédatée et admise en réanimation. La prise
en charge a consisté en la poursuite de la ventilation, le réchauffement
progressif, un remplissage vasculaire par gélofusine et voluven, la mise
en route d’un protocole N-acétyl-cystéine prolongé. Malgré la prise en
charge tardive, un lavage gastrique a été pratiqué et s’est avéré productif,
suivi par I’administration de charbon activé. Rapidement 1’évolution était
marquée par la correction de 1’hypothermie s’associant en parallele & une
disparition des troubles de conscience et électrocardiographique mais aussi
par la survenue d’une hépatite aigué toxique avec troubles de I’hémostase
et une rhabdomyolyse sans atteinte rénale. La recherche de toxiques
(sang et urines), est restée négative pour la antidépresseurs tricycliques,
les benzodiazépines, les opiacés, le méthanol, I’éthylene glycol. Seule la
paracétamolémie était fortement positive plus de 14 et 24 heures apres la
prise. Les résultats biologiques sont résumés dans le tableau.

H+14 (JO) J1 J2 J3
Conscience Glasgow 6 réveil Glasgow 15 Glasgow 15
pH 7,28 735 749 742
Acide lactique 13,93 mmol/L 3,46 mmol/L 3,24 mmol/L
Paracétamol >500 mg/L 235 mg/L
SGOT 94 UI/L 314 UI/L 1560 UI/L 1163 UI/L
SGPT 81 UI/L 269 UI/L 2690 UI/L 3050 UI/L
TP 61 % 50 % 38 % 47 %
Facteur V 74 % 45 % 81 %
Facteur II 80 % 56 % 47 %
CPK 17070 UI/L 11080 UI/L 8500 UI/L 6040 UI/L

Discussion : Classiquement, le coma et 1’acidose métabolique surviennent
au stade de I’encéphalopathie hépatique lors d’une intoxication par le
paracétamol. L’inverse est rarement publié. Certains auteurs ont trouvé
une relation directe entre le taux plasmatique des lactates et 1’importance
de la paracétamolémie. Dans notre cas, I’hypoperfusion tissulaire initiale a
aussi participé a la production des lactates qui se sont accumulés et sont
possiblement a I’origine du coma. Comme dans la littérature, cette acidose
métabolique a rapidement régressé.

Conclusion : les ingestions massives de paracétamol peuvent étre associées a
un coma et une acidose métabolique indépendamment de 1’ atteinte hépatique.
Le paracétamol devrait étre rajouté a la liste de substances a rechercher dans
la quéte étiologique d’un coma toxique.

P12. Analyse toxicologique systématique rapide de micro-
échantillons d’urine par couplage chromatographie gazeuse-
spectrométrie de masse simple (GC/MS) et en tandem
(GC/MS/MS)

E. Versace, F. Sporkert, P. Mangin, C. Staub

Unité de Toxicologie, CURML, Hopitaux Universitaires de Geneéve, Suisse
Introduction : L’analyse toxicologique systématique (STA) est une étape
importante en toxicologie forensique. La chromatographie en phase gazeuse
(GC) couplée a la spectrométrie de masse (MS) reste la méthode de choix,
puisqu’elle permet a la fois la séparation et 1’identification des composés
d’intérét. Cette technique nécessite cependant un nombre important d’étapes
de préparation (hydrolyse, extraction, dérivation), ce qui est coliteux en
temps. L’ objectif de cette étude est d’optimiser toutes les étapes de la STA
pour une application sur un appareil de type triple quadripolaire, afin de
proposer une méthode rapide de dépistage et de confirmation des drogues et
médicaments usuels dans 1'urine.

Meéthode : On préleve 200 pL d’urine. Si nécessaire, 'urine est hydrolysée,
avant extraction, par ajout de glusulase, et chauffage dans un four a micro-
ondes (Whirlpool FT331/1). L'urine est alors tamponnée par 200 pL de
tampon borate a pH=9, et est ensuite extraite par 1 mL d’un mélange
chlorure de butyle/isopropanol (4/1, v:v), par agitation soutenue pendant
1 minute. Apres centrifugation, la phase organique supérieure est évaporée,
et le résidu est dérivé avec un mélange anhydride acétique/pyridine
(1/1, v:v), en chauffant 5 minutes dans le four a micro-ondes (160 W). L’extrait
est ensuite injecté dans un systeme composé d’un chromatographe Varian 4000
équipé d’une colonne DB5-MS (15 m x 0,25 mm, 0,25 pm de film) couplé a un
spectrometre de masse Varian 300-MS avec ionisation par impact électronique.
Les spectres obtenus sont analysés grice au logiciel de déconvolution AMDIS
(NIST, version 2.68), et une recherche dans les bases de données classiques
(MPW2007 et AAFSDRUG). Les échantillons sont ensuite réinjectés dans le
méme appareillage mais en mode (GC/MS/MS) pour confirmation.
Résultats : Par rapport a notre méthode GC/MS utilisée en routine,
il a été possible de diminuer la quantité d’urine extraite, et de ce fait de
diminuer la quantité de solvant et de réactifs ainsi que le temps nécessaire
a leur évaporation. De plus, 1’hydrolyse enzymatique est compatible avec
I’utilisation du four & micro-ondes et elle peut étre accélérée. Enfin, le logiciel
de déconvolution donne de maniere automatisée de meilleurs résultats, en
termes de nombre de composés identifiés, qu'une exploitation manuelle
des chromatogrammes par un technicien expérimenté. L’analyse en mode
MS/MS permet de confirmer la présence de composés présents en
concentrations trop faibles pour étre détectables en mode MS simple. Une
base de données comprenant les parametres MS/MS d’une cinquantaine de
composés est actuellement disponible.

Conclusion : L'utilisation d’un appareil de type triple quadripdle sensible
et d’un logiciel de déconvolution permet de réduire a la fois le temps de
préparation des échantillons, la durée de I’analyse, et le temps d’exploitation
des données. De plus, ces appareils de derniere génération permettent
d’effectuer sur le méme instrument une analyse MS simple (sur le premier
ou le troisieme quadripdle) et une analyse MS/MS (au moyen des trois
quadripdles).

P13. Intoxication volontaire au carbonate de lithium a
libération prolongée et role du rapport érythro-plasmatique :
a propos d’un cas

M. Loilier, V. Lelong-Boulouard, D. Debruyne, A. Coquerel

Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU de Caen, France
Introduction : Le lithium, chef de file des thymorégulateurs, est disponible
sous 2 formes, gluconate ou carbonate, le carbonate de lithium étant
également disponible sous forme a libération prolongée. Le lithium fait
I’objet de graves intoxications le plus souvent volontaires [Schmitt C.
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et coll. Intoxications aigués au lithium : revue de la littérature et étude de
cas clinique. Therapie. 2009; 64(1): 55-63]. Parmi ces intoxications, celles
mettant en jeu une forme a libération prolongée sont les plus séveres,
du fait de la cinétique particuliere du lithium. La prise en charge de ces
intoxications fait appel a un suivi régulier de la concentration plasmatique
en lithium. Mais, bien que parfois controversé, la détermination du rapport
en lithium érythro-plasmatique (EP), reflétant I'imprégnation tissulaire,
peut également aider pour prédire 1’évolution de la toxicité neurologique.
Cas clinique : Nous décrivons le cas d’une femme de 65 ans, traitée pour
trouble bi-polaire par carbonate de lithium, paroxétine, méprobamate/
acéprométazine, lamotrigne zopiclone, et qui a ingéré volontairement 60 a
120 comprimés de Téralithe LP® 400 mg. La patiente est rapidement admise
aux urgences, avec un score de Glasgow a 15 et un fin tremblement des
extrémités. L’'ECG est normal et la lithi€émie plasmatique a 2,33 mEq/L.
Pendant les 15 heures qui suivent son arrivée, la lithiémie augmente jusqu’a
4,35 mEq/L parrallelement a 1’apparition des premiers signes cliniques
de toxicité (vomissements, diarrhées, hypokaliémie et allongement de
I’onde QT). Le rapport de lithium EP est alors égal a 1, refletant une forte
imprégnation tissulaire. Une premiere séance d’hémodalyse est décidée
permettant une diminution de 50 % de la lithiémie. Apres cette premicre
séance de dialyse, 2 rebonds de la lithiémie sont observés, jusqu’a
5,8 mEq/L. Deux séances supplémentaires ont permis un retour a la normale
de la lithiémie plasmatique a 0,4 mEq/L. Cependant & ce stade est apparu
un syndrome extra-pyramidal associé a un rapport EP toujours égal a 1.
Trois séances supplémentaires d’hémodialyses ont été nécessaires pour
faire disparaitre ces signes de toxicité neurologiques et ramener le rapport
EP <0,1.

Méthodes : Les dosages plasmatiques de lithium ont été réalisés avec une
électrode sélective d’ions (Ilyte). Le rapport EP a été calculé de maniere
indirecte a partir de la concentration en lithium dans le sang total, mesurée
par photometrie d’émission de flamme (Flame Photometer 410, Sherwood),
et I’hématocrite.

Résultats : 6 séances d’hémodialyses sur 5 jours ont donc été nécessaires
pour traiter cette intoxication volontaire. Les 3 premieres dialyses ont été
justifiées par une lithiémie tres élevée suivie de 2 phénomenes de rebond.
L’aggravation clinique ultérieure de la patiente n’était pas corrélée a la
lithiémie plasmatique mais au rapport EP toujours égal a 1, témoignant de la
saturation tissulaire. Les séances d’hémodialyses ont été poursuivies jusqu’a
disparition des symptdmes, en association avec un retour a la normale du
rapport.

Conclusion : Ce cas illustre I'intérét que peut jouer ce rapport érythro-
plasmatique, en association avec la mesure de la lithiémie plasmatique et
la clinique, dans la prise en charge d’intoxication au lithium. La persistance
d’un rapport élevé, en lien avec des signes extra-pyramidaux, suggere la
poursuite des dialyses.

P14. Suicide par amanite phalloide

A. Bombard!, P. Chanseau?, M. Labadie*

1Urgences pédiatriques; *Centre Antipoison et de Toxicovigilance, Unité de
Meédecine d’Urgence Adulte, Bordeaux, France

Introduction : Les intoxications par les champignons ne sont pas rares en
France. Plusieurs syndromes sont décrits en fonction des especes en cause. Le
syndrome phalloidien est le plus fréquent. Le déces est une complication qui
survient dans 10 a 25 % des intoxications phalloidiennes. Nous rapportons le
cas d’une intoxication volontaire a I’amanite phalloide mortelle.
Observation : Un patient de soixante ans se présente chez son médecin traitant
a 60 heures d’une ingestion volontaire de champignons. Il a pour antécédents
un alcoolisme chronique, un syndrome dépressif et deux tentatives d’autolyse,
dont une par arme a feu. Des douleurs abdominales, des vomissements
et des diarrhées apparaissent environ douze heures apres I’ingestion de
champignons. Le patient est adressé aux urgences. A I'arrivée, en dehors
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des signes digestifs, il présente une fréquence respiratoire a 32/minute, une
tension a 94/61 mmHg, une tachycardie, des marbrures, une cyanose des
extrémités, une température a 36,6°C et des signes de déshydratation. Au plan
biologique il existe : une acidose métabolique avec un pH a 7,15, une cytolyse
majeure avec ASAT/ALAT respectivement a 3039 et 3100 UI/L, le TP est a
20 %, la créatininémie est a 360 pmol/l, la bilirubine totale a 53 umol/L. Au
plan thérapeutique il recoit une oxygénothérapie, un remplissage vasculaire
par NaCl 0,9 %, des bicarbonates a 42%o. La N-acétylcystéine est débutée
avant la 65°™ heure. A I'entrée en réanimation, la tension est 80/58 mmHg,
et il est algique au niveau abdominal. La biologie montre un facteur V a
8 %, la procalcitonine est & 60 ng/mL. Un traitement par Légalon® IV est
introduit, associé a la N-acétylcystéine. Une PCA de morphine est mise
en place pour les douleurs abdominales. Le dosage des alpha et gamma
amanitines sanguines réalisé a plus de 80 heures de 1’ingestion est négatif.
En revanche, le dosage urinaire est positif. A 48 heures d’hospitalisation en
réanimation, il présente une détresse respiratoire aigiie avec encéphalopathie
nécessitant une intubation pour mise en place d’une ventilation mécanique.
L’évolution se fait vers une défaillance multi-viscérale avec SDRA,
hypotension artérielle réfractaire aux amines, insuffisance rénale nécessitant
une hémofiltration continue. Apres une amélioration transitoire, il y a une
nouvelle aggravation de la coagulopathie au dixieme jour, associée a une
thrombopénie a un syndrome hémorragique, les transaminases s’élevent de
nouveau, la bilirubine totale atteint 418 pmol/l, le TP chute de nouveau a
26 %, le facteur V a 44 %. Dans 1’hypothese d’une étiologie infectieuse, un
traitement par amikacine, linézolide céfépime puis capsofungine est instauré.
Le patient décede a douze jours de I’ingestion. Un prélevement de sécrétions
trachéales retrouvera des taux significatifs de staphylocoque doré méti-S, de
Klebsiella pneumoniae et d’E. coli ce qui est en faveur d’une participation
infectieuse a ce tableau.

Discussion : L’intoxication étant volontaire et avouée, le diagnostic
étiologique était simple. Le syndrome phalloidien est bien décrit par le
patient avec la phase de latence, puis la phase digestive. A la prise en charge,
il est déja au stade d’insuffisance hépatocellulaire. La présence d’alpha et
gamma amanitines dans les urines et leur absence dans le sérum étaient
attendues du fait du délai de prise en charge. Le traitement par Légalon® et par
N-acétylcystéine est a ce jour indiqué. L’antécédent d’alcoolisme non sevré
ainsi que I’évolution vers une défaillance multi-viscérale contre-indiquaient
la transplantation hépatique. On peut toutefois se poser la question, avant la
dégradation neurologique et respiratoire, de la mise en place d’un support
hépatique, comme cela a déja été étudié avec le systtme MARS™. Les
complications infectieuses bactériennes sont une des principales causes de
déces lors des hépatites fulminantes.

Conclusion : L'intoxication phalloidienne sévere est fatale en ’absence de
recours a la transplantation hépatique.

P15. Thrombopénie sévere et intoxication a la digoxine et au
laurier rose

A. Hamdaoui, A. Pignon-Marchal, N. Amouroux, C. Cabot

Centre Antipoison et de Toxicovigilance (CAPTV), CHU Toulouse Purpan,
France

Introduction : Nous rapportons le cas d’un homme de 61 ans qui a présenté
une association clinique singuliere au décours d’une intoxication associant
digoxine et laurier rose. C’est ’analyse rythmique soigneuse qui a permis
d’évoquer le diagnostic dans cette présentation peu habituelle.

Matériel et méthode : Documentation et description du cas clinique et
de son suivi. Caractérisation et interprétation analytique. Revue des cas
semblables de la littérature.

