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Editorial

Des molécules de plus en plus actives a des doses de plus en plus faibles, mais avec des
effets secondaires parfois difficilement quantifiables face a la balance bénéfice/risque ; des
mécanismes d’action mieux compris, plus ciblés mais terriblement complexes, aux interac-
tions multiples ; une réglementation de plus en plus contraignante : les progres scientifiques
pour I’amélioration de la qualité de vie et de la santé sont réels ces dernieres années ; ils sont
en général bien maitrisés, parce que les machines, les outils, les analyseurs sont devenus
plus rapides, plus sensibles, plus performants. Dans les laboratoires de recherche, on ima-
gine, développe et contrdle les substances actives qui feront progresser demain notre santé.
La recherche, qu’elle soit privée ou institutionnelle est pensée pour améliorer la sécurité du
consommateur ou du malade, mais des la mise en place du processus, elle doit tenir compte
de la réalité économique liée aux enjeux du commerce international.

Le clinicien, le biologiste, le professionnel de I’environnement, le sportif ou le politique ont
un probleme, un besoin, une demande, et le toxicologue analyste doit y répondre le plus rapi-
dement possible. Extraire, purifier, isoler, identifier et quantifier des éléments a 1’échelle de
I’atome, de la petite molécule ou de la protéine dans des matrices tres différentes comme les
tissus biologiques humains ou animaux, les aliments aquatiques ou terrestres, les sols, 1’air ou
encore ’eau : tel est le quotidien des gens de laboratoire.

Ces situations fort différentes les unes des autres impliquant un large éventail de themes scien-
tifiques sont la raison d’étre de I’ensemble des présentations orales et affichées au 20° congres
de la Société Francaise de Toxicologie Analytique. C’est un événement qui rythme annuel-
lement la vie de notre société savante. Apres la Haute-Savoie en hiver, c’est la Savoie en
automne qui nous accueille cette année.

Tous nos remerciements vont a la municipalité de Chambéry pour son accueil et son sou-
tien. Nous pouvons ainsi nous retrouver durant ces trois jours dans ce magnifique centre de
congres. Nos remerciements les plus chaleureux vont aussi au comité d’organisation et a
I’équipe locale. Leur travail commun de ces derniers mois est a I’origine de la réussite du
congres. Merci également a nos partenaires industriels, qui répondent toujours favorablement
a nos sollicitations. Ils sont des éléments essentiels dans 1’organisation de nos réunions scien-
tifiques et nous avons grand plaisir a les retrouver parmi nous.

Cette année nous avons apporté une attention toute particuliere a la participation active des
jeunes scientifiques en les soutenant et en facilitant leur présence. Souhaitons que leur par-
ticipation en nombre plus important soit un élément moteur dans leur envie de devenir les
éléments dynamiques de notre société dans les années a venir. Le nombre élevé de pres de
200 inscrits reste le premier témoignage de la réussite de cette manifestation et de votre intérét
pour la toxicologie analytique et la vie de la SFTA.
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Le comité d’organisation vous fait part de tout le plaisir et de I’honneur qu’il a de vous
accueillir. Chambéry, capitale historique de la Savoie (rattachée a la France depuis seulement
150 ans) saura vous séduire par sa beauté architecturale et historique, ainsi que par sa qualité
de vie. Dans cette cité classée ville d’ Art et d’Histoire, le congres se déroulera en plein centre
de la vieille ville ou est localisée 1a majorité des hotels. Les quelques rares temps morts que
vous laisseront les activités scientifiques et conviviales vous permettront de vous promener
dans le centre historique entierement piéton. Nous vous accueillerons des mardi soir par un
apéritif au centre des congres « le Manege » ou se déroulera I’'intégralité du congres. Ancien
manege a chevaux datant de 1’époque sarde, il se situe juste a co6té de la caserne du Général
Curial, caserne napoléonienne, premier €difice qui fut construit selon le systeme métrique.
Mercredi, diner savoyard dans un lieu chargé d’histoire soir, le Fort de Barraux, construction
des ducs de Savoie remaniée par Vauban, qui surplombe la vallée du Grésivaudan, protégeant
la Savoie des invasions. Jeudi apres-midi, deux possibilités de découverte sont proposées : une
dégustation de vins de Savoie, a Apremont ; une visite guidée de la vieille ville, ou vous pour-
rez découvrir ou grandit Jean-Jacques Rousseau dont nous fé€tons le tricentenaire, terminée
par un concert de carillon du chateau des Ducs de Savoie (le plus grand d’Europe). Le soir, le
diner de gala se déroulera au magnifique casino d’Aix les Bains, monument classé dans une
ville a I’architecture Victorienne et Belle Epoque. Ce cadre majestueux permettra a certains
de prolonger la soirée. L’ important programme scientifique ne vous permettra qu’une décou-
verte, certes de qualité, mais superficielle de la ville, de la région et de tous leurs charmes,
suffisamment nous 1’espérons pour vous donner I’envie d’y revenir plus longuement.

Bienvenue a Chambéry et bon congres a tous.

Laurence Labat
Présidente de la SFTA

Pascal Kintz
Président du Conseil Scientifique de la SFTA

Christophe Doche
Responsable du Comité d’Organisation Savoyard
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PARTENAIRES & EXPOSANTS

AB SCIEX
AGILENT TECHNOLOGIES
THERMO FISHER SCIENTIFIC
ALERE INTERNATIONAL
WATERS
RANDOX LABORATORIES
LGC STANDARDS
CHROMSYSTEMS
ACQ SCIENCE
CARLO ERBA REAGENTS
BRUKER DALTONIQUE
LIPOMED
MEDICHEM DIAGNOSTICA
NAL VON MINDEN
PHENOMENEX
SHIMADZU
THERMO FISHER SCIENTIFIC CLINICAL DIAGNOSTICS
ABBOTT
RUMA
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17h00-19h00 :
18h00-19h30 :

08h30-18h30 :
08h30-18h30 :
08h30-09h30 :
09h00-10h30 :
10h30-11h00 :
11h00-12h45 :
12h45-13h45 :
13h45-14h45 :
14h45-16h30 :
16h30-17h00 :
17h00-18h00 :
18h00-18h30 :

20h00 :

S1-IvV

PROGRAMME DU CONGRES

e ¢ ¢ Mardi 18 septembre 2012 o o ¢

réunion des jeunes scientifiques

accueil, remise des mallettes, verre de 'amitié

e e ¢ Mercredi 19 septembre 2012 o o o

session posters

exposition de matériel

ouverture du congres

session « interprétation des analyses, statistiques, épidémiologie »
pause-café

session « risque chimique, santé au travail, toxicologie expérimentale »
déjeuner

workshop « Thermo Scientific »

session « toxicologie analytique 1 »

pause-café

session « toxicologie analytique 2 »

les 20 ans des congres de la SFTA

diner savoyard, sponsorisé par Waters



08h30-15h30 :
08h30-15h30 :
08h45-10h30 :
10h30-11h00 :
11h00-12h30 :
12h30-13h45 :
13h45-14h45 :
14h45-15h30 :

08h30-13h00 :
08h30-10h00 :
10h00-10h30 :
10h30-12h00 :
12h00-13h00 :
13h00-14h15 :
14h15-16h30 :

e o ¢ Jeudi 20 septembre o o o

session posters

exposition de matériel

session « toxicologie hospitaliere 1 »
pause-café

session « toxicologie hospitaliere 2 »
déjeuner

workshop « AB Sciex »

session « plantes, substances naturelles »

e o ¢ Vendredi 21 septembre o o o

session posters

session « toxicologie médico-judiciaire 1 »
pause-café

session « toxicologie médico-judiciaire 2 »
workshop « Agilent »

déjeuner

session de formation continue de la « CNBAE »
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PROGRAMME SCIENTIFIQUE
PRESENTATIONS ORALES

e o ¢ Mercredi 19 septembre 2012 o o o

09:00-10:30
Session Interprétation des analyses — statistiques — épidémiologie
Modérateurs : Marc DEVEAUX, Patrick MURA

O1. Est-il raisonnable d’utiliser les marqueurs capillaires de I'éthanol ?
P.KINTZ

02. Is hydroxyzine as safe as expected?

C. SASTRE, P. KINTZ, M. DEVEAUX, V. BAILLIF-COUNIOU, G. LEONETTI,
A.L.PELISSIER-ALICOT

03. Soumission chimique au tramadol ? Le cheveu toujours révélateur
V.DUMESTRE-TOULET, F. CHARVIER-LABORIE

O4. Prévalence de 'alcool et des stupéfiants chez 503 conducteurs décédés dans un accident de la
voie publique en 2010 et 2011 en France

P.MURA,B.BRUNET, C. CHALEROUX, V.DUMESTRE-TOULET

05. Prevalence of driving under the influence of alcohol, illicit and medicinal drugs: a roadside
survey in 13 European countries

A.VERSTRAETE,S.A.LEGRAND

06. DRAMES (Déces en Relation avec I’Abus de Médicaments Et de Substances: death related to
drug and illegal substance abuse): how to make it better?