Cas clinique : Il s’agit d’un détenu dépressif de 61 ans aux discrets
antécédents cardiaques et digestifs, sans traitement en cours. A J1, il présente
des signes généraux étiquetés de simple gastroentérite : anorexie, douleurs
abdominales, vomissements et diarrhées. Devant 1’absence d’amélioration
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sous traitement symptomatique, il est adressé aux urgences a J4 avec
comme €élément orientation une douleur de la fosse iliaque non fébrile. Aux
urgences, le patient est algique, conscient et orienté. L’abdomen est souple.
Le bilan biologique initial est peu contributif. On note néanmoins des
plaquettes a 98 g/L, des GB a 15 g/L, un TP a 100 % et une CRP a 7 mg/L.
Alors qu’il est pris en charge aux urgences, il se dégrade brutalement et
de maniere apparemment inexpliquée : le score de Glasgow initialement
a 15 tombe a 5, la tension artérielle chute a 7/4 et la FC a 40 /minute ;
sur 'ECG on note un bloc sino-auriculaire. Le patient est intubé, ventilé
et bénéficie d’une réanimation symptomatique. Un scanner abdominal est
réalisé qui met en évidence un hématome jéjunal d’origine indéterminée
et non chirurgical. Le scanner cérébral s’avere normal de méme que la
ponction lombaire. Il est alors transféré en réanimation dans ce contexte de
complications neurologique, rythmique, hémodynamique et hématologique
inexpliqués. Un avis cardiologique est demandé & propos du bloc sino
auriculaire. Sur I’aspect de I’ECG, le cardiologue évoque une prise de
digitalique : or le patient est dépressif, et il a r*écemment exprimé sa volonté
de mourir. Par contre, n’ayant aucun traitement, il ne dispose apparemment
pas de digitaliques. Le résultat de la digoxinémie a J6 est a 0,67 ng/mL.
La thrombopénie relevée initialement va continuer a s’ approfondir jusqu’au
plancher de 25 g/L et nécessitera la transfusion de plaquette avant de se
stabiliser & un niveau convenable. Le traitement par Digibind® ne modifie
pas 1’évolution de cette thrombopénie pas plus que de celle du bloc sino
auriculaire. Au réveil, le patient confirme 1’ingestion de digoxine et de
laurier rose. Au terme de la prise en charge qui s’est avérée favorable, le
patient regagne son lieu de détention sans séquelle.

Discussion et conclusion : Aux habituels troubles digestifs et cardiaques
s’est associée une thrombopénie sévere : elle pourrait trouver son explication
dans la prise en charge tardive de cette intoxication. Quelques rares
publications font mention d’une thrombopénie avec la digoxine mais il s’agit
souvent d’un mécanisme immuno-allergique a dose thérapeutique. Encore
plus rarement la littérature décrit des cas de thrombopénie par surdosage en
digoxine. Dans la littérature, pas plus que dans notre cas, 1’association au
laurier rose ne semble plus particulierement a incriminer.

P16. Intoxication a ’amphétamine : a propos de 7 cas

A.C. Quéneau', L. Lagarce', M. Bretaudeau!, D. Boels', A. Rodrigues',
A. Turcant?, P. Harry'

ICentre Antipoison et de Toxicovigilance (CAPTV), CHU, Angers, France;
2Laboratoire de pharmacologie et toxicologie, CHU, Angers, France
Introduction : L’amphétamine est un psychostimulant de synthese
essentiellement utilisée dans un but récréatif qui peut conduire a des tableaux
cliniques graves en cas d’intoxication. L’ augmentation des cas d’intoxication
a I’amphétamine rapportés au CAPTV d’Angers depuis le début de I’année
2010 a motivé la réalisation de cette étude.

Meéthode : Etude rétrospective sur les cas d’exposition 2 I’amphétamine
colligés par le CAPTV d’ Angers de janvier 2010 a octobre 2010. Les dosages
d’amphétamine plasmatique ont été réalisés par chromatographie couplée a
la spectrométrie de masse.

Résultats : Une tres nette augmentation des cas pour I’année 2010 en
comparaison aux années précédentes est mise en évidence.
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Sur les dix premiers mois de 2010, nous avons recensé 7 cas d’intoxication
a ’amphétamine. Un déces est survenu suite a un effort physique dans le
cadre d’une utilisation thérapeutique de I’amphétamine pour narcolepsie
chez une femme de 22 ans. La concentration sanguine d’amphétamine
était de 300 pg/L. Les 6 autres cas concernaient des patients toxicomanes
utilisant I’amphétamine dans un but récréatif. Trois patients présentaient
des signes cliniques séveres (selon les criteres du PSS) avec un déces par
arrét cardio respiratoire chez une femme de 26 ans (concentration sanguine
d’amphétamine de 1700 pg/L a H10), un choc cardiogénique chez un
homme de 23 ans (concentration sanguine d’amphétamine de 40 ug/L a
H48), un accident vasculaire cérébral hémorragique chez un homme de
23 ans (concentration sanguine d’amphétamine de 65 pg/L a J4). Deux
patients présentaient des tableaux cliniques moyennement séveres : un
cas de coma glasgow score 9/15 rapidement résolutif et agitation chez une
femme de 17 ans (concentration sanguine d’amphétamine de 65 pg/L) ; un
cas d’hypertension artérielle, tachycardie, céphalées et vomissements chez
une femme de 27 ans avec un dépistage urinaire positif aux amphétamines.
Le dernier patient présentait un tableau clinique mineur avec anxiété
et tachycardie chez un homme de 31 ans avec un dépistage urinaire
d’amphétamines > 8000 ug/L.

Conclusion : Les intoxications a I’amphétamine peuvent donner des tableaux
cliniques séveres essentiellement cardiaques (choc cardiogénique, ischémie
myocardique) et neurologiques (AVC). Devant cette recrudescence et la
gravité des cas d’intoxication a I’amphétamine, il est important de penser
a cette éventuelle étiologie lors d’accidents cardiaques ou neurologiques
inexpliqués notamment chez des patients jeunes et procéder au dépistage
urinaire des amphétamines suivi d’une confirmation par dosage plasmatique
de I’amphétamine en cause.

P17. Dosage simultané de nicotine, cotinine et de métabolites
de HAPs dans les cheveux

G. Salquebre, N. Grova, B.M.R. Appenzeller

Laboratory of Analytical Human Biomonitoring — CRP-Santé, Luxembourg
Introduction : Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)
sont produits lors de la combustion incompléte de matiere organique.
Les principales sources d’exposition aux HAPs sont 1’environnement,
certaines activités professionnelles, 1’alimentation et le tabagisme. Cette
dernicre étant généralement considérée comme ayant une contribution
significative dans I’exposition globale aux HAPs, le tabagisme doit étre
évalué de la facon la plus précise possible pour permettre une évaluation
correcte de I’importance des différentes sources d’exposition. La méthode
présentée permet le dosage de métabolites de HAPs, de nicotine et de
cotinine (utilisés comme biomarqueurs de 1’exposition a la fumée de
cigarette) dans un unique échantillon de cheveux. Outre la facilité de
prélevement et de stockage, cette approche permet surtout d’obtenir des
résultats représentatifs de la méme période d’exposition pour le tabagisme
et I’exposition aux HAPs.

Méthodes : Ce protocole consiste en I’extraction successive de 55 mono-
hydroxy-HAPs (OH-HAPs) puis de la nicotine et de son métabolite
principal, la cotinine. Aprés décontamination a 1’eau, 50 mg de cheveux
sont hydrolysés, durant une nuit, par de la soude (I M) dans une étuve a
40°C en présence d’étalons internes (analogues isotopiques). L’ échantillon
dissous est extrait au dichlorométhane apres neutralisation par de 1’acide
chlorhydrique (2 M) et un tampon acétate (pH 1, 0,2 M). La phase
organique contenant les OH-HAPs est évaporée a sec puis reconstituée
avec un mélange cyclohexane/méthanol/H,0 (50/40/10), agitée puis
centrifugée. La phase constituée d’eau et de méthanol est évaporée a sec,
reconstituée dans du cyclohexane et purifiée par SPE (Envi Chrom P).
L’extrait est ensuite évaporé puis dérivé par MtBSTFA (30 min, 60°C) et
enfin analysé par GC-MS/MS (pulsed splitless, colonne HP-5MS, impact
électronique, MRM). La nicotine et la cotinine sont extraites de la phase
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aqueuse restante de 1’échantillon, apres ajustement a pH 10 (tampon
carbonate, 2 M), par de I’acétate d’éthyle afin d’obtenir. L’extrait est
évaporé a sec puis repris dans 1’acétonitrile et analysé par UPLC-MS/MS
(colonne HILIC, ESI, MRM).

Résultats : Les coefficients de détermination pour les régressions linéaires,
pondérées en 1/X, étaient de 0.9994 pour la nicotine (0.2-200 ng/mg),
0.9992 pour la nicotine (4—4000 pg/mg) et variaient de 0.9859 a 0.9999 pour
les OH-HAPs (0.2-1000 pg/mg). Les rendements d’extraction étaient de
65 % pour la nicotine, 20 % pour la cotinine et allaient de 20 a 75 % pour
50 OH-HAPs sur les 55 recherchés, et de 5 a 10 % pour les 5 restants. Les
limites de quantification étaient de 10 pg/mg pour la nicotine, 1 pg/mg pour
la cotinine et allaient de 0.2 & 50 pg/mg pour les OH-HAPs.

Conclusion : La sensibilité¢ de cette méthode est compatible avec les
concentrations en nicotine, cotinine et OH-HAPs décrites dans la littérature.
Cette méthode représente un nouvel outil fiable, sur une matrice facilement
accessible, particulierement utile pour 1’évaluation simultanée du tabagisme
et de I’exposition aux HAPs dans le cadre d’études épidémiologiques.

P18. Dépistage urinaire du LSD par technique CEDIA®
(Microgenics) : interférence positive d’un surdosage en
sertraline (Zoloft®)

A. Citterio-Quentin', N. David E. Seidel', F. Parant', M. Moulsma'
'Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire, UF Pharmaco-
toxicologie et éléments traces, Groupement Hospitalier Edouard Herriot,
Lyon, France; *Service d’hospitalisation de courte durée, Hopital Femme
Mere Enfant, Groupement Hospitalier Est, Bron, France

Introduction : Bien que plus spécifique que la méthode EMIT® [Ritter,
1997], le dépistage urinaire du LSD par la méthode CEDIA® est sujet a
diverses réactions croisées avec notamment 1’ambroxol [Rohrich, 1998] et
le fentanyl [Gagajewski, 2002]. Suite a une observation clinique, nous avons
mené plusieurs investigations pour confirmer une réaction croisée avec la
sertraline qui, & notre connaissance, n’a pas été décrite jusqu’a présent.

Cas clinique : Un adolescent de 16 ans consulte aux urgences pédiatriques
de Lyon pour douleurs abdominales, diarrhées, vomissements, céphalées
et tremblements, sans prise médicamenteuse avouée. Ce jeune homme est
suivi pour phobie sociale avec mise en place depuis 3 mois d’un traitement
de fond associant de la sertraline (Zoloft® 50 mg) et de I’hydroxyzine
(Atarax®). L’examen clinique est en faveur d’un syndrome sérotoninergique
associé a des hallucinations visuelles. Le screening toxicologique par
technique HPLC/DAD confirme la prise de Zoloft® avec une sertralinémie
supra-thérapeutique a 0,27 mg/L (concentrations thérapeutiques : 0,05—
0,25 mg/L) et une concentration urinaire a 1,91 mg/L. Par ailleurs, le
dépistage urinaire du LSD par technique immuno-enzymatique CEDIA®
(Microgenics) se révele étre positif. Lors d’un nouvel entretien avec
I’équipe médicale, le jeune homme confirme la prise de quatre comprimés
de sertraline mais le résultat positif en LSD reste inexpliqué. La famille
assure que 1’adolescent est dans 1’incapacité de se procurer du LSD car ce
dernier ne quitte quasiment jamais le domicile parental. Le dépistage du
LSD urinaire a donc été secondairement vérifié par HPLC/DAD/MS et s’est
avéré étre négatif.

Méthodes : Dans des urines d’un sujet témoin n’ayant pas consommé
du LSD, des surcharges de sertraline ont été réalisées (concentrations de
0 a 2 mg/L). Sur chacune des surcharges, un dépistage du LSD urinaire par
technique CEDIA® a été réalisé. Nous avons également documenté le cas
d’un deuxieme patient présentant un surdosage en sertraline (concentration
sérique : 1,43 mg/L, concentration urinaire : 1,78 mg/L). Sur les urines de
ce second patient, nous avons réalisé un dépistage du LSD par méthode
CEDIA® et une confirmation par HPLC/DAD/MS.

Résultats : Sur les urines surchargées en sertraline, le dépistage du LSD
par méthode CEDIA® se positive dés que les concentrations atteignent
1,5 mg/L. Enfin, nous retrouvons également sur les urines du second patient
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un dépistage faussement positif en LSD par méthode CEDIA® ; ce résultat
est cohérant avec 1’observation du cas princeps.

Conclusion : Le test de dépistage CEDIA® (Microgenics) du LSD urinaire
est sensible a des interférences positives liées a la prise de sertraline en
surdosage. Des essais complémentaires restent a réaliser pour savoir si cette
interférence se produit a des concentrations thérapeutiques et si d’autres
molécules structuralement proches interférent également.

P19. Intoxication accidentelle de deux enfants par ingestion
de graines de robinier faux-acacia

N. Fouilhé Sam-Lai', L. Langevin?, A. Reglioni®, H. Bontemps*, P. Saviuc'
CHU, Grenoble, France; ‘*Pédiatrie —
Néonatologie, CH, Villefranche-sur-Sabne, France; *Centre Antipoison et

!Centre de Toxicovigilance,

de Toxicovigilance, CHU, Lyon, France; *Pharmacie, CH, Villefranche-sur-
Saone, France

Introduction : Le robinier faux-acacia (Robinia pseudoacacia L.),
communément appelé « acacia », est un arbre de la famille des fabacées,
fréquemment planté dans nos régions. Il est un motif d’appels aux centres
antipoison, en fait 1ié a la confusion avec le cytise (Laburnum anagyroides
Med.) lors de la confection de « beignets de fleurs d’acacia ». Peu de cas
d’intoxication ont été décrits dans la littérature et la plupart rapportent des
troubles digestifs apres ingestion d’écorce, chez I’homme et surtout chez
I’animal.

Cas clinique : Dans un jardin public en début d’apres-midi, deux enfants
de 7 et 9 ans ingerent chacun les graines de 10 a 15 gousses d’un arbre,
initialement non identifié. Trente minutes apres 1’ingestion, des symptdomes
apparaissent : le garconnet de 7 ans présente des nausées, vomissements et des
douleurs abdominales ; la fillette de 9 ans présente des vomissements bilieux,
des sueurs et des vertiges. A leur admission 2 I’hdpital, un bilan complet est
effectué et toutes les constantes cliniques et biologiques sont normales. Les
deux enfants sont réhydratés et gardés en observation jusqu’au lendemain
matin ou ils peuvent rentrer a domicile. L’identification du robinier faux-
acacia est faite a posteriori sur photo puis est confirmé, a partir des spécimens
en cause, par un enseignant de pharmacognosie.

Discussion : Les graines de robinier faux-acacia renferment les mémes
composés que 1’écorce (lectines, proches de 1’abrine et la ricine mais de
toxicité nettement moindre) qui elle, a fait I’objet de plusieurs rapports de
cas d’intoxication aprés ingestion. La toxicité des graines apparait donc
logique ; elle est cependant peu décrite et peu connue. L’explication pourrait
étre que d’authentiques cas de troubles digestifs rapportés apres ingestion
de graines de robinier faux-acacia soient, 1a aussi, pris pour une confusion
avec le cytise.

P20. Utilisation du Programme de Meédicalisation des
Systemes d’Information (PMSI) pour le recueil des cas
d’intoxications au CHU de Bordeaux

E._Penouil', A. Koztrzewa’, S. Sinno-Tellier’, M. Labadie', C. Braganca',
V. Gilleron?, P. Chanseau!