H. EYSSERIC, C.E. BARJHOUX, M. GLAIZAL, P. SAVIUC, M. MALLARET, G. PEPIN,
N.RICHARD

11:00-12:45
Session Risque chimique — santé au travail — toxicologie expérimentale

Modérateurs : Jean-Pierre ANGER, Laurence LABAT-DEVEAUX

O7. Profil métallique par ICP-MS chez 100 volontaires : dix ans aprés

E. SAUSSEREAU, A. CESBRON, L. MAHIEU, I. COULAND, S. PLOUGONVEN,
M.GUERBET, [.P. GOULLE

S1-VI



0O8. Effet de la co-administration du GHB et de I’éthanol sur la respiration de repos chez le rat
O.ROUSSEL, P.RISEDE, P. HOUZE, F.J.BAUD

09. Développement d’une technique d’analyse et de dosage de différentes familles de pesticides
en LC-MS/MS ; applications a des échantillons d’eau

S. BODEAU, A. GOULAS, C. DURAND-MAUGARD, C. TALANDIER, G. DECOCQ,
T.TETU, AS.LEMAIRE-HURTEL

010. Profils cinétiques salivaires chez des fumeurs réguliers de marijuana ayant inhalé un joint
de cannabis pur titré a 11 % de THC

M. FABRITIUS, C.STAUB, P.MANGIN, M. APPENZELLER, C. GIROUD

O11. Etude d’inhalation controlée chez les fumeurs occasionnels et réguliers de cannabis :
comparaison des profils cinétiques des cannabinoides et effets comportementaux

C. GIROUD, M. FABRITIUS, G. BATTISTELLA, E. FORNARI, E. LAUER, K. DAO,
J.E. MALL, M. APPENZELLER, J.M. ANNONI, B. FAVRAT, C. STAUB, T. BUCLIN,
P.MAEDER, P. MANGIN

012. Développement d'une méthode d’analyse multi-résidus de polluants organiques dans les
cheveux

G.SALOUEBRE, E.HARDY,R.C.DUCA,BM.R.APPENZELLER

0O13. Mise en évidence des expositions multiples par analyse de cheveux chez des professionnels
et en population générale
BM.R.APPENZELLER, G.SALQUEBRE, E.HARDY, C. SCHUMMER

13:45-14:45
Workshop Thermo Scientific

14:45-16:30

Session Méthodes analytiques 1

Modérateurs : Jean-Michel GAULIER, Christian STAUB

O14. Les spots de sang séché (DBS) : un outil en analyse clinique, toxicologique et forensique
C.STAUB,E.LAUER, F. VERSACE, ]. DEGLON

015. Ftude de la stabilité des benzodiazépines dans les taches de sang
C.JAMEY, AF. HUDON, A.TRACQUI, B.LUDES, J.S.RAUL

016. Apport de la spectrométrie de masse a trappe d’ions par rapport a la spectrométrie de masse
en tandem en toxicologie de routine

S.DULAURENT, J.M.GAULIER,F.LAMBALLAIS, G.LACHATRE
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017. Lecouplage UPLC/QTOF :unoutil puissantentoxicologie hospitaliére pourlacaractérisation
d’une consommation d"un legal high (euphorisant 1égal)

L. HUMBERT, C. RICHEVAL, A. RIFFLET, N. CASTAING, K. TITIER, A. DAVELUY,
A.GARAT,P.NISSE, A. AUBOURG, L.LHERMITTE, D. ALLORGE

018. Optimisation d'une méthode de dosage de l’éthylglucuronide dans les cheveux par
chromatographie liquide avec détection par spectrométrie de masse en tandem, et exemples
d’applications :restitution du permis de conduire, suivi de sevrage, et évaluation des concentrations
capillaires d’EtG chez des abstinents

L. IMBERT, J.M. GAULIER, P.IZAC, P.J. WEILLER, P. BELENOTTI, A.L. PELISSIER-
ALICOT,]J. MORICHON, S. DULAURENT, G. LACHATRE

019. Dosage de la méthadone et de son principal métabolite 'EDDP dans le sang total apres
extraction par Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) et analyse par thermo désorption/CPG-SM

T.BESNARD, M. NICOLAS, N.BONGARD, C. MISSITCH

020. Transpositions de méthodes de dosages plasmatiques de médicaments de 'HPLC-DAD en
UHPLC-DAD

L. LABAT, A. THOMAS-SCHOEMANN, B. BLANCHET, C. BARDIN, M. VIDAL,
X.DECLEVES

17:00-18:00
Session Méthodes analytiques 2

Modérateurs : Ivan RICORDEL, Robert WENNIG

021. Microdosage rapide des cannabinoides (plasma, sérum, urines) par LC-MS/MS apres
dérivation par le dabsyl

C.LACROIX, E.SAUSSEREAU

022. Dosagesérique des antimycosiques azolés par chromatographieliquide a ultra-haute pression
couplée a un détecteur a barrette de diodes. Application au suivi thérapeutique pharmacologique

V.MISTRETTA, R.DENOOZ, C. CHARLIER

023. Diméthoxypropylphénéthylamine (2C-P) substance récréative peu commune: Dosages
plasmatique et urinaire (2 cas) par CLHP-UV-BD et CLHP-SM/SM.

M. BRETAUDEAU-DEGUIGNE, S. FEREC, B. LELIEVRE, B. DIQUET, L. LAGARCE,
P.HARRY, A. TURCANT

024. Caractérisation de métabolites urinaires grace au couplage UPLC/QTOF
C.RICHEVAL, A.RIFFLET, L. HUMBERT, M. LHERMITTE, D. ALLORGE

18:00-18:30 Les 20 ans de congres de la SFTA
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e o ¢ Jeudi 20 septembre o o o

08:30-15:30
Session Posters 1

Modérateurs : Véronique DUMESTRE-TOULET, Hélene EYSSERIC

08:45-10:30
Session Toxicologie hospitaliére 1

Modérateurs : Francoise FLESCH, Jean-Pierre GOULL E

025. Encéphalopathie postérieure réversible (PRES) due a un surdosage en tacrolimus induit par
un blocage de la CYP 3A4 par un macrolide au cours d'un syndrome néphrotique infantile

E. COQUAN, M. LOILIER, J. LACOTTE, S. FEDRIZZI, J]. BOURGINE, A. CESBRON,
P.ECKART,A. COQUEREL

026. Hyperbilirubinémie cause ou effet d'un surdosage en voriconazole ?

P. HOUZE, A. MAULOIS, I. SOULETIE, AL. ANDREOLI, S. TOURATIER,
H.SAUVAGEON

027. Intoxication séveére atypique non fatale au mévinphos : a propos d’un cas
P. GUERARD, P.E.CHARVE, C. MOESCH, F. LIRUSSI

028. Intoxication aigué volontaire au pentobarbital : a propos d'un cas

J. SCALA-BERTOLA, J. LEMARIE, D. ROSA, M]J. ROYER-MORROT, L. NACE,
P.NETTER, PE.BOLLAERT, N. GAMBIER

029. Aspects cliniques et analytiques d'une intoxication par la méthoxétamine

A. BOUCHER, J.M. GAULIER, G. DELHOME, T. CUETO, M. BOUDINAUD,
J.MAUBLANC,S.DULAURENT, L.IMBERT, J. DESCOTES, G. LACHATRE

030. Desoxypipradrol, nouvelle drogue disponible sur Internet : a propos d’un cas clinique

B. LELIEVRE, A. TURCANT, S. FEREC, M. BENNACEUR, D. BOELS, A. MONTEIRO
RODRIGUES, B.DIQUET

031. Syndrome d’amnésie-automatisme sous bromazépam : a propos d’un cas documenté
E.MATHIAUX, A.BOUCHER, ].M. GAULIER
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11:00-12:30

Session Toxicologie hospitaliére 2

Modérateurs : Patrick NISSE, Alain TURCANT

032. PRIS (PRopofol Infusion Syndrome) : syndrome de perfusion du propofol
S.BARGEL,B.MAGRET,].M. GAULIER, R. FUZIER, G. LACHATRE

033. Données cinétiques de dexamphétamine dans la prise en charge de la narcolepsie : étude
de cohorte

A. TURCANT,B.LELIEVRE,S.FEREC,A.C.QUENEAU, L.BOIDIN,B.DIQUET,S.LEU,
E.KONOFAL, C.FUNCK-BRENTANO, I. ARNULF

034. Le paracétamol, un vieil antalgique qui n’est pas sans risque : a propos d’un cas d’hépatite
fulminante

P.NISSE, F. MOLIN, M. LHERMITE, D. MATHIEU

035. Intoxication prénatale a la cocaine et I’héroine: déces d’'un nouveau-né par dépression
respiratoire
E.SAUSSEREAU, C.LACROIX, C. VICOMTE, J.P. GOULLE

036. Bacloféne et dépendance alcoolique : un traitement a risque ?

P. SAVIUC, R. GARNIER, I. BIDAULT, J. MANEL pour le Comité de coordination de
toxicovigilance (CCTV)

037. Dosages plasmatique et urinaire de 3,4-méthylénedioxypyrovalérone et de méthoxétamine
par CLHP-UV-BD et CLHP-SM/SM : a propos d’un cas