!Centre Antipoison et de Toxicovigilance, Bordeaux, France; *Service
d’Information Médicale, Bordeaux, France; ’ Institut de Veille Sanitaire,
Saint-Maurice, France

Introduction : Nous réalisons au CHU de Bordeaux un recueil manuel des
dossiers de toxicovigilance dans certains services (urgences et réanimation)
qui sont ensuite saisis dans le Systeme d’Information des Centres Antipoison
(SICAP). Le PMSI, base de données médico-administrative automatisée,
semble peu exploité dans le cadre de la toxicovigilance. Nous avons donc
comparé les données du PMSI par rapport a celles du SICAP, afin d’étudier si
le PMSI pouvait permettre de repérer en routine des cas de toxicovigilance.
Méthodes : 11 s’agit d’une étude rétrospective portant sur I’ensemble des
patients hospitalisés au CHU de Bordeaux du 01/10/2008 au 31/12/2008
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en collaboration étroite avec le Service d’Information Médicale (SIM). Les
diagnostics sont codés avec la CIM-10 (Classification Internationale des
Maladies, 10°™ version) dans le PMSI. Dans un premier temps, nous nous
sommes limités aux intoxications accidentelles, non médicamenteuses et ne
relevant pas de phénomenes de toxicomanie ni de dépendance. Les codes
CIM-10 sélectionnés étaient par conséquent : T51-65 : effets toxiques de
substances d’origine essentiellement non médicinale, T20-32 : brilures et
corrosions, X20-29 : contact avec animaux et plantes venimeux, X40-49 :
intoxication accidentelle. Chaque dossier issu du PMSI a ensuite été comparé
nominativement aux dossiers saisis dans le SICAP. Les dossiers présents dans
le PMSI mais absents dans le SICAP ont été étudiés a partir d’informations
complémentaires : données de Dx Care (dossier médical commun), comptes-
rendus d’hospitalisation, dossiers médicaux.

Résultats : Parmi les 34 816 malades hospitalisés durant cette période,
162 ont été sélectionnés du PMSI. Ils concernaient des intoxications au
monoxyde de carbone (99), fumées et autre émanations (19), bralures (13),
alcool méthylique (3), caustiques (10), champignons (7), raticide (1), produits
ménagers (6), produits dérivés du pétrole (1), éthylene-glycol (1), acide
cyanhydrique (1), intoxication par inhalation (1). Parmi ces 162 dossiers,
115 (71 %) figuraient également dans le SICAP. Les 47 dossiers présents
uniquement dans le PMSI se répartissaient de la fagon suivante : 4 dossiers
déja connus (mais non actualisés) sous SICAP, 2 tentatives de suicide,
1 antécédent d’intoxication (reprise chirurgicale), 21 pour lesquels aucune
information n’avait pu étre recueillie dans le service, 17 sans rapport avec la
toxicovigilance (erreur de codage ou antécédent) et 2 dossiers a intégrer sous
SICAP. Au total, I’étude a permis d’identifier 27 dossiers potentiellement
absents du SICAP, mais également 20 dossiers codés de facon non
satisfaisante dans le PMSI. Enfin les services hospitaliers concernés par ces
dossiers de toxicovigilance étaient : urgences adultes, briilés, réanimations
cardiologique et de chirurgie thoracique.

Conclusion : Si le PMSI, d’utilisation rapide et automatisée, permet
d’identifier la plupart des cas d’intoxication, le retour a des informations
complémentaires reste a ce jour indispensable. Trois problemes principaux
ont été identifiés : le codage des antécédents dans le PMSI, les séjours
de patients avec passage aux urgences de moins de 6 heures mais non
hospitalisés qui ne font pas 1’objet d’une saisie dans le PMSI, I’absence
de possibilité de recueil manuel dans certains services d’urgence. Dans un
second temps, 1’étude pourrait étre étendue a ’ensemble des 1865 dossiers
de toxicovigilance présents dans le PMSI durant cette méme période.

P21. Intoxication au tramadol : un tableau clinique faussement
rassurant

L. Cordier!, J M. Gaulier?, A. Hamdaoui', C. Cabot!

!Centre antipoison et de Toxicovigilance (CAP-TV), CHU Purpan, Toulouse,
France; *Service de Pharmacologie et Toxicologie, CHU Dupuytren,
Limoges, France

Introduction : Le tramadol, molécule d’action centrale, est un analgésique
morphinique et inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradréna-
line. L'intoxication aigue présente des similitudes avec I’overdose par
opiacés avec des manifestations toxiques plutdt en rapport avec I’inhibition
de la recapture des monoamines et des convulsions de courte durée.

Cas clinique : Une jeune fille de 19 ans sans antécédent particulier est admise
dans un service d’urgence pour prise de médicaments la veille au soir associé
a une plaie secondaire a une tentative de phlébotomie. L’examen clinique a
la prise en charge ne montre pas d’anomalie notable (absence de myosis et
de trouble de la conscience). Devant une dose supposée ingérée difficile a
déterminer (entre 4 et 30 cp. de Topalgic LP200®, soit une dose 6000 mg
de tramadol) et une évaluation psychiatrique anormale, la jeune patiente est
orientée vers le service d’hospitalisation de courte durée. Au décours de la
nuit, crise tonico-clonique avec morsure de langue et phase post critique.
Rétrospectivement, I’anamneése met en évidence de multiples épisodes de

convulsions et d’absences devant témoin depuis la prise médicamenteuse
datant de 24 h. Un traitement par clonazépam a la seringue électrique est
débuté. La patiente quittera le service contre avis médical. Un dosage du
tramadol est effectué tardivement du fait du temps d’élimination relativement
long de la forme LP 200.

Résultats : L’intoxication au tramadol est confirmée par les prélevements
sanguins. La technique utilisée par le laboratoire de toxicologie se base
sur la chromatographie en phase liquide avec détection par spectrométrie
de masse en tandem (CL-SM/SM). La concentration sanguine du tramadol
dosé 24 heures apres la prise est positive a 10100 ug/L (dose potentiellement
1étale). La cinétique du dosage de la molécule montre une décroissance a
4020 pg/L a la 48eme heure et 770 pg/L a la 60eme heure. Parallelement
le o-desméthyltramadol (principal métabolite actif du tramadol) est détecté
dans 1’échantillon.

Discusion—Conclusion : Le tableau clinique neurologique présenté par cette
jeune patiente confirme un surdosage en tramadol. Ce cas d’intoxication
aigiie est faussement rassurant sur le plan clinique devant les concentrations
plasmatiques extrémement élevées. Les cas décrits dans la littérature
évoquent des doses potentiellement 1étales a 8000 pg/L (dosage sanguin)
[Fatal intoxication due to tramadol alone : case report and review of literature.
De Decker et al. 2008] et & 6000 mg (dose supposée ingérée) [Tramadol
intoxication: a review of 114 cases. Shadnia S. et al. 2008].

P22. Ingestion d’engrais : tout est une question de dose

C. Tournoud', O. Martinet?>, M. Aghajanian?, F. Flesch', P. Sauder?

!Centre Antipoison, Strasbourg, France, *Réanimation Médicale, Strasbourg,
France

Introduction : Les ingestions d’engrais dilué dans un contexte accidentel
sont fréquentes et bénignes. Il n’en est pas de méme des ingestions
d’engrais concentré, surtout si elles surviennent dans un contexte volontaire
suicidaire.

Cas clinique : Une femme de 51 ans aux antécédents de diabete de type 2,
d’hypercholestérolémie et de syndrome dépressif, ingere volontairement une
quantité mal déterminée (600 mL ?) d’engrais liquide pour plantes vertes a
usage domestique contenant, entre autres, 8 % d’oxyde de potassium. La
famille appelle le Centre Antipoison 3 heures plus tard ; celui-ci prévient
immédiatement le Samu pour une prise en charge médicalisée. A I'arrivée
du Samu, la patiente est consciente, pile, en sueurs, avec une cyanose et
une froideur des extrémités. La fréquence cardiaque (FC) est a 172 b/mn,
I’€électrocardiogramme (ECG) inscrit une tachycardie ventriculaire (TV).
La patiente est traitée par 150 mL de bicarbonate molaire et 1 ampoule de
Cordarone®. Elle présente 3 nouveaux acces de TV lors du transport vers
I’hopital. A I’admission en réanimation, 1’examen retrouve des marbrures
cutanées avec cependant une hémodynamique conservée (tension artérielle
110/50 mmHg), la FC est a 125 b/mn. 'ECG montre des QRS élargis,
un bloc de branche droit avec des ondes T amples et pointues. Le bilan
biologique met en évidence une kaliémie a 8,1 mmol/l, une créatininémie a
116 pmol/l. Elle est traitée par une nouvelle administration de bicarbonate
molaire, associée a du gluconate de calcium, du furosémide et de 1’insuline/
glucose, ce traitement permettant une baisse rapide de la kaliémie. La
fibroscopie oeso-gastrique met en évidence une gastrite et 3 ulceres
duodénaux. L’évolution sera rapidement favorable permettant le retour a
domicile 48 heures plus tard.

Discussion : Les engrais sont des produits domestiques d’utilisation tres
fréquente et se présentent généralement sous forme concentrée liquide.
La composition de ces engrais est complexe : anhydride phosphorique,
azote, oxyde de potassium, nitrates, sulfates... L'ingestion d’engrais dilué
prét a 'emploi est sans gravité. Les engrais concentrés sont irritants voire
caustiques pour le tube digestif. L’ingestion d’engrais concentré met en
jeu le pronostic vital du fait de la survenue rapide d’une hyperkaliémie
responsable de troubles du rythme et/ou de la conduction. L’intensité
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de celle-ci est fonction de la concentration en oxyde de potassium et de
la quantité ingérée. Généralement la toxicité des sels de potassium est
faible lorsque la fonction rénale est normale. Il faut I’ingestion d’une dose
supérieure a 2,5 mEq/kg pour entrainer une hyperkaliémie par dépassement
des mécanismes d’homéostasie (soit au minimum 150 mEq pour 60 kg ce
qui correspond environ & 200 mL de cet engrais). Les sels de potassium sont
rapidement absorbés par voie digestive (90 % sont absorbés en 30 mn). La
prise en charge repose sur un transport médicalisé, I’utilisation éventuelle de
plusieurs traitements combinés pour faire baisser rapidement la kaliémie :
alcalinisation, insuline/glucose, gluconate de calcium, Kayexalate®,
diurétiques et épuration extra-rénale (EER). En réalité, le recours a I’EER
est rare dans ces intoxications, en raison de la normalisation rapide de la
kaliémie en quelques heures.

Conclusion : Les ingestions d’engrais concentrés sont rares mais graves, en
raison de I’hyperkaliémie qu’elles occasionnent. Ce risque est peu connu du
corps médical et du grand public.

P23. Intoxications mortelles au paracétamol dans lg
d’Irkoutsk et d’Ekaterinbourg entre 2002 et 2009
LV. Zobnine', B.M. Liubimov?, A.F. Malyh?, L.P. Provado?, A.B
K.M. Brusin®, L.V. Varlamov*, O.V. Novikova®, V.G. Sentsov?
!Université Médicale, Irkoutsk, Russie; *Centre Toxicolo

Russie; *Académie Médicale, Ekaterinbourg, Russie; *Ce
Régional, Ekaterinbourg, Russie
Introduction : En Russie, on remarque ces derniéres anng
importante du nombre de cas d’intoxication aigué pg
particularités de ces intoxications sont leur fréqueng
intoxications en 2002-2009 a Irkoutsk et de 28,9 a 54
a Ekaterinbourg), leur sévérité et une 1étalité atteig
antipoison. Le but de ce travail est de rapporter lg
par paracétamol observés a Irkoutsk et a Ekate;
Methode : Etude descriptive rétrospective
documents médicaux des patients hospi
d’Irkoutsk(CTI) et au Centre Toxicolg
(CTRE) pour intoxication par paracétam
Resultats : Dans la ville d’Irkoutsk, 1

o selon les centres
toxication mortelle
entre 2002 et 2009.

J09) avec analyse des
1 Centre Toxicologique
égional d’Ekaterinbourg

» d’intoxication ont été admis
s par le paracétamol (0,45 % ;
; extrémes 16-74 ans). Durant

Quatre déces ont été observé
de 2 femmes (30 et 42 ans
étaientde 7 g (1 F) et 15 ¢
15 g dans un cas associé
avec 5 g d’acide acét
I’hopital variait de 8,
et le déces variait d
signes initiaux a
abdominales (4)
apparu dans u
(4), coagulatig

éthanol (1 F) etde 15 g dans un cas associé
que (1 F). Le délai ingestion / admission a
. La durée de prise en charge entre 1’admission
a 18 j. Les patients ont présenté : absence de
on (2), nausées (4), vomissements (4), douleurs
es (2), agitation (2), encéphalopathie (4), coma
c 48 h a5 j (4), anurie (4), insuffisance hépatique
asculaire disséminée (4). La biologie montrait dans
yperbilirubinémie (81,1-327 umol/L) et 1’élévation de
etdes ALAT (90,4-1595,7 ME/L et 126,5-7487,7 ME/L).
bgique qualitative a confirmé la présence de paracétamol
e traitement incluait I’administration de N-acétylcystéine
de techniques d’épuration : hémoperfusion, plasmaphérese et
ois séances de MARS. L’examen histopathologique a montré
d’une nécrose hépatocytaire centrolobulaire avec parfois une
leucocytaire des lobes hépatiques, une nécrose tubulaire aigué et
s de nécrose pancréatique.

racétamol étaient
d’une évolution
I’hospitalisation
ee a un médicament ou a de

Conclusion : Les quatre intoxications mortelles
reliées a la présence d’une hépatit
vers le déces étaient
tardive. Dans ui
Ialcool.

P24. Contamination de farine de sarrasin par du datura : une
démarche associant toxicologie analytique et toxicovigilance

A. Hamdaoui', M.A. Gunzle?, A. Guinard®, J. Bayle!, A. Amouroux',
C. Cabot!

!Centre Antipoison et de toxicovigilance (CAPTV), CHU Purpan, Toulouse,
France; *Direction Départementale de la Cohésion Sociale et de la Protection
des Populations (DDCSPP) du Tarn, Sécurité et loyauté des transactions
commerciales (SLTC), Albi, France; *Cellule de I’'InVS en REgion (CIRE)
Midi-Pyrénées, Toulouse, France; *Service Commun des Laboratoires
DGCCRF/DGDDI, Laboratoire de Rennes, France

Objectif : Rendre compte de la démarche diagnostique et des résultats
analytiques au décours d’une intoxication qui s’est avérée avoir pour origine
les alcaloides de datura contaminant de la farine de sarrasin.