S.FEREC, B.LELIEVRE, B.DIQUET, I. LEBORGNE, P. HARRY, A. TURCANT

13:45-14:45 Workshop AB Sciex

14:45-15:30

Session Plantes - substances naturelles

Modérateurs : Yann BARGUIL, Christian GIROUD

038. Cas cliniques liés a la consommation de kava (Piper methysticum) : augmentation isolée de
gamma-glutamyltransférase (GGT) sérique et ichtyose
Y. BARGUIL,P.CABALION, E.CHOBLET, L.LEPOT, E. CHALUS, S. WARTER

039. La toxicité du khat impose-t-elle une modification de la réglementation de son usage en
Europe ?
A.BAERT, R.BOUVET,I.LOPEZ, M. LE GUEUT
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040. Dosage des cyanures dans les amandes améres et les noyaux d’abricot par chromatographie
en phase gazeuse a détecteur ionisation de flamme en mode Head Space (HS-CPG-FID)

Y.ZEBBICHE, I. REBAI, M. AZZOUZ,R.ABTROUN, B.ALAMIR, M. REGGABI

e o ¢ Vendredi 21 septembre o o o

08:30-13:00
Session Posters 2

Modérateurs : Pascal HOUZF, Anne-Sophie LEMAIRE-HURTEL

08:30-10:00
Session Toxicologie médico-judiciaire 1

Modérateurs : Anne-Laure PELISSIER, Alain VERSTRAETE

O41. Invitrostudiesof ethylglucuronide production:involvement of two genetically-polymorphic
enzymes, UGT1A9 and 2B7, and potential interactions with cannabinoids

A.L.SAABI,N.PICARD,F.L.SAUVAGE, G.TOURNEL, J M. GAULIER, D.ALLORGE

042. Analytical toxicology in forensic thanatology: retrospective study of 265 cases during 5 years
at Reims (France) medico-legal institute

Z. DJERADA, Y. DUVAL, D. LAMIABLE, C. FELIU, C. GOZALO, H. MILLART,
P.FORNES

043. General unknown screening by UPLC-QTOF in forensic toxicology: comparison of results
with targeted and not-targeted analysis by UPLC-TQD

A.RIFFLET, C.RICHEVAL, L. HUMBERT, M. LHERMITTE, D. ALLORGE

O44. Interpretation of n-butane findings in post-mortem samples

IM.GAULIER F.PARAF,S.DULAURENT,A.TURCANT,]J.C.ALVAREZ,V. DUMESTRE-
TOULET,I. MOREL, G.LACHATRE

045. Acute fatal overdose of gamma-hydroxybutyric acid (GHB) after ingestion of 1,4-butanediol
(1,4-BD). Pitfalls in toxicological and forensic data interpretation?

G. TOURNEL, R. CORNEZ, J.F. WIART, L. HUMBERT, C. DEMARLY, Y. DELANNOY,
D.ALLORGE, D. GOSSET, V.HEDOUIN, M. LHERMITTE

046. Non letal intoxication with methoxetamine, a novel ketamine like drug

E. ABE, F. RICARD, C. DUVERNEUIL-MAYER, A. KNAPP, S. GRASSIN-DELYLE,
F.DARROUZAIN, .C.ALVAREZ

S1-XI



10:30-12:00
Session Toxicologie médico-judiciaire 2

Modérateurs : Jean-Claude ALVAREZ, Pascal KINTZ

047. Fatal and non-fatal cases involving Ecstasy-type drugs in the Canada, France and UK
C.N.CHATTERTON, M. DEVEAUX, S.J. PORTER, M. CHEZE, G. HOIZEY, G. PEPIN

048. Tramadol quantitation in umbilical cord and human placenta usingliquid chromatography-
tandem mass spectrometry: a case report

N. ALLIBE, H. EYSSERIC, V. SCOLAN, A. BARRET, J.F. JOURDIL, F. STANKE-
LABESQUE, L. BARRET

049. Interest of hair analysis in the retrospective diagnosis and the evolution of addictive
behavior

V. BAILLIF-COUNIOU, G. HOIZEY, M. CHEZE, C. SASTRE, P. PERICH, S. ZUCK,
G.LEONETTI, A.L. PELISSIER-ALICOT

050. Diving under the influence of cannabis
B.BRUNET, A.DELBREIL, M. SAPANET, P. MURA, P.KINTZ

O51. Unusual morphine sulfate overdose in an adolescent

A.L. PELISSIER-ALICOT, P. KINTZ, G. PEPIN, P.R.P. POK, C. SASTRE, V. BAILLIF-
COUNIOU, G.LEONETTI

052. Determination of psychotropic drugs in drug addicts” hair: focus on two hallucinogenics,
ketamine and LSD

. MAUBLANC,].M.GAULIER,S. DULAURENT, G. LACHATRE

12:00-13:00
Workshop Agilent

14:15-15:30
Session de Formation Continue de la CNBAE

053. La politique de dépistage des stupéfiants dans la conduite automobile en Savoie
J.P.VALENSI, PROCUREUR DE LA REPUBLIQUE, CHAMBERY

054. Conséquences de la réforme de la médecine légale pour les experts toxicologues de la
CNBAE; état des lieux, questionnaire

V.DUMESTRE-TOULET, C. DESCH

055. La TVA dans les mémoires d’expertises judiciaires toxicologiques ; état des lieux, obligations
G.PEPIN
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POSTERS

Session 1: mercredi 19 septembre 08:30-18:30

Modérateurs : Véronique DUMESTRE-TOULET, Hélene EYSSERIC

Session 2 : jeudi 20 septembre 08:30-15:30

Modérateurs : Pascal HOUZE, Anne-Sophie LEMAIRE-HURTEL

P1. Hair analysis of amphetamines using SPE and LC-MS/MS
J.LHACKETT, A. ELIAN, K DONOVAN, M. TELEPCHAK

P2. Intoxication au GHB par ingestion de Xyrem® (oxybate de sodium)
T.GICQUEL,S.LEPAGE, A.BAERT, I. MOREL

P3. Impact of lowering confirmatory test cutoff value in urine cannabinoids screening program
Y. LECOMPTE, O. ROUSSEL, M. PERRIN

P4. Codéine et bronchopneumopathie chronique obstructive : a propos d’un cas mortel

A. CESBRON, F. BRIAND, P. LABURTHE-TOLRA, D. DEBRUYNE, V. LELONG-
BOULOUARD, F. PAPIN-LEFEBVRE, A. COQUEREL, M. LOILIER

P5. Dosage du kétoproféne dans le lait maternel par chromatographie liquide haute performance
A.FLORENT, G.ROCHE, P. SERAISSOL, P. GANDIA, M. LAVIT, G.HOUIN

P6. Dual stages versus single stage solid phase extraction protocols for basic, neutral and acidic
drug of abuse

K. AMOURA, L.FERLIN, L. HUMBERT, C. RICHEVAL, A. RIFFLET

P7. La Spectrométrie de Masse Haute Résolution : applications cliniques dans un laboratoire de
pharmacologie et de toxicologie hospitalier

L. XAVIER, J.PINGUET, P.HERVIOU, N. AUTHIER, A. ESCHALIER, D. RICHARD

P8. Validation du dosage du titane sanguin par ICP-MS avec cellule de collision

A. GARAT, J. GIRARD, C. RICHEVAL, D. ALEXANDRE, B. DEHON, H. MIGAUD,
M.LHERMITTE, D. ALLORGE

P9. Analyse des aglycones des glycosides de 1'if : outil diagnostic d’une intoxication a 1’if
V.VARLET, M. AUGSBURGER

P10. Dosage de glycols en chromatographie gazeuse couplée a un détecteur FID
M.LAVIT, A.FLORENT, C. MOULIN, P.SERAISSOL, P. GANDIA, G. HOUIN
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P12. Implementing Exactive ultra high resolution mass spectrometer and ExactFinder data
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PRESENTATIONS ORALES

1.Interprétation des analyses,
statistiques, épidémiologie

O1. Est-il raisonnable d’utiliser les marqueurs capillaires de
I’éthanol ?

P. Kintz

X-Pertise Consulting, Oberhausbergen

Objectif : L’éthyl glucuronide (EtG) et les esters éthyliques d’acides gras
(FAEE) sont des marqueurs classiquement utilisés pour évaluer 1’exposition
aI’éthanol dans les cheveux et les poils. La Society of Hair Testing (SoHT) a
établi le 22 mars 2011 un consensus révisé sur la caractérisation des buveurs
chroniques excessifs [1] et s’appréte a faire de méme (congres de Toronto en
juin 2012) pour mettre en évidence I’abstinence. La mise en place pratique
de ces analyses pose néanmoins de nombreux problemes d’interprétation qui
seront passés en revue dans cette présentation.