Méthodes : Deux personnes contactent séparément le centre antipoison
de Toulouse pour des troubles compatibles avec une intoxication de type
atropinique apres plusieurs consommations de crépes ou de pain préparées
a partir de farine de sarrasin de la filiere biologique. Les troubles, qui
évoluent pour une de ces personnes depuis plus d’un mois, associent de
maniere inconstante : des nausées, des vertiges, une sécheresse buccale, un
flou visuel avec trouble de 1’accommodation et des sensations de malaise
et d’asthénie. Ces épisodes critiques persistent entre 24 et 48 heures. Les
patientes avaient consulté leurs médecins a distance de ces épisodes : les
examens cliniques étaient parfaitement normaux. Au décours du suivi, ce
ne sont pas moins de cing personnes qui sont reconnues comme ayant été
symptomatiques aprés exposition & un des produits incriminés. Apres les
conseils d’éviction alimentaire de la farine en question, nous demandons
au requérants de mettre a disposition les produits suspects (farines, crépes
et pain). Le signalement des cas a la Cellule Régionale de I'InVS de Midi-
Pyrénées (CIRE) et au service de Sécurité et Loyauté des Transactions
Commerciales (SLTC) (ex « répression des fraudes ») a permis de récupérer
ces produits et de les transmettre au laboratoire du Service Commun des
Laboratoires (SCL) de Rennes pour analyses. Bien entendu, la démarche
de rappel et de suivi des cas a permis également d’identifier le producteur/
distributeur local, de procéder au rappel des produits transformés et de faire
détruire la production suspecte. Les teneurs en alcaloides de Datura dans la
farine sont qualifiés, par le laboratoire de Rennes, de trés élevées : 11 000 ug/
kg. Dans les communications au décours du Congrés Annuel de la Société
Francaise de Toxicologie Analytique de 2009, ces teneurs sont au maximum
de 1500 pg/kg. Pour ce qui est des produits élaborés a partir de cette farine,
les teneurs en étant plus faibles restent tout de méme trés conséquentes.
Dans les crépes, on trouve environ 1500 pg/kg et pour le pain environ
500 pg/kg d’alcaloides. L'analyse dans le mélange de graine originelle
permet de relever une teneur de 1’ordre de 6400 pg/kg d’alcaloides. Ces taux
sont a comparer au seuil de 100 ug/kg retenu comme seuil d’intervention par
I’ AFSSA dans son avis du 18 février 2009.

Discussion et conclusion : cette exposition et le déroulement de la prise
en charge illustrent la coordination souhaitée entre la réponse toxicologique
(RTU), la toxicovigilance (TV), la toxicologie analytique et les organismes
de veille sanitaire tant au niveau local que national. Outre d’avoir permis
de mettre fin localement a I’exposition & cette contamination toxique,
nous avons pu conforter le lien de causalité entre les signes décrits et les
produits ingérés : les dosages ont été réalisés sur les échantillons des produits
ingérés. Ces dosages sont dans la production incriminée particulierement
élevés comparés a celles présentées dans les communications récentes de
référence.
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P25. Feu de navires et fumées d’incendie :
toxicologiques
J.L. Fortin'*3, P. Paulin', E.X. Lagre'

Service santé et de secours médical, Sdis 25, Besancon; *Samu 25, CHU

aspects

J. Minjoz, Besangon; *Service de Santé des Armées, DRSSA, Metz
Introduction et définition du risque : L’incendie & bord d’un béatiment
est un risque redouté par tous commandants de navires civils ou militaires.
Outre les activités de navigation, des victimes intoxiquées par les fumées
d’incendie peuvent survenir lors d’opérations de construction, d’entretien
ou de démantelement, lors d’opérations d’instruction au profit du personnel
de sécurité ou marins-pompiers. En effet tout navire est exposé au risque
car il représente « un risque industriel complexe » dans un volume restreint
confiné, dans un milieu clos parfois surpeuplé (centrale énergétique au gas-
oil, un garage parfois avec des véhicules particuliers et des camions chargés
de produits divers, un hotel avec ses cuisines et ses lieux de vie collective).
Le car ferry additionnant tous ces risques.

Physiopathologie : Lors d’une inhalation de fumées d’incendie, il se produit
une double intoxication : une intoxication au monoxyde de carbone et une
intoxication cyanhydrique aigué. L’acide cyanhydrique bloque la respiration
cellulaire et empéche ainsi toute utilisation de I’oxygeéne méme apporté en
quantité normale. L’intoxication cyanhydrique aigue est alors responsable
rapidement d’hypotension, de coma voire d’arréts cardiaques apres inhalation
de fumées d’incendie.

Réponse au risque : Depuis plusieurs années est utilisé lors des inhalations
graves de fumées d’incendie, un antidote efficace contre I’intoxication
cyanhydrique aigué qui est I’hydroxocobalamine. Il nous semble opportun
que chaque service médical de batiments recevant des passagers ou de
navires de guerre, que chaque Samu susceptibles d’intervenir a bord lors
d’un sinistre, que chaque service médical de chantiers navals dispose de ce
type d’antidote.

Conclusion : L’hydroxocobalamine par son utilisation lors des incendies
en milieu urbain a montré son efficacité pour combattre les effets
potentiellement mortels consécutive a une inhalation massive de fumées
d’incendie. A des fins de sécurité et de prévention, cet antidote doit &tre
rapidement disponible en cas d’intoxications graves par les fumées
d’incendie survenant a bord d’un batiment civil ou militaire ou dans un
chantier naval.

P26. Impact d’une toxicité subaigué de lambda-cyhalothrine
sur les parameétres hématologiques et histopathologie du
rein, les glandes surrénales et le thymus chez le rat Wistar
méle

H. Khaldoun- Oularbi'?, A. Baz>

!Laboratoire de Recherche de Biologie et Physiologie Animale, Ecole
normale supérieure, Kouba, Alger, Algérie; *Département de biologie,
Jaculté des sciences agrovétérinaires et biologiques, Université Saad-Dahlab
Blida, Algérie

Introduction : Bien que I’apport des pesticides soit indéniable dans le
systéme actuel de production agricole, ces xénobiotiques présents dans
I’environnement sont susceptibles de se retrouver dans les aliments. L’étude
des liens entre I’exposition aux pesticides et les effets chroniques sur la santé
des populations s’inscrit dans une réflexion plus large qui tend a évaluer le
role de I’environnement en tant que facteur de santé. Notre étude s’intéresse
aux effets doses d’un insecticide pyréthrinoide, Lambda Cyhalothrine
(LC) (Karaté avec technologie Zéon (50 g/L) Syngenta) sur les parametres
hématologiques et I’histologie des reins, glandes surrénales et thymus.
Méthodes : Dans ce cadre une toxicité subaigiie par LC chez le rat
Wistar male a été réalisée. Une administration alternée par gavage de LC
(1 mL / rat / 02 jours) a des doses diluées a 1/10, 1/20, et 1/30 de la DL50
(=612 mg/kg) pendant 28 jours.

Résultats : L’exposition au LC provoque une baisse de la vitesse de
croissance corporelle dose dépendante, ainsi que quelques variations des
parametres hématologiques a JO, J14 et J28. L’'étude histologique des
reins, des glandes surrénales et du thymus montre que leurs structures sont
fortement perturbées en fonction de la dose et de la durée du traitement. Nous
avons observé une nécrose tissulaire au niveau de la glande surrénale et une
infiltration lympho-plasmocytaire de la corticale rénale et une hyperplasie
double du thymus.

Conclusion : En conclusion nous avons constat¢é que LC provoque
d’importantes modulations tissulaires et cellulaires doses dépendantes.

P27. Evaluation de biomarqueurs phospholipidiques de
I’athérosclérose chez la souris par désorption directe de
spots de plasma séché et spectrométrie de masse triple
quadripolaire-trappe d’ions linéaire (QTrap)

A. Thomas'?, J. Deglon'?, P. Mangin', J.L. Wolfender*, S. Steffens®, C. Staub'?
'Unité de Toxicologie, CURML, Hépitaux Universitaires de Genéve,
Suisse; 2Swiss Center of Applied Human Toxicology, University of Geneva,
Switzerland; *Division of Cardiology, Department of Internal Medicine,
University Hospital, Foundation for Medical Researches, Geneva,
Switzerland; *School of Pharmaceutical Sciences, University of Geneva and
Lausanne, Switzerland

Introduction : Les phospholipides jouent un rdle important dans la
biochimie des cellules vivantes en assurant 1’architecture de la structure
membranaire et en régulant des processus physiologiques comme
I’homéostasie, le métabolisme ou encore certaines voies de signalisation.
Ce role primordial est mis en évidence par les nombreuses maladies ol
les phospholipides sont impliqués telles que 1’athérosclérose, le cancer
ou la maladie d’Alzheimer. L’athérosclérose est une des causes de
mortalité principales dans les pays occidentaux. Elle est induite par une
réponse inflammatoire chronique dans 1’espace endothélial résultant
d’une interaction entre les lipoprotéines de basses densités (LDL), les
macrophages, les cellules T et des éléments normaux de la cellule. Pour les
patients en hypercholestérolémie, les LDL en exces vont infiltrer 1’artere
au niveau des lésions hémodynamiques. Des modifications oxydatives et
enzymatiques vont entrainer une libération de phospholipides favorisant
I’athérogénese. Ce travail présente une stratégie visant a évaluer les
différences du contenu phospholipidiques dans le plasma de souris
athérosclérotiques (ApoE-/-) et des souris saines a partir de micro-volumes
(2 puL) déposés sur des papiers buvards.

Meéthode : Les spots de plasma séché (DPS) sont directement désorbés vers
un triple quadripdle hybride (QTrap) en utilisant un automate développé dans
notre laboratoire et permettant 1’analyse des DPS sans aucune préparation des
échantillons. Les différentes classes de phospholipides et de sphingomyéline
ont été analysées par acquisition simultanée de multiples modes de balayage
d’ions précurseurs et de perte de neutres (9 expériences) en mode positif
et négatif permettant de rechercher jusqu’a 2700 especes potentielles. Les
variations phospholipidiques entre 15 souris malades et 15 souris saines ont
été évaluées a I’aide de test de T, de réduction et de combinaison de matrices,
ainsi que d’analyse en composantes principales (PCA) comme approches
chemométriques.

Résultats : L’analyse PCA a permis de mettre en évidence le rdle des
phophatidylsérines et des sphingomyélines dans 1’athérosclérose et d’établir
des biomarqueurs potentiels qui ont montré étre sur- ou sous-exprimés durant
la maladie.

Conclusion : Ce travail présente une stratégie de classification orientée
sur 1’évaluation des phospholipides avec une approche alternative allant
du traitement de 1’échantillon a 1’analyse par spectrométrie de masse et le
traitement des données. Cette approche globale a démontré des résultats
prometteurs ainsi que des perspectives intéressantes pour la recherche
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de biomarqueurs phospholipidiques associés a certaines maladies, voire a
certaines intoxications.

de fragmentation permet ’identification de métabolites et autre composés
similaires a ceux présents dans la bibliotheque d’intérét.

P28. Identification par recherche en bibliothéque avec des
données LC-MS/MS avec SmileMS: relevance en criblage
spécifique et en création de bibliotheque

P.A. Binz'?, D.K. Wissenbach?, A. Jordan*, M. Augsburger*, B. Favrat’,
MR. Meyer’, A.A. Weber’, H.H. Maurer’, R. Mylonas', N. Budin',
A. Masselot!

!Geneva Bioinformatics (GeneBio) SA, Geneéve, Suisse; *Swiss Institute of
Bioinformatics, Genéve, Suisse, ‘Institute of Experimental and Clinical
Pharmacology and Toxicology, Saarland University, Homburg/Saar,
Allemagne; *Centre Universitaire Romand de Médecine Légale, Lausanne,
Suisse

Introduction : La chromatographie en phase liquide couplée a de la
spectrométrie de masse (LC-MSMS) est une technologie analytique qui
gagne en popularité en toxicologie clinique et forensique, entre autres. Elle
complémente la GC-MS en permettant d’étendre fortement le domaine
d’analytes. L’acquisition de spectres MSMS en full scan permet d’identifier
les molécules par recherche en bibliotheque. La LC-MSMS génere des
spectres tres variables en fonction de I’instrument utilisé ou la méthode de
fragmentation. De surcroit, les bibliothéques disponibles ne couvrent pas
I’ensemble des molécules et condition d’acquisitions nécessaires. Nous
présentons ici I'intérét de 1’utilisation de cette approche « library search »
avec SmileMS et son algorithme adapté a la LC-MSMS dans deux études
différentes : un ciblage sélectif de drogues d’abus chez des conducteurs
automobiles au centre universitaire romand de médecine 1égale, et la création
d’une bibliotheque LC-MSn de composés d’intérét en toxicologie clinique et
forensique et leur métabolites dans le Laboratoire du Professeur H.H. Maurer
a I’Université du Saarland.

Methodes : La premiere étude implique I’analyse toxicologique d’une
cohorte de plus de 1000 conducteurs automobiles. La présence de plus de
cent composés sur des extraits salivaires sélectionés ont été testée sur un
AB Sciex gtrap 3200 en mode MRM-EPI. La rechenche en bibliotheque
a été faite avec SmileMS sur une bibliothéque « home made » constituée
de ces composés, la bibliotheque de composés forensiques de AB Sciex et
sur la bibliotheque NIST_MSMS. En sus d’une mesure de performance,
I’étude permet de valider la pertinence des transitions MRM choisies.
La deuxieme étude consiste en un développement d’une bibliotheque
de composés et leurs métabolites appplicable présents dans 1’urine.
Les spectres des composés parents ont €té obtenus aprés injection
méthanolique sur un Thermo Fischer LXQ. Des spectres MS2 et MS3 ont
été acquis pour chacun. Des métabolites et artéfacts ont été ajoutés a la
bibliotheque a partir d’échantillons urinaires humains et de rat injectés en
utilisant SmileMS.

Resultats : SmileMS identifie les composés sélectionnés, dans la bibliotheque
« home made » ainsi que dans toute la bibliotheque AB Forensic, en montrant
une excellente performance. En cherchant NIST_MSMS, peuplée avec des
spectres MSMS de provenance instrumentale tres diverse, la sensibilité
diminue pour certains composés mais le résultat garde une trés bonne
précision. Certains spectres, identifiés avec ou sans filtre sur les précurseurs,
mettent en évidence des faux positifs de la méthode MRM. Lors de la
création de la bibliotheque de drogues et métabolites, un grand nombre
de métabolites peuvent étre identifiées aisément en désactivant le filtre sur
les m/z des ions précurseurs, permettant une identification par similarité
spectrale. La bibliotheque LC-MSn contient plus de 4300 spectres issus de
plus de 2400 composés.

Conclusion : Lutilisation de la recherche en bibliotheque sur des spectres
LC-MSMS dans une analyse ciblée permet de confirmer les identifications et
de limiter le nombre de faux positifs. La possibilité de SmileMS de faire de
la recherche en désactivant des filtres sur les masses précurseurs de spectres
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P29. Intoxications aigués au méthomyl : a propos de trois
observations

H. Rezk-Kallah'?, B. Chefirat'?

IService de pharmacologie toxicologie, Oran, Algérie; *Laboratoire de
recherche en santé environnement, Oran, Algérie

Introduction : Afin d’illustrer la gravité potentielle des intoxications aigués
a certains carbamates insecticides et la difficulté de leur prise en charge, nous
présentons trois observations suite a 1’ingestion volontaire de méthomyl,
carbamate anticholinestérasique.

Méthodes : 1l s’agit d’une étude descriptive de trois cas d’intoxications
aigués volontaires au méthomyl, admis au CHU d’Oran par le biais d’une
évacuation d’'un méme secteur sanitaire, sur une période de cinq mois.
Les données cliniques ont été recueillies a I’admission et tout au long de
I’hospitalisation. Le diagnostic biotoxicologique s’est basé sur le dosage de
I"activité cholinestérasique sérique.

Résultats : Les trois patients ont présenté un tableau clinique évocateur
d’une intoxication par un anticholinestérasique : myosis, bronchorrhée,
hyper sialorrhée, hypersudation, dyspnée respiratoire, hypotension,
diarrhée, douleurs abdominales, clonies de la face et des extrémités, coma...
etc. L’activité cholinestérasique sérique a 1’admission était effondrée :
651 UI/L, 302 UI/L et 995 UI/L. Ces patients ont présenté une ou plusieurs
complications menacant le pronostic vital : état de choc, syndrome de détresse
respiratoire aigué, infections. Ceci a nécessité leur admission en unité de
soins intensifs pour des manceuvres de réanimation (intubation, ventilation,
correction hémodynamique). Des méthodes d’évacuation digestive ont été
entreprises (lavage gastrique, charbon activé). Un traitement spécifique a
base d’atropine a été administré chez les trois patients avec de la pralidoxime
a ], chez le premier et a J, chez le troisiéme. Cette prise en charge n’a pas
empéché le déces de deux patients ; le troisieme a eu une évolution favorable
malgré un tableau initial sévere ayant nécessité plus de deux semaines
d’hospitalisation. L’analyse de ces observations, a la lumiere d’une revue
bibliographique sur la toxicologie du méthomyl, fait ressortir un certain
nombre de points essentiels faisant 1’objet de controverses, concernant sa
toxicité intrinseque, 1’intérét du dosage de 1’activité des cholinestérases dans
le diagnostic biotoxicologique et la place des oximes dans le traitement des
intoxications aigués aux carbamates.

Conclusion : L’intoxication aigué au méthomyl est une intoxication
redoutable pouvant menacer a trés court terme le pronostic vital si elle
n’est pas prise en charge rapidement. Le dosage des cholinestérases permet
de confirmer I’intoxication d’abord évoquée par le tableau clinique. La
pralidoxime est indiquée et doit étre administrée précocement.

P30. Esters d’acides gras : marqueurs de diagnostic précoce
du syndrome d’alcoolisation feetal

D. Richard', J. Pinguet', R. Minet-Quinard’>, V. Sapin?, F. Libert!,
A. Eschalier!

Service de Pharmacologie, Laboratoire de Pharmacologie et de Toxicologie,
pole BHIiP, CHU Clermont-Ferrand, France; *Laboratoire de Biologie
Meédicale, pole BHiP, CHU Clermont-Ferrand, France

Introduction : L’exposition prénatale a 1’alcool (éthanol) est un probleme
majeur de santé publique, du fait de sa prévalence importante et de la
sévérité des effets sur le développement feetal. Le diagnostic du SAF (ou
syndrome d’alcoolisation feetal) repose a ce jour, uniquement sur un examen
clinique post-natal. L’objectif de ce travail est de proposer aux cliniciens,
un nouveau marqueur biologique de diagnostic précoce du SAF et de
valider ce marqueur dans une matrice biologique peu explorée : le liquide
amniotique.
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Méthodes : Les FAEE (fatty acid ethyl ester) sont des métabolites mineurs
et spécifiques de 1’élimination de 1’éthanol de I’organisme. Notre travail
s’est donc appliqué a développer, optimiser et valider une méthode
analytique sensible et spécifique d’analyse quantitative de certains FAEE
dans cette matrice biologique, par chromatographie en phase gazeuse
couplée a un détecteur de masse. Initialement développé dans le laboratoire
pour la recherche de FAEE dans le méconium et dans les cheveux, nous
nous sommes attachés a valider notre protocole d’analyse dans le liquide
amniotique. Apres extraction liquide/liquide puis purification de I’extrait
sur support solide cationique, les échantillons réduits a sec sont repris
dans 1’hexane pour étre quantifié par CPG/SM a I’aide d’étalons internes
deutérés spécifiquement synthétisés pour 1’analyse de neufs FAEE. Afin
de valider biologiquement ces marqueurs biologiques dans le liquide
amniotique, une étude pré-clinique est initiée. Ainsi quinze animaux (rattes
gestantes), répartis en trois groupes d’études, sont gavés par une solution
aqueuse alcoolique (2 g/L ou 4 g/L) versus un groupe témoin. Du jour J10
au jour J19 de gestation, les animaux sont suivis et gavés quotidiennement.
A 120, les animaux sont sacrifiés et des prélevements de sang et de liquide
amniotique sont effectués.

Résultats : Apres validation de la méthode analytique, nous pouvons
proposer une méthode d’analyse fidele (répétable et reproductible), sensible,
robuste et exacte pour I’ensemble de ces molécules. Différentes méthodes
analytiques sont appliqués sur ces prélevements biologiques. Dans un
premier temps, 1’analyse spécifique de 1’éthanol par CPG/FID couplé par un
systéme d’injection par espace de téte, n’a pas permis d’identifier la présence
d’éthanol dans 1’ensemble des prélevements réalisés. Secondairement,
I’analyse spécifique et simultanée des neufs FAEE définis précédemment
sont recherchés et quantifiés. La encore, aucune différence statistiquement
significative n’a pu étre mis en évidence dans les différents groupes
d’animaux traités par rapport aux animaux sains et ceci pour I’ensemble des
matrices étudiées.

Conclusion : Nous pouvons dire que 1’analyse spécifique par CPG/SM des
FAEE comme marqueur du diagnostic du SAF chez 1’homme reste a ce
jour encore le seul marqueur biologique post-natal possible dans différentes
matrices biologiques (méconium et cheveu). L’application pré-clinique
reste encore difficile du fait d’'un manque de sensibilité¢ de la méthode
analytique simple quadripdle couplé a un volume limité de prélevement de
liquide amniotique. L’ utilisation d’outils analytiques automatisés associant
par exemple une extraction de type SPME (solid phase micro extraction)
couplées a un systeéme de détection de type triple quadripdles pourrait
apporter potentiellement la sensibilité et la spécificité recherchées.

P31. Surveillance biologique de 1’exposition au chrome
des travailleurs de l’industrie de la fabrication et de la
transformation d’aciers réfractaires

J. Devoy!, N. Jacoby', F. Diebold?, J.F. Heilier', F. Pierre'

Laboratoire de Surveillance Biologique de [’exposition aux Substances
Inorganiques, Institut National de Recherche et de Sécurité, Vandoeuvre-lés-
Nancy, France; *Laboratoire d’Evaluation des Risques Chimiques, Institut
National de Recherche et de Sécurité, Vandoeuvre-lés-Nancy, France
Introduction : Les aciers réfractaires sont des alliages métalliques qui
renferment, outre le fer et le carbone, des métaux tels que le chrome qui leur
procurent des propriétés particulieres. La fabrication et la transformation
des aciers réfractaires contribuent a I’exposition des salariés au chrome. La
toxicité du chrome est fonction de son état de valence. Le chrome hexavalent
est la forme la plus toxique et est un cancérigéne reconnu pouvant étre
absorbé par voie pulmonaire. Les autres formes (métallique et trivalente)
ne sont pas pour autant dénuées de toxicité. La toxicité systémique du
chrome touche notamment le tractus gastro-intestinal et les poumons ou
le rein. L'évaluation de I’exposition au chrome est réalisée par mesure
de sa concentration atmosphérique. Cette approche ne permet toutefois

pas de prendre en considération la variabilité interindividuelle tant dans
I’exposition que dans la biotransformation du chrome. L’objectif de 1’étude
est d’établir une cartographie tant au niveau atmosphérique que biologique
de I’exposition au chrome lors de la fabrication et de la transformation
d’aciers réfractaires.

Méthodes : 125 sujets appartenant a 8 entreprises frangaises (une aciérie,
deux fonderies, deux chaudronneries, une entreprise de traitement de
surface et deux entreprises de mécanique générale) ont été sélectionnés
entre 2005 et 2009. Les sujets volontaires ont fourni des échantillons d’urine
tant au travail qu’au domicile et 73 d’entre-eux ont été équipés, sur leur
lieu de travail, de systeme de prélevement d’air. Le protocole de 1’étude
respecte les lois sur la recherche biomédicale et la liberté d’information.
Les échantillons d’urine et d’air ont été analysés par spectrométrie de masse
couplée a un plasma inductif ou par spectrométrie d’absorption atomique a
correction Zeeman.

Résultats: Lessujetssontrépartisen 10 catégories professionnelles [ajusteur/
meuleur (9), décapeur (23), fondeur (13), machiniste (14), magasinier (3),
manutentionnaire (6), métalliseur (9), opérateur plasma (2), réfractoriste
(1), soudeur (29)] ; 16 témoins ont été recrutés. 2211 dosages de chrome
urinaires ont été réalisés. La concentration en chrome urinaire est comprise
entre ND* et 122,9 ug/g créatinine. Les concentrations varient selon la
profession. Les ouvriers actifs dans la métallisation par projection thermique
présentent une excrétion significativement plus importante (p<0,05). Les
analyses atmosphériques réalisées au poste de travail mettent en évidence
des concentrations médianes (min-max) de chrome atmosphérique de
75,7 pg/m3 (46,0-336,5) pour la métallisation au fil, 9,8 (NQ**-205,0)
pour la métallisation & la poudre et de 56,1 (20-245,0) pour la projection
fusion.

Conclusion : L’exposition des salariés actifs dans la fabrication et la
transformation des aciers réfractaires differe fortement selon les activités.
La surveillance (biologique ou atmosphérique) doit étre adaptée par
métier. L'étude a permis d’identifier que les ouvriers métalliseurs utilisant
des procédés de projection thermique étaient plus exposés. De nouvelles
investigations sont en cours afin de mieux caractériser leur exposition.
(*: non détectable ; ** : non quantifiable.)

P32. Improved gas chromatography-negative ion
chemical ionization tandem mass spectrometric method
for determination of 11-nor-A’-tetrahydrocannabinol-9-
carboxylic acid in hair using mechanical pulverization and
bead-assisted liquid-liquid extraction

J.Y. Kim, B.J. Ko, J.C. Cheong, M.K. In

Drug Analysis Laboratory, Seoul, Korea

Aims: The purpose of this study was to develop and validate the improved
method for the determination of 1 1-nor-A’-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic
acid (THC-COOH) in human hair using a gas chromatography-negative ion
chemical ionization tandem mass spectrometer (GC-NCI-MS/MS).
Methods: After decontamination, hair samples were weighed (25 mg),
mechanically pulverized with a bead mill, and incubated in 0.7 mL of
1.0 M sodium hydroxide at 95 °C for 30 min. Bead-assisted liquid-liquid
extraction was performed with n-hexane:ethyl acetate (9:1, v/v), a method
developed in our laboratory. The extract was evaporated to dryness,
derivatized with pentafluoropropanol and pentafluoropropionic anhydride,
and analyzed by GC-MS/MS in the NCI mode using methane as the reagent
gas.

Results: The linear ranges were 0.05-10.0 pg/mg for THC-COOH with a
good coefficient of determination (12 = 0.9976). The intra-day and inter-day
precisions were within 4.6 and 13.8 %, respectively. The intra-day and inter-
day accuracies were —4.8 to 10.0 % and —3.9 to 3.8 %, respectively. The limit
of detection and quantification were 0.015 and 0.05 pg/mg, respectively. The
recoveries were in the range of 79.4-87.1 %.
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Conclusion: The results indicate that the proposed method is simple, rapid,
accurate, and precise for determination of THC-COOH in hair. The method
identified THC-COOH in hair specimens from suspected marijuana abusers
(n=667).

P33. Analysis of cocaine, amphetamine, morphine, methadone
and buprenorphine in human hair by LC-HESI-Triple
Quadrupole mass spectrometry

M. Brambilla!, S. Scurati?2, B. Duretz?>, L. D’Amato!, PM. Gerthoux3,
P. Brambilla!

!University Department of Laboratory Medicine, Hospital of Desio, Desio,
Italy; ?Thermo Fisher Scientific, Milano, Italy; SDepartment of Laboratory
Medicine, Hospital of Vimercate, Vimercate, Italy

Introduction: Hair is a biological matrix widely used in toxicological
analysis to establish chronic abuse of substances. To avoid possible
interferences due to environmental contamination, it is necessary to quantify
not only parent drugs but also their metabolites which are often present at
very low concentrations. The aim of this work was to develop a simple, fast,
method for the analysis of cocaine, morphine, methadone, buprenorphine,
amphetamine and their metabolites in human hair matrix by using LC-HESI-
Triple Quadrupole mass spectrometry.

Methods: Hair samples (20-50 mg each) were provided from 100 drug
addicted subjects, washed with solvents and cut with scissors. The samples
were subjected to acid hydrolysis at 45°C for 18 hours. These solutions were
spiked with deuterated internal standards, diluted 1:10 with mobile phase
and directly analysed by LC-HESI-MS/MS approach. Chromatographic
separation was performed with a C18 column, using 5 mM ammonium
formate plus 0.1 % formic acid in water and methanol as mobile phases. The
detector was a triple quadrupole TSQ Vantage mass spectrometer. For each
compound three SRM transitions were monitored.

Results: In a single run of ten minutes, several drugs and their metabolites
such as amphetamine methamphetamine, MDA, MDMA, MDEA,
MBDB, cocaine, ecgonine methyl ester, benzoyl ecgnonine, cocaethylene,
heroine, morphine, 6-monoacetyl morphine, codeine, methadone, EDDP,
buprenorphine and norbuprenorphine can be detected. Calibration curves
for all the analytes considered were linear over the concentration range
0.016-33.3 ng/mg. Limits of detection were between 0.0016 ng/mg and
0.03 ng/mg while limits of quantification were between 0.016 ng/mg and
0.066 ng/mg depending on the compound. These quantification ranges are
consistent with concentrations expected in hair samples of addicted subjects.
Despite of fast and simple extraction method, matrix effect was not detected
in real hair samples analysis. Specificity of the method was verified analysing
50 negative hair samples among 100 positive samples, as results, no false
positive were found among negative samples.

Conclusions: The use of LC-HESI-MS/MS method allowed the specific and
sensitive analysis of various common drugs of abuse and their metabolites in
hair. Since no sample extraction was required, significant time and cost are
saved in the absence of SPE or liquid/liquid sample preparation.

P34. Polyconsumption of narcotics and psychoactive
substances: forensic interpretation in hair

P. Sibille, N. Milan

Laboratoire de toxicologie de la préfecture de police, INPS, Paris, France
Introduction: We report the case of one hair analysis on a victim who is
a consumer of various narcotics and psychoactive substances. The analysis
has provided hair concentrations of multiple drugs. A 28-years old woman
drank many soda-whiskies cocktails with her garage mechanic. She doesn’t
remember what happened next but when she started to recover, she was half-
naked in his apartment. She has only flashbacks of this period, and because

S1-44

she is used to drinking a lot of alcohol without having ever experienced such
additional effects, she feels like having been drugged.

Method: About three months after the facts, three hair strands were cut off
the victim’s head. She was wearing dreadlocks, therefore we picked locks
with a minimum of knots in order to target the facts period as precisely as
possible. Depending on the analysis, each hair strand was divided in 0.5-,
1- or 1.5-cm long segments, each segment corresponding to the facts period
(that is to say 2 to 6 segments). One reference segment corresponding at
a period anterior to the facts was also analysed. A specific liquid-liquid
extraction was realised for each molecules class (cannabinoids, opiates,
cocaine, amphetamines, benzodiazepines, hypnotics, anaesthetics).
Narcotics, 26 benzodiazepines and their metabolites, 13 hypnotics or
sedatives likely to be used in drug-facilitated crimes but also methadone and
buprenorphine were analysed by GC/MS, GC/MS/MS and/or HPLC/MS/
MS. GHB was quantified by GC/MS.