Méthode : Au Royaume-Uni, le cas Sharon Butler (résultats discordants
entre EtG et FAEE dans 2 laboratoires différents dans un contexte de garde
d’enfant), largement documenté dans la presse, a semé le trouble chez les
professionnels de la biologie médico-judiciaire et chez les magistrats, au
point ou cette approche a failli étre abandonnée dans toutes les expertises.
Nous avons passé en revue les cas (n = 32) qui nous ont été soumis de mars
2011 a mars 2012 pour interprétation, afin d’établir une stratégie dans les
situations conflictuelles.

Résultats : Dans un premier temps, les différents parameétres susceptibles
d’interférer tant sur le dosage de I’EtG (molécule polaire, de petite taille)
et des FAEE (risque d’interférences, difficultés d’extraction, mauvaise
répétabilité) que sur I'interprétation des résultats (faible énergie de liaison a
la matrice kératinisée, sensibilité aux traitements cosmétiques, recouvrement
des concentrations entre différentes catégories de buveurs) seront évalués en
fonction des données de la littérature. Dans un second temps, les résultats
discordants dans notre pratique seront discutés. Le non-respect de la
longueur des segments recommandée par la SoHT (segments plus courts
que 0-3 cm, ou plus longs que 0-6 cm) est une premiere source de difficulté.
La nature anatomique du poil conditionne le résultat, les poils pubiens étant
trés propices a une contamination externe. Il semble que seuls les poils
de poitrine puissent se substituer aux cheveux. En I’état, le consensus de
la SoHT avec un seuil de positivité a 30 pg/mg n’est applicable qu’a la
seule caractérisation d’un éthylisme chronique et ne peut pas s’utiliser pour
démontrer une abstinence. La différence de résultats parfois observée quand
les 2 tests sont pratiqués simultanément pourrait s’expliquer par une fenétre
de détection et un délai de normalisation différents entre EtG et/ou FAEE
dans les cheveux et les marqueurs sanguins usuels (CDT, VGM et yGT).
Enfin, les traitements cosmétiques ou les spécificités individuelles sont a
évaluer quand EtG et FAEE ne vont pas dans le méme sens.

Conclusion : Plus encore que pour les stupéfiants, la valeur absolue d’une
concentration d’EtG ou la somme des 4 FAEE dans les cheveux est a prendre
avec des précautions d’usage. Les consensus de la SoHT ne s’appliquent que
dans des situations trés standardisées.

A ce jour, il apparait comme peu scientifiquement acceptable d’établir 2
partir de la seule mesure de I’EtG ou des FAEE le profil addictif a I’éthanol,
voire I’abstinence d’un individu. Les résultats particulierement alarmants du
contrdle qualité 2011 de la SOHT ne vont pas dans le sens d’une parfaite
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maitrise de cette approche, pourtant absolument nécessaire compte tenu des
enjeux sociaux pour ceux qui sont testés.

Référence : 1. Document consulté sur le site http://www.soht.org le 24 mars
2012

0O2. Is hydroxyzine as safe as expected?

C. Sastre!', P. Kintz?, M. Deveaux®, V. Baillif-Couniou!, G. Leonetti',
A.L. Pelissier-Alicot'
Médecine
Oberhausbergen; *Laboratoire Toxlab, Paris

Objectives: Hydroxyzine is a central and peripheral H1-receptors antagonist
antihistaminic with anticholinergic properties. In adults, its indications are
limited to minor manifestations of anxiety, to premedication of general
anesthesia and, for oral forms, to symptomatic treatment of urticaria.
Meanwhile, because of its reputation of efficiency and safeness, hydroxyzine
is widely prescribed out of the market authorization, especially in psychiatry,
in patients with insomnia and/or in state of agitation [1]. Authors present
three cases of death in patients hospitalized in psychiatric unit in whom

!Service de Légale, Marseille; *X-Pertise  Consulting,

analysis showed a toxic level of hydroxyzine, in association with other
psychotropes at therapeutic levels. They discuss the potential mechanisms
of these intoxications.

Materials and methods: Toxicological analyzes were carried out in femoral
blood sampled at autopsy. Identification and dosage of phenothiazines and
neuroleptics were performed by gas chromatography — mass spectrometry
(GC-MS) and liquid chromatography — diode array detection (LC-DAD).
Identification and dosage of benzodiazepines were measured by liquid
chromatography — tandem mass spectrometry (LC-M/MS). Commemoratives
and autopsy results were noted for each case. Medical records were also
examined.

Results: The results are shown in the following table.