Results: GHB concentrations were all physiologic. THC (116-530 pg/
mg), 6-MAM (70-167 pg/mg) and morphine (22-62 pg/mg), MDMA
(1.8-20.1 ng/mg) and its metabolite MDA (0.2-2.1 ng/mg) were found overall
the hair strand. The victim admitted smoking cannabis every day and occa-
sionally taking heroin and ecstasy. Ketamine (109-857 pg/mg) and norketamine
(7-33 pg/mg) also detected in every segment were never mentioned by
the victim but may come from an entertaining use as well. The treatment
prescribed to the victim was identified. It is bromazepam (860-1655 pg/mg;
3 x 6 mg/day), oxazepam (297-939 pg/mg; 3 x 50 mg/day) and its metabolite
nordazepam (117-128 pg/mg), lormetazepam (14-35 pg/mg; 2 mg/day)
and its metabolite lorazepam (8-64 pg/mg), paroxetine (236-362 pg/mg;
20 mg/day) and buprenorphine (18-39 pg/mg; 2 x 8 mg/day). It has to be
noted that the victim acknowledged having taken lorazepam before the facts
but without being able to be more precise about the date and the quantity. No
other molecule was detected. Consequently, it is difficult to conclude in favour
of a drug-facilitated crime but it is also impossible to exclude this possibility.
Conclusion: If this hair analysis puts in light the difficulty of a toxicological
diagnostic by not allowing the expert to take a categorical decision between
a real drug-facilitated crime or a simple chemical vulnerability, it has the
benefit of providing some drug concentrations in hair and correlating them
with a known treatment. It completes the already existing but insufficient
data allowing to differentiate a unique absorption from a chronic treatment
thanks to hair drug concentrations.

P35. A forensic automated fast procedure for the simulta-
neous extraction of hair sample, performed with JANUS
automated workstation (PerkinElmer)

L. Angeli, M. Minoli, A. Ravelli, F. Gigli, F. Lodi

Department of Human Physiology, Section of Forensic Toxicology, University
of Milan, Italy

Aims: A forensic automated extractive procedure for the simultaneous
extraction of hair samples (up to 96/cycle) was developed. The method was
studied and optimized for qualitative screening and quantitative determination
of basic drugs in hair. In a second time the method was extended to classic
biological matrix (urine — whole blood — serum/plasma — saliva). The
purpose of this method was both to ensure reproducibility and to shorten
sample preparation for analysis.

Methods: Janus automated workstation (PerkinElmer) was employed to
perform SPE hair extraction, using 96 well plate SPEC MP1 acquired from
Varian (Agilent Technologies). After derivatization of dried extracts with
pentafluorpropionic anhydride and hexafluorpropionic alcohol, screening
confirmations were performed using gas chromatography (GC) followed
by mass spectrometry (MS) and tandem mass spectrometry (MS/MS).
GC/MS and GC/MS/MS data were validated following standard guide lines.
Our attention was focused on three headings: samples cross-contamination,
“memory effect” and extraction recovery. To investigate cross contamination
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during preparation processes, 18 blank samples were spiked with high levels
of standard analytes (cocaine and metabolites, opiates and amphetamine
1 mcg/mL) and were extracted as follows. A 96 well plate was prepared so
as to ensure that the 18 high positive samples were surrounded by negative
samples. To ensure the absence of instrument “analyte memory”, directly
prior to and after extraction of the previous 18 highly positive group, a plate
with 96 blanks was extracted with the same automated method. Obtained
samples were then analyzed in GC/MS and compared to ensure the absence
of each drug in the negative samples. In order to determine the extraction
recovery, eight samples with a high concentration of all analytes (250 ng)
and eight samples with a low concentration of all analytes (2,5 ng) were
extracted. Recoveries were calculated by comparing the responses for the
extracted samples with the responses for corresponding standards evaporated
and derivatized.

Results: Validation requests were fully accomplished. For instance,
analytes recovery was between 70-90 % and data analysis proved that no
contamination between samples occurred.

Conclusions: This procedure possesses great reproducibility, robustness and
selectivity.

P36. Washing results from drug free hair contaminated with
heroin and amphetamine compared to authentic cases

L Nystrém, M. Forsman, R. Kronstrand

National Board of Forensic Medicine, Department of Forensic Toxicology,
Linkoping, Sweden

Introduction: Hair analysis for drugs of abuse suffer from potential
contamination by powders or smoke and this has been addressed in different
ways over the years. Extensive washing and the use of wash criteria have
been suggested as has the use of unique metabolites that are formed in the
body after ingestion. For amphetamine there are no unique metabolites
established. Heroin rapidly metabolizes to 6-acetylmorphine and morphine
which are incorporated into hair. However, both 6-acetylmorphine and
morphine may be present in street heroin powders and therefore present
in hair after external contamination. In addition, heroin on the hair surface
might hydrolyze during sample preparation. The aim of this study was to
investigate if externally contaminated hair showed different wash results than
authentic hair samples.

Methods: Drug free hair was contaminated with either amphetamine or
heroin in two ways, submerged in a solution or by rubbing hair with powders.
Two hundred mg hair was incubated in water solutions containing either 1,
5 or 10 pg/mL during 1 or 24 hours. For powder contamination 12 g of hair
was used. Amphetamine or heroin (15 mg) was applied to moistened vinyl
gloves and the hair was rubbed during 5 minutes to evenly distribute the
drug. Replicates of approximately 10 mg hair from each experiment were
weighed in glass tubes for washing with 2 mL isopropanol for 15 minutes,
3*30 minutes with buffer and isopropanol again for 15 minutes before
extraction and analysis using LC-MS-MS. As a comparison replicates of
13 hair samples from drug users were washed and analyzed with the same
methods. LLOQ for wash solutions was 0.25 ng/sample and for hair samples
0.05 ng/sample. Threshold for a positive sample was 5 ng analyte/sample
equivalent to 0.5 ng/mg when using 10 mg hair.

Results: Morphine was not detected in any samples contaminated in
solution. 6-acetylmorphine concentrations were generally higher than those
of heroin even though no samples presented with concentrations above the
threshold. Contamination with amphetamine solution did not result in any
concentrations above the threshold. There was a positive relationship between
both incubation time, solution concentration and the deposited amount of
drug on the hair. The highest concentrations of heroin, 6-acetylmorphine
and amphetamine were 0.038, 0.075 and 0.23 (ng/mg). Contamination
with powdered drug on the other hand, produced positive results even
after washing for heroin, 6-acetylmorphine and amphetamine but not for

morphine. The highest concentrations in hair extracts were 1.59, 0.99 and
5.35 ng/mg of heroin, 6-acetylmorphine and amphetamine. The initial wash
with isopropanol contained very high concentrations of the analytes whereas
this wash from drug users’ hair was negative. Also, hair from drug users
contained morphine in higher concentrations than heroin. This is in contrast
to the contaminated samples, however the chemical breakdown of heroin or
6-acetylmorphine in the hair cannot be excluded.

Conclusion: After powder contamination significant amounts of drug was
still present on the hair after washing, however, we believe that the analysis of
the isopropanol wash easily can verify external contamination even though a
negative wash cannot exclude it. Our results also suggest that even drug users’
hair are unlikely to be contaminated by powders in their surroundings.

P37. PTV back-flush injection GC with NCI-MS/MS: a
robust, sensitive and selective method for the determination
of ethylglucuronide in hair

O. Scheidegger', M.R. Baumgartner', U. Hofstetter?, R. Stoop?, T. Frey?

! Institute of Legal Medicine, University of Zurich, Switzerland; * Brechbiihler
AG, Schlieren, Switzerland

Introduction: Ethylglucuronide (EtG) is a direct metabolite of ethanol
(phase Il metabolite). EtG incorporates into hair and is used as a retrospective
long-term marker for alcohol consumption and teetotalism, respectively.
Interest in the determination of EtG in human hair is currently growing
in clinical and forensic medicine. In collaboration with Brechbiihler AG
(Thermo Scientific distribution of Switzerland) a robust, sensitive and
selective method for the determination of EtG in hair by negative chemical
ionization tandem mass spectrometry (GC-NCI-MS/MS) was developed
and validated.

Method: The sample preparation includes the following steps. After a two-
step washing the hair sample is cut into snippets. Between 20 and 30 mg of
hair snippets are transferred into an Eppendorf tube and are pulverized. After
extraction of EtG from pulverized hair sample the supernatant is purified
by a solid phase extraction cleanup (SPE, Oasis Max). EtG and the internal
standard EtG-dS are derivatized with PFPA prior to injection. Samples are
injected into a PTV (programmable temperature vaporizing) injector with
back-flush option. The PTV back-flush system consists of a T-connector
between the pre-column and the analytical column. With the back-flush
system active shortly after injection, the carrier gas flow is switched to back-
flush. In this mode the later eluting part of the sample is restrained from
entering the analytical column and the later fraction is eliminated from the
pre-column and blown out of the injection system, respectively, thus cleaning
both devices and preventing contamination. The analysis of EtG is performed
in the selected reaction monitoring (SRM) mode using the transitions m/z
496—163, 377—163 (quantifiers) and m/z 349—119, 347—163 (identifiers)
for EtG, m/z 501—163, 382—163 and 354—119, 352—163 for EtG-d5
(internal standard).

Results: In contrast to SSL (Split Splitless) injector the PTV back flush
system results in a better robustness. The GC runtime was reduced, no column
bake out is needed anymore. The required GC maintenance (exchange of
liner and pre-column) was reduced by factor of five. Source cleaning was
reduced by factor of three.

Intrad Interd.
N L0 Linearity Range R2 Pl:'ei?sizi P:eeczsizi
>3:1 >10:1 =1
S/N>3:1|S/N>10 (n=10) (evel 35 puing) | (evel 3 pofing
1.5 pg/mg | 3.5 pg/mg | 5-500 pg/mg | 0.9931 48 % 32%

Table 1. Selected validation data.

Conclusion: The use of the PTV back-flush injection system clearly
demonstrates the advantages of saving time and costs. The GC-NCI-MS/MS
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method shows goodlinearity, accuracy and reliability fora wide concentration
range. The PTV back-flush injection system and GC-NCI-MS/MS are
the method of choice for EtG determination in hair, as they combine the
advantages of high robustness, high sensitivity and high selectivity.

P38. Detection and quantification of 11-nor-A9-
tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid in hair by GC/MS/
MS in negative chemical ionization mode (NCI) with a simple
and rapid liquid/liquid extraction

M. Minoli, I. Angeli, A. Ravelli, F. Gigli, F. Lodi

Department of Human Physiology, Section of Forensic Toxicology, University
of Milan, Italy

Background: The fine detection of 11-nor-A9-tetrahydrocannabinol-9-
carboxylic acid (THCCOOH) in hair matrix is necessary to obtain evidence
of effective drug consumption and to dispel any doubt of environmental
contamination. THCCOOH is the highest and mainly represented A9-THC
metabolite, but its concentration in hair is very low. A sensitive method for
quantitative determination of THCCOOH in hair was developed. As first
step, method was tested with different SPE/LLE condition, but best results
were obtained with a simple ad hoc LLE extraction. Final method was
fully validated, investigating parameters as extraction recovery, linearity,
specificity and sensibility. One hundred hair samples were then analyzed
with the validated method. Data analysis were performed so as to determine
metabolite and active molecule respective concentration.

Methods: Hair were washed and shredded. Samples (20-50 mg) were
spiked with deuteraded internal standard (THC-D3 and THCCOOH-D3)
and then were hydrolyzed at 90°C in 1 mL of NaOH 1M for fifteen minutes.
THC was isolated by a LLE basic extraction with n-esane:ethylacetate (9:1).
Next the aqueous solution was acidified (pH 4) adding concentrated acid
acetic. Then THCCOOH was extracted with the same mixture. Dried extracts
were derivatized with pentafluorpropionic anhydride and hexafluorpropionic
alcohol and analyzed in GC/MS-MS (Agilent 7000B) in NCI mode.
GC/MS/MS data were then validated following standard guide lines.
Results: This method has great sensibility (LOD 0.06 pg/mg — LOQ
0.09 pg/mg), medium-high recovery (72.3 %) and good intraday
reproducibility (CV: 5.9 %). Interday reproducibility was calculated at
different concentration levels: 0.1 — 1 — 5 pg/mg and was resulted 6.5 %,
4.8 % and 5.6 % respectively. One hundred hair samples were THC positive
and all were tested for THCCOOH. Samples were divided in three groups:
23 samples had a THC concentration between 0.01 and 0.05 ng/mg, in
this case only 8 samples were resulted THCCOOH positive. 64 samples
had a THC concentration between 0.05 and 1 ng/mg, 53 of this samples
were THCCOOH positive. Last 13 samples had a THC concentration
between 1 and 2.5 ng/mg, all this were confirmed by metabolite research.
THC measured concentration were between 0.01 and 2.43 ng/mg, while
THCCOOH measured concentration were between 0.09 and 2.84 pg/mg.
Conclusions: Based on these results, the method proved to be effective for
the rapid determination of THCCOOH in hair specimen.

P39. Dialkyl phosphates determination in hair segments

assisting post term evaluation of acute cases of
organophosphate poisonings
M. Toutoudaki, M. Kavvalakis, M. Tzatzarakis, A. Alegakis,

M. Christakis-Hampsas, A.M. Tsatsakis

Center of Toxicology Science and Research, University of Crete, Heraklion,
Crete, Greece

Introduction: In the present study the possibility to use dialkyl phosphate
metabolites (DAPs) hair segmental analysis as a biomarker of acute exposure
to organophosphates is examined.
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Methods: Hair samples of four acute poisoning survivors were collected
and segmental hair analysis was performed. The total hair samples were
divided to 1 cm segments, each corresponding to 1 month of exposure and
analyzed by GC-MS for the presence of four DAP metabolites, dimethyl
phosphate (DMP), diethyl phosphate (DEP), diethyl thiophosphate (DETP)
and diethyl dithiophosphate (DEDTP). Preparation of the samples included a
decontamination step, a solid liquid extraction step and a derivatization step.
Results were examined under the light of the ingested organophosphate and
time of hair sample collection. Patient 1 had ingested chlorpyrifos, giving
DEP and DETP as the main metabolites. Although all organophosphates were
detected in measurable quantities all along the hair shaft, the concentrations
of DEP and DETP were higher and the maximum concentrations
(482 pg/mg for DEP and 1442 pg/mg for DETP) were detected in the
segments corresponding to 2 and 3 months after the attempt. Patient 2
having ingested phenthoate, an organophosphate that does not give any
of the examined DAPs did not present any peaks all along the hair shaft,
as the concentrations remained fairly constant all along. Patient 3 had
ingested dimethoate. The segmental hair analysis produced a peak of DMP
(105 pg/mg), a metabolite given by dimethoate, at segment 11. Patient 4 had
ingested a small quantity of chlorpyrifos, and the time of hair sampling was
two months after the attempt. In this case a peak of DEP (55 pg/mg) was
observed in the first to second segment.

Conclusion: Although DAPs were detected all along the hair shaft of all
patients, higher concentrations (peaks) were detected in the segments
proximate to the suicide time. It was also observed that the elevated
concentrations of the present metabolites corresponded to the ones produced
by the ingested parent compound. Conclusively measurements of dialkyl
phosphate metabolites in the appropriate hair segments of OP poisoned
patients can be used for assessing past acute exposure to organophosphates
in certain cases.

P40. Comparative study of polychlorinated biphenyls
(PCBs) determination in human head hair samples using
GC-DFHRMS and GC-MS

E.G. Barbounis, M. Tzatzarakis, M. Kavvalakis, G. Maravgakis,
M. Toutoudaki, A. Tsatsakis

Center of Toxicology Science and Research, University of Crete, Heraklion,
Crete, Greece

Introduction: The persistence and the toxicity of polychlorinated biphenyls
(PCBs) have led to the development of new analytical methods aiming to
assist risk assessment procedures. It is well known that over one hundred
PCBs were identified in the technical PCBs mixtures but only a part of them
could be detected at significant levels in nature. It is highly cost-effective
to monitor fewer congeners, especially since it may be possible to acquire
nearly all of the desired information from a reduced set of measurements,
due to the high correlation of many PCB congeners.

Methods: Two popular gas chromatographic techniques coupled with a mass
spectrometer and a double focusing high resolution magnetic sector mass
spectrometer were compared. The main analytical hair procedure included a
decontamination step, solid-liquid extraction and a cleanup step.

Results: A total of 36 head hair samples were collected from two agricultural
regions of Greece (Crete and Peloponnesus). GC-MS analysis in Crete’s
samples gave median values of 3.22, 0.78, 3.55, 0.64 and 0.88 pg/mg
for PCB28, PCB52, PCB118, PCB138 and PCB153 respectively. The
corresponding median values of this region by GC-DFHRMS, were 0.24,
0.14, 0.04, 0.07 and 0.10 pg/mg respectively. Peloponnesus’ hair samples
by GC-MS analysis gave median values of 12.02, 14.83, 7.41, 9.28 and
2.24 pg/mg for PCB28, PCB52, PCB118, PCB138 and PCB153 respectively.
The corresponding median values by GC-DFHRMS were 8.80, 4.80, 2.00,
1.92 and 2.40 pg/mg respectively. The burden of total PCBs, in head hair
samples, was 0.59 pg/mg for Crete and 19.92 pg/mg for Peloponnesus. All
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Peloponnesus’ hair samples were positive (100 %) for each examined PCB
using GC-DFHRMS, while the % percentage positive samples ranged from
46.7 % (for PCB118) to 100 % (for PCB52, 138 and 153 congeners).
Conclusion: The higher % percentage of positive samples and the lower
PCBs median values observed in the results obtained by GC-DFHRMS can
be explained by the higher sensitivity of this technique, compared to GC-MS
technique. The above conclusion indicates that GC-DFHRMS can provide
results more reliable for biomonitoring of environmental pollutants.

forensic postmortem toxicology
A.M. Marzano, C. Navari, P. Grondona

Judicial Morgue of Supreme Court of Justice, Argentj
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P42. Assessment of subacute exposure to diazinon by hair
analysis of dialkylphosphates (DEP and DETP) in exposed
rabbits

G. Maravgakis, M. Tzatzarakis, A. Alegakis, M. Kavvalakis, A. Tsatsakis
Center of Toxicology Science and Research, University of Crete, Herakleion,
Crete, Greece

Introduction: Diazinon is a contact organophosphate insecticide with a
broad range of applications. It has been effectively used in the last three
decades worldwide in agriculture and horticulture for controlling insects in
a variety of crops, fruits and vegetables and as a pesticide in domestic pest
control. Diazinon has been described as a potent cholinesterase inhibitor
that prevents its natural function in catabolism of neurotransmitters causing
neurological disorders. In recent years hair matrix has been increasingly
used for the analysis of selected metabolites of pesticides, which reflects the
ability of hair analysis to assess chronic low level exposure.

Aims: The main goal of this in vivo experiment was to detect the burden of
treated animals by measuring the levels of diazinon’s non specific metabolites,
diethylphosphate (DEP) and diethylthiophosphate (DETP) in hair samples.
Methods: In this study rabbits were exposed orally through potable water
in two different subacute doses. Low dose was estimated to be thirty times
lower than diazinon’s lethal dose (LD, ), while the high dose was estimated
to be fifteen times lower than diazinon’s LD, . The duration of the study
was five consecutive months. Biological samples of hair were collected every

month. The key analytical steps that were performed for sample analysis
included a decontamination step, solid-liquid extraction, derivatization
of dialkylphosphates and analysis by gas chromatography tandem mass
spectrometry (GC-MS). The limit of quantitation (LOQ) was found to be
approximately 30 pg mg! for both DEP and DETP. The limit of detection
(LOD) was 10 pg mg™' for DEP and 8 pg mg! for DETP.

Results: Hair samples that were collected from the low dose exposed rabbit
indicated lower DEP and DETP levels than the high dose exposed rabbit’s
levels (p<0.01). Also, DETP levels are approximately two times higher than
those of DEP and the range of this ratio is 1.5-2.2.

Conclusion: The analysis of the selected DEP and DETP metabolites in hair
samples indicated that there is an established correlation between dose and
analytical response and also showed a fluctuation through the passage of time
of exposure.

P43. Postmortem redistribution of butorphanol
model

A.S. Wagdy Soliman

Forensic Medicine Authority, Egypt
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Animal no Brain Hair Kidney Liver
11.00 4.99 4.87 2.00
10.73 4.87 5.03 1.83
10.88 4.78 4.94 242
10.60 4.00 6.11 1.50
11.54 3.06 6.15 1.60
10.95 4.34 542 1.67

ation of butorphanol (mg/kg) in different organs after a dose of

s: From the present study we conclude that butorphanol toxicity
predicted in various tissues but it exhibits the highest concentration
, kidney and hair. The highest concentration of butorphanol was
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P44. Acute toxicity by hair dye in Upper Egypt

H. Ahmed', R. Abdelmaaboud', M. El-Meligy*

Chemical Laboratory of Medico Legal Dep. Ministry of Justice', Department
of Forensic Medicine and Clinical Toxicology and Anatomy, Faculty of
Medicine, University of Assiut®, Assuit, Egypt

Background: Hair-dye containing paraphenylenediamine is widely used in
Middle East and some Asian countries. Many cases of toxicity and mortality
either due to accidental or deliberate ingestion of hair dyes were reported.
Aim: Of the present work was the chemical analysis of the black hair dye, to
analyze the various aspects of acute poisoning through a retrospective study
of fatalities reported in seven governorates in Upper Egypt as a result of its
ingestion and to determine whether if there is a dose-effect relationship.
Method: The records of acute poisoning cases of seven governorates in
Upper Egypt investigated by Assiut Forensic Chemical Laboratory in the
period from January 2002 to December 2008 were examined as regarding
type of poison, pattern, incidence, age, sex, geographical distribution and
mode of poisoning. The studying of the systemic effects on ingestion of hair
dye was conducted by oral administration of hair dye in different doses (500,
200, 100, and 50) to four groups of albino rats. The clinical manifestation
was observed and the light microscopically examination of sections of vital
organs was done.

Results: The results revealed that about one fifth of the acute poisoning
fatalities investigated by Assiut Forensic Chemical Laboratory were due
to ingestion of hair dye. The highest majority of them were suicide cases
particularly in Qena, Sohag and Aswan Governorates respectively, with a
female’s predominance. The highest percentage was found in the age group
(31-40) years, followed by (21-30) years. In the rat experiments, death
occurred within five minutes in the first group, within ten minutes in the
second group and within an hour in the third group. The animals of the
fourth group survived until sacrificed after one week. The most common
histopathological changes in all studied organs were vascular congestion and
lymphocyte infiltration, with degenerative changes in the hepatocytes and
destruction of the renal tubules.

Conclusion: Deliberate self-poisoning by hair dye is a major problem in
Upper Egypt particularly in females. In the rat experiments, the main toxic
effects were directed to the liver and kidneys while the other studied organs
were affected to a mild extent. Also there was a well established dose-effect
relationship.

P45. A prazepam concentration of 178 pg/L in post-mortem
femoral blood sample

F. Lamballais', S. Bargel', B. Magret?, F. Paraf?, G. Lachétre', .M. Gaulier!
'Department of Pharmacology and Toxicology; *Department of Forensic
Medicine, CHU Dupuytren, Limoges, France

Objective: As an active substance, prazepam is commercialized in France
under the name Lysanxia® After oral intake, prazepam is totally and
quickly metabolized in nordiazepam and oxazepam. As a consequence,
after a therapeutic dose administration, prazepam is never detected in blood
samples. We report a case where a significant prazepam blood concentration
was observed.

Case history: A 17 year-old male was found dead, lying on the bedroom
floor of his foster home. He was in conflict with his biological family and
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was supposed to have recently had an argument with his mother. Even though
he was known to be keen on sports and to practice regularly, he refused to
join in any sporting activities he was invited to. Three years ago, he tried
to commit suicide, for which he was treated with a medical treatment
(unspecified) for several months. Some medicines (dextropropoxyphene
under the trademark Di-Antalvic® and Lysanxia®) were found near the body.
The external examination favored an acute respiratory distress syndrome,
with a significant cyanosis of the nails and face. No trace of external violence
was detected by the autopsy. Autopsy results showed fast agonic organic
suffering signs, but without suspect or unknown organic pathology, nor
broncho-tracheal inhalation. Conclusions were in favor of a death linked to
cardio-respiratory failure, maybe of toxic origin. Biological samples were
sent to the laboratory for toxicological analysis.

Method: A “reference/standard toxicological expertise” was carried out:
large drug and toxics screenings by liquid chromatography coupled with UV
diode array spectrophotometry or tandem mass spectrometry detection, and
by gas chromatography coupled with mass spectrometry; more specific drugs
or drugs family researches (drugs and/or narcotics and/or poisons) using
various chromatographic techniques.

Results: Only the active ingredients and/or metabolites of active substance
of drugs were detected. The concentrations observed in post-mortem femoral
blood are presented in the following table.

Propoxyphene | Norpropoxyphene | A inophen |Pr Nordi: O

6420 pg/L 3450 pg/L 342 ng/L 178 ng/L | 2520 pg/L 113 pg/L

The dextropropoxyphene, norpropoxyphene and acetaminophen blood
concentrations are consistent with the hypothesis of a toxic amount intake
of Di-Antalvic® and the consecutive respiratory distress makes this a
possible explanation of the death. The acetaminophen blood concentration
also suggests the incoming of a hepatic cytolysis, maybe even a severe liver
insufficiency. Detecting prazepam in blood is probably the consequence
of this acetaminophen intoxication as the liver was not able to quickly and
completely metabolize the prazepam in its two metabolites (nordiazepam
and oxazepam).

Conclusion: Detecting a significant concentration of prazepam in blood
shows up the hepatic attack due to acetaminophen, and reminds us that some
affirmations (such as the fact that it is impossible to detect prazepam in
blood) can at times be reconsidered.

P46. Validation of homogeneous immunochemical DRI®
MICROGENICS test for determination of urinary ethyl
glucuronide by ADVIA®1200 Siemens H.D. instrument

S. Vezzoli, S. Manzoni, F. Richini, E. Saligari, M. Bernini

Department of Legal Medicine, University of Brescia, Italy

Introduction: The determination of ethyl glucuronide (EtG) in blood and
urine can have important forensic medical applications. In fact, EtG is a
sensitive and specific marker of ethanol use remaining detectable in urine
even after 80 hours of its complete elimination from the body.

Methods: We validated the homogeneous immunochemical DRI® test of
MICROGENICS for the determination of urinary EtG using the ADVIA®1200
Siemens H.D. instrument. This instrument was created mainly for clinical
analysis, therefore the adaptation of this instrument to toxicological purposes
is a new application motivated for the needing of a screening test because
of many analysis requested to our laboratory, and this application wasn’t
tested before on the instrument adopted. The analytical parameters for which
the homogeneous immunochemical DRI® test of Microgenics was validated
were: precision, accuracy, linearity, limit of determination, calibration
stability and reagent stability on the instrument.

Results: The antibody, enzymatic and sample volumes were adjusted in
order to satisfy ADVIA®1200 characteristics. We then proceeded with the
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validation of the analytical method. Precision: the DRI® ethyl glucuronide
controls (negative, 375 ng/mL and 625 ng/mL) were tested in replicates of
5 twice a day for 5 days. Intra-day and inter-day imprecisions (CV %) were
less then 10 %. Accuracy: negative control (375 ng/mL), positive control
(625 ng/mL) and a calibrator (500 ng/mL), were analysed as samples in
replicates of 10. The bias was less then 10 %. Linearity: a urine sample
containing 2000 ng/mL of ethyl glucuronide was serially diluted with
EtG free urine at 25 % increments from cut-off calibrators (500 ng/mL) in
replicates of 3. The regression was calculated by Microsoft Excel® program
using the values expected as X and the values observed as Y; the equation of
linearity was: y = 0,788x+120,3 and linear regression was 0.991. Limit of
determination: 21 samples of “blank” urine were analyzed in a single run.
The Limit of detection (mean+3SD) was 183 ng/mL. Calibration stability:
the calibration stability was tested with fresh reagent after 3 months from the
first calibration. A calibrator (500 ng/mL), a negative control (375 ng/mL)
and a positive control (625 ng/mL) were analysed as samples in replicates
of 5. Imprecisions were: CV % 3,55 for 500 ng/mL, 2,36 for 375 ng/mL and
2,37 for 625 ng/mL. Reagent onboard stability: reagents were kept on the
instrument for the entire duration of the study. The calibration was carried
out at the time T=0 and the controls were tested in replicates of 5 at different
times. The reagents were stable for 30 days.

Conclusion: From the obtained results, it emerges that the DRI® test of
MICROGENICS can be applied to the routine analysis for the determination
of urinary EtG on the ADVIA®1200 Siemens H.D. instrument.

P47. Drug of abuse assays in forensic toxicology: comparison
between ADVIA®1200 and VIVA TWIN® analyzers

M. Bernini, S. Vezzoli, S. Manzoni, F. Richini, E. Aligari, F. De Ferrari
Department of Legal Medicine, University of Brescia, Italy

Introduction: Turbidimetry, introduced in the seventies, has today returned to
be a very important method in diagnostics. Its practical access, the stability of
the reagents (liquid and ready to be used), easy automation on the analyzers
used in routine and, above all, the low cost compared to the other immunometric
techniques makes this method an obligated choice in the consolidation of
laboratories. ADVIA®1200 system is characterized by the superior productivity
in respect of VIVA TWIN® (almost 70 % — 800 test/hour vs. 260 test/hour)
and by a larger compartment for reagents (42 vs. 26 tests); also, the access
for the samples of this system is through a sample tray (STT) with 84 useful
positions for samples and 61 position for controls, vs. 80 position for both in
VIVA TWIN®, and reaction cuvettes are 200 vs. 48. Through an operative
system of icons the software permits to set up the analyzer and to do all the
routine operations such as verifying the reagents, calibration, quality controls,
validation of results and the transmission to a host.

Methods: In this work we evaluated the potentiality and the productivity of
two immunochemical analyzers applied to toxicological — forensic analysis:
the ADVIA®1200 instrument system and the routinely adopted instrument
VIVA TWIN® (both Siemens H.D.) system for the analysis of urine. The
parameters of sensibility and reproducibility of the analytical data, the timing
of analysis, consumption, costs and the possibility to interact between the
two systems were evaluated. In this work we used the Syva® Emit specific
reagents for drug abuse analysis in urine matrix. Both instruments were
calibrated for cocaine, opiates, cannabis, amphetamines, and ecstasy. The
verification of the calibrations was done by analyzing for the respective
positive and negative controls for drugs of abuse in triplicate every working
day (4 times for the present study). In this work we analysed 66 unknown
urine samples on both instruments. The results were then compared and later
confirmed in GC/MS.

Results: The cocaine and opiates urine screening cut-off were 300 ng/mL.
Of the 66 unknown samples analyzed by both instruments, only two (3 %)
gave contrasting results: one sample tested for opiates resulted false negative
in VIVA TWIN® (293 ng/mL), positive in ADVIA®1200 (348 ng/mL), and

positive GC/MS according to the cut-off used in our laboratory; one sample
tested for cocaine resulted false positive in VIVA TWIN® (382 ng/mL),
negative in ADVIA®1200 (248 ng/mL), and negative by GC/MS.

Conclusion: From the results obtained, it emerges that the ADVIA®1200,
thanks to its versatility and quick analysis (reaction time 3, 4, 5 and
10 minutes), can be an appropriate alternative to other common analyzers for
the screening of drug abuse for toxicological — forensic purposes.