Femoral Blood
concentrations

Autopsy

Treatment findings

Valproic acid: 53.3 mg/L

Dépamide® 300 mg: 3 tab/day 7-aminoclonazepam:

Rivotril® 2 mg: 3 tab/day Inhalation of

Case n°l 66 ng/L
asen Lysanxia® 10 mg: 6 tab/day He gastric content
(M, 32 years, Oxazepam: 57 pg/L ) )
X Atarax® 100 mg: 3 tab/day X Major asphyxic
autist) K Hydroxyzine: 3.56 mg/L
Risperdal Consta®: 1/15 days syndrom
Lexomil® 6 mg: 2 tab/d i
exomt me: = tabfday Bromazepam: 142 ug/L
Visceral
Case n°2 Laroxyl® 50 mg: 2 tab/day Amitriptyline: 70 pg/L 1>ceral'
congestion
(F, 70 years) |Atarax® 100 mg: 3 tab/day Hydroxyzine: 0.52 mg/L e R
; Cachexia

Zyprexa®15 mg: 1 tab/day
Case n°3 Atarax® 100 mg: 3 tab/day
(F, 45 years, |Seresta® 10 mg: 4 tab/day
bipolar)

Olanzapine: 0.15 mg/L
Hydroxyzine: 1.40 mg/L | Visceral

Oxazepam: 0.55 mg/L congestion
Noctran® 10 mg: 1 tab/evening [Nordazepam: < 0.1 mg/L
Théralene® 5 mg: 2 tab/day

Discussion: In these 3 cases, hydroxyzine had been obviously administrated at
levels higher than those prescribed. The others drugs are present at therapeutic
levels. Victims” medical records don’t report any pathology (hepatopathy,
renal insufficiency) that could induce hydroxyzine accumulation and autopsy
allows eliminating any other cause of death or associated evolutive pathology.
Associated drugs are essentially benzodiazepines, one anti depressant and
one normothymic antiepileptic. No data to explain these deaths have been
found in the literature, authors discuss the potential mechanisms that led
victims to the death.
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Reference: 1. Schubert DS. Hydroxyzine for acute treatment of agitation and
insomnia in organic mental disorder. Psychiatr J Univ Ott. 1984; 9(2):59-60

03. Soumission chimique au tramadol ? Le cheveu toujours
révélateur

V. Dumestre-Toulet, F. Charvier-Laborie

Laboratoire ToxGen, Bordeaux

Objectif : Une jeune fille de 19 ans porte plainte pour agression sexuelle avec
soumission chimique. Elle déclare qu’on lui aurait fait prendre de force des
comprimés qu’elle identifie comme du tramadol 100. Les analyses de sang
requises par la justice mettent en évidence des concentrations toxiques de
tramadol, alors que I’examen clinique n’est pas en faveur d’une intoxication.
Sur les conseils de I’expert, le Procureur requiert des analyses de cheveux
afin d’évaluer une éventuelle toxicomanie au tramadol.

Méthodes : Une meche de cheveux bruns de 20 cm a été prélevée et une
longueur de 5cm, coté racine, a été retenue pour explorer une période
d’environ 5 mois. Aprés une double décontamination au dichlorométhane,
4 segments de 1 a 2 cm ont été effectués, fragmentés aux ciseaux, incubés
dans 2 mL de tampon Sorensen puis extrait apres ajout de zolpidem-d6
comme étalon interne par extraction en phase en solide sur colonne Oasis®
HLB (Waters). Aprés évaporation a sec, les extraits sont repris et injectés
selon une méthode publiée en chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem [1].

Résultats : L’analyse des phases de lavage ne met pas en évidence la
présence de tramadol. L’analyse capillaire confirme les résultats sanguins
d’exposition au tramadol et met en évidence des concentrations importantes
de la molécule mere et du métabolite, le démethyltramadol, au regard des
valeurs retrouvées dans la littérature [1, 2] ou dans plusieurs expertises
réalisées au laboratoire. Ces résultats sont détaillés dans le tableau suivant :

Segment 1 proximal | Segment 2 Segment 3 Segment 4

(0-1 cm) (1-2 cm) (2-3 cm) (3-5 cm)
tramadol 14 ng/mg 12,1 ng/mg 12,5 ng/mg 11,6 ng/mg
démethyltramadol 2,5 ng/mg 1,7 ng/mg 1,7 ng/mg 1,8 ng/mg

Ils permettent d’exclure une exposition unique au tramadol dans le cadre
d’une soumission chimique, telle que décrite par la plaignante aux services
enquéteurs, mais oriente plutot vers une toxicomanie au tramadol. La jeune
fille a confirmé plus tard avoir pris du tramadol pour calmer des douleurs
dorsales un an auparavant et n’avoir pas pu arréter le médicament.
Conclusion : L’analyse capillaire