P48. Towards automation in the activity of a forensic
laboratory: application of ToxiData and Berinet Software

S. Vezzoli, S. Manzoni, F. Richini, E. Saligari, M. Bernini

Department of Legal Medicine, University of Brescia, Italy

Introduction: Toxicological analysis consisting of examinations on
conventional matrices (blood, urine) and non conventional matrices (saliva,
hair matrices and sweat) can furnish essential elements for determining a
correct legal medicine diagnosis. For this reason, to determine the correct
organization of a Toxicological forensic laboratory it is necessary to have
a deep understanding of the specific rules that governs a laboratory of drug
abuse analysis, that it is necessary to have reports quicker and standardization
of all the operative phases: from the acceptance of the sample with its relative
request for analysis, the analytical phase, and that of reporting.

Methods: This work illustrates the innovations brought from our laboratory that
consists of a Software that controls ToxiData integrated to the ADVIA®1200
screening system of the Siemens company for the analysis of drugs of abuse
that has permitted the automation of the phases of acceptance of samples, the
screening analysis, the quicker reporting and the record keeping of analytical
documents in electronic format compared to prior software. This brought a
better quality standard to the service by the analysis timing, in fact with this
instrument has been considerably reduced, also by the analytical performance
for the accessibility of the samples (continuous loading).

Results: During the acceptance phase the authorized personnel, after
verifying the sample’s suitability based on the criteria of the chain of custody,
insert all the data in the Software. Each biological report is identified by
the application of a bar code containing all the information regarding that
particular sample. The direct transmission from the ToxiData Software used
for acceptance to that of the ADVIA®1200 instrument permits the immediate
analysis of the sample, this is because each test tube is automatically
recognized permitting quick achievement of the analytical result. In real
time the data is transmitted from the ADVIA®1200 instrument’s software
to that of which regulates the issue of the report. After the confirmation
through the chromatographic technique of the eventual analysis, through
the interaction with this system it was made possible the reduction of errors
done by operators and obtained report in less time compared to the manual
introduction of each result.

Conclusion: The automation and the integration of the analytical phases
with the regulation Software were necessary to comply to the requests of
quality that satisfy legal medicine inquiries. In the future it shall be possible
to put together the data obtained by the single instruments dedicated in
analysis confirmation with the central Software of control in order to reduce
laboratory time and costs.

P49. Therapeutic drug monitoring of 8 new anticancer agents
by high-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry

1. Gana', I. Andriamanana', A. Hulin', B. Duretz?

!GH Henri Mondor, AP-HP, Université Paris-Est Créteil, France; *Thermo
Fisher Scientific, Les Ulis, France

Introduction: The treatment of some cancers has shifted from conventional
chemotherapy drugs to chronic treatment with molecular targeted therapies.
Targeted therapies include drugs such as Tyrosine kinase inhibitors (eg:

S1-49



Ann Toxicol Anal.2011;23(S1)

Abstracts

Imatinib, Dasatinib, Nilotinib, Sunitinib, Sorafenib, Vandetanib, Lapatinib,
Vatalanib and Erlotinib). A highly sensitive and selective method has been
developed for the analysis of these eight drugs using LC/MSMS technology.
Method: 50 pL of plasma samples were extracted with methanol and the
organic layer was diluted into the mobile phase. The injection volume was
15 pL. Quantitation was performed using the imatinib-D, as an internal
standard. Chromatographic separation was achieved using a gradient on a
C18 column (100 x 2.1 mm; 1.9 um). The mobile phases were the following:
A was water containting 0.1 % formic acid and 10 mm ammonium formate
and B was acetonitrile containing 0.1 % formic acid. Flow rate was
300 uL/mn. Analytes were quantified using electrospray ionization in positive
mode. For each analyte 2 SRMs transitions were used one for quantitation
and a second one for confirmation.

Results: Calibration curves were established from 100 to 10 000 ng/mL
in human plasma, calculated and fitted by 1/x2 weighted linear regression.
The square of the sample correlation coefficients, R?, were between 0.977
and 0.995 (n=10). Replicate analysis of quality control samples at the three
concentrations (low, medium and high) was used for the intra and inter-assay
precision and accuracy determination. The respective concentration values
were 750, 1500 and 7500 ng/mL. Intra-day and inter-day imprecision values
were below 15 %. The percentages of deviation (bias) between experimental
and theoretical concentration were also below 15 %. The specificity of the
method was examined by analyzing different blank human plasma extracts
with or without internal standard. No interferences were observed. The limits
of quantitation were 100 ng/mL for all compounds except for dasatinib that
was evaluated at 50 ng/mL. Extraction and ionization yield were respectively
between 93.1 % and 103.3 % and 94.3 % and 136.6 %.

Conclusion: This method is the first broad range LC-MS/MS assay
covering the major currently in-use TKIs. It has been validated according
to international regulations and can be used to evaluate patient adherence to
therapy and pharmacokinetic studies.

P50. Workplace
considerations

drug testing in Italy - Critical
C. Vignali, C. Stramesi, L. Morini, G. Collo, F. Pozzi, A. Groppi
Department of Legal Medicine, Forensic and Pharmaco-Toxicological
Science, University of Pavia, Italy

Introduction: Workplace drug testing (WDT) was introduced in Italy
on the 30" of October 2007 through a law regulating the procedures for
the investigation of the use of drugs of abuse in workers engaged in tasks
posing particular risks for the safety, security and health of others. The law
details the procedures to verify occasional use of drugs and/or diagnose
drug addiction. Subsequently some Regional administrations issued
more detailed guidelines: the most recent protocol of Lombardy Region
is dated January 22" 2009. Two tiers of survey are required: the first
one performing a drug test for amphetamines, buprenorphine, cannabis,
cocaine, methadone, methylenedioxyamphetamines and opiates on urine
samples. The employee must be forewarned of the test by not more than
24 hours. Workers resulting positive to testing are suspended from their
jobs, referred to an Addiction Treatment Unit and submitted to the second
tier. This level includes analysis on urine and hair specimens in order to
verify if drug addiction exists.

Methods: The Laboratory of Forensic Toxicology of the Legal Medicine
Department has been performing toxicological analysis (screening and
confirmation) for the first and the second level of surveillance since July
2008. Most of the urine samples analyzed were collected by laboratory
personnel, the minority of urine specimens and all hair samples were
collected from external staff and brought to Laboratory with chain-of-
custody documentation.

Results: Between July 2008 and November 2010 our Laboratory performed
first level toxicological analysis on 8,100 workers. The percentage of

51-50

positive results for drugs of abuse was 2.8 % in 2008, 2.03 % in 2009 and
1.73 % in 2010. Cannabis is the most represented drug followed by cocaine.
The percentage of workers positive for cannabis was 1.95 % in 2008, 1.56 %
in 2009 and 1.54 % in 2010; the percentage for cocaine was 0.92 % in
2008, 0.42 % in 2009 and 0.38 % in 2010. As regards the second level
analysis (56 in the same period) we observed that workers were referred to
an Addiction Treatment Unit after 81 days on average from the first urine
test, and hair analysis was not prescribed in 20 % of the cases.
Conclusion: Our experience demonstrates that, two years after the approval
of the law on WDT, the percentage of workers positives for drugs of abuse in
the urine has reduced in comparison to the first year, especially for cocaine.
This is probably due to the fact that either the employer or the physician
responsible for the medical surveillance often inform the employees well
ahead of the date of urine collection. In 2010 we also observed a dramatic
reduction in the number of workers examined. It was caused by: a) reduction
in the number of companies addressing our laboratory; b) drastic reduction
in the number of employees checked by those companies which have been
regularly addressing our laboratory; c) use of on-site tests by occupational
health doctors; d) analysis performed by unauthorized laboratories often
lacking experience on drug analysis. Eventually our data show that the
necessary confirmation analysis after on-site drug testing are sporadic and
that often workers resulted positive to testing are tardily referred or not
referred at all to Addiction Treatment Units to verify drug dependence. All
this makes us believe that legal provisions are widely disregarded and does
not pay tribute to the fact that Italy is one of few European countries with
a legislation about WDT. It is desirable for the future a closer cooperation
among physicians, toxicologists, employers and employees having WDT
been so far perceived as persecutory and contrary to the right for privacy by
employees. On the contrary, it has the sole purpose of identifying workers
using drugs and of addressing drug addicts to a rehabilitation program, in
order to prevent risks to the working environment associated with drug
consumption.

P51. Narcotic-related fatalities investigated at the Medico-
Legal Institute of Strasbourg, France: a 10-year retrospective
study (2000-2009)

A. Tracqui, M. Ben Khelil, C. Jamey, B. Ludes

Laboratoire de Toxicologie, Institut de Médecine Légale, Strasbourg,
France

Introduction: Poisonings due to narcotic compounds (including both
opiates and opioids) remain a major cause of toxic deaths in many developed
countries. Epidemiological data collected drom forensic institutions may be
a contribution of value to follow the evolutions of this social calamity in
the course of time. In these respects, this works aims to present the results
of a 10-year (2000-2009) restrospective review on narcotic-related deaths
investigated at the Medico-Legal Institute of Strasbourg, France (MLIS).
Methods: All toxicological files recorded at the mLIS over the period
studied (n=11 162) were systematically reviewed. A preselection was made
to pick out those in which at least one narcotic drug had been identified
in a deceased person (n=698). After consulting the corresponding body
examination/necropsy files, we finally selected the cases in which the death
had been ruled to be an overdosage directly related to at least one narcotic,
sole or in combination with other drugs. Subjects deceased from external
causes (mainly traumatic) were not included, even if a contributive role of
the narcotic could be suspected (e.g., traffic fatalities with methadone at
high blood levels). All pertinent information related to the selected files
(subject data, police reports, external examination/necropsy findings...) was
then collected. Statistical analyses were performed using SPSS® v.17.0 for
Windows.

Results: Over the period studied, 450 files (4.0 % of the laboratory activity)
were ruled as narcotic-related fatalities. From which, 355 involved males
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(78.9 %) and the mean age at death was 36.0, slightly higher in females than
in males (38.8 vs. 35.3 yr, p=0.045). Death took place in a private home
in 77.0 % of cases. Necropsy files were available for 206 subjects, from
which 97.1 % displayed usual features of nonspecific asphyxia (cyanosis,
multivisceral congestion, pulmonary edema...); gastric contents inhalation
was noticed in 27.7 %, and needle marks in 16.0 % only. The number
of narcotic drugs identified in each subject was in the range 1 to 4, with
respective prevalences of 79.6 %, 17.3 %, 2.7 %, and 0.4 %. The most
frequently involved drugs were: heroin (37.1 % of files), buprenorphine
(BUP, 28.9 %), methadone (MET, 19.6 %), and dextropropoxyphene
(12.2 %). The main binary combinations were heroin+BUP and
heroin+MET (41.0 % of the 76 files). The involvement of heroin and BUP
in fatalities was significantly higher in males than in females (40.3 % vs.
25.3 %, p=0.04; and 33.2 % vs. 12.6 %, p<0.001, respectively). Non-
narcotic psychotropics were also identified in 430 subjects (95.5 %); the
most frequent were benzodiazepines (66.6 %), cannabis (38.4 %), and
ethanol (20.2 %). The major trends observed when comparing this work
with a previous study performed at the mLIS over the period 1991-1997
[A. Tracqui et al., J Med Leg Droit Med. 1999; 42(1): 3-10] were a marked
ageing of the victims’ population (36.0 vs. 29.0 yr, p<0.001), and a higher
contribution of substitution drugs.

Conclusion: In the field of narcotic-related fatalities the present work depicts
a slowly changing reality, even though most of the epidemiological features
observed in our previous study (1991-1997) remain valid throughout the
2000’s. In addition, our results regarding the prevalence of BUP and MET
among fatalities may be an interesting contribution to the debate on the risk
reduction policy currently followed in France.

P52. Trends of poisoning in a Northern State of India
(Haryana): a 25 years study

S. Dhattarwal, A. Aggarwal, J. Jakhar

Department of Forensic Medicine, Post Graduate Institute of Medical
Sciences, University of Health Sciences, Rohtak, Haryana, India
Introduction: Since 1977, mortality mainly due to agrochemicals appears
to be a by-product of the “green revolution” in India. The first death as a
result of aluminium phosphide (celphos) was reported on October 25, 1982
in the state of Haryana. Since then the mortality due to this agrochemical has
increased many folds. Knowledge of the general pattern of cases of poisoning
in any region helps in effective management by facilitating early diagnosis
and treatment, which further leads to reduction in morbidity and mortality.
Method: A retrospective study was conducted to now the trend of pesticide
poisoning in Haryana. As serious cases from all over the State of Haryana
are referred to pgIMS, Rohtak, the study represents the trend of deaths due to
poisoning in the state. The record of cases of poisoning from the department
of Accident and Emergency (Casualty) and post-mortem record registers
of the Department of Forensic Medicine, pgIMS, Rohtak formed the study
material. All cases of poisoning irrespective of the age and sex were taken
into consideration.

Results: During the period of study (1985-2009), a total number of 23 798
cases were subjected to medico legal autopsy at pgIMS, Rohtak. Out of
these 5569 (23.4 %) deaths were due to poisoning, chiefly on account of
pesticides. Of the 5569 poisoning deaths, 3748 cases were male (67.3 %)
and 1821 females (32.7 %) with the male: female ratio being over 2:1. The
study reveals a steady increase in poisoning deaths, from 17.2 % in 1985 to
28.3 % in 1999 except a dip in the years 1993 (22.2 %) and 1994 (23.4 %).
Since the year 2000 onwards, there has been a steady decline in total cases
of poisoning. Further perusal of the statistical data reveals that maximum
number of cases were in the age group 21-30 years, 1938 cases (34.8 %)
followed by 11-20 years, 1415 cases (25.4 %). Thus, these two groups
(11-20 and 21-30 years) comprise over 60 % of the total deaths due to
poisoning. The deceased were mostly from rural background (73.2 %) using
mainly aluminium phosphide, an easily available fumigant pesticide in the
household and most commonly abused for suicidal purposes.

Conclusion: Though incidence of acute pesticide poisoning increased over
decades, there has been a decline in mortality for both aluminium phosphide
and anticholinesterases. There is still need for measures like integrated
pesticide management, development of safer aluminium phosphide
formulations, and training of farmers in spraying techniques.

P53. Detection and quantification of amphetamines and
methadone in hair using tandem mass spectrometry

K. Saad', N. Abdul Manaf?, A.A. Latiff

!Anti-Doping Laboratory, Qatar; *Doping Control Centre, Universiti Sains,
Malaysia

Introduction: Over the last decade, analysis of hair for drug of abuse
has emerged as on important alternative to urine drug test. Hair analysis
has proposed as marker of past chronic drug intake, free form enzymatic
metabolism, larger detection window, difficult to cheat, easy to collect and
the sample is stable at room temperature for a long time.

Aim: Therefore, the aim of this study to develop a sensitive and specific
method for detection and quantification of amphetamines and methadone in
hair.

Method: A method was developed and validated using liquid-liquid extraction
method followed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. The
samples were extracted using liquid-liquid extraction following hydrolysis
with 1M NaOH for 30 min at 80°C.

Results: For the purpose of the confirmation, three diagnostics ions were
monitored, the most abundance of which was chosen for the purpose of
quantification. The validated method showed that the recoveries were
greater than 75 %. Linearity was established over the concentration range of
5-50 pg/mg hair and the regression for the individual analytes were all
greater than 0.990. The detection limit was 1 pg/mg hair. The intra and inter
day precision was generally less than 10 % at 10 pg/mg spiked hair.
Conclusion: The developed method using LC-MS/MS was found to be highly
sensitive and specific for detection and quantification of amphetamines and
methadone.
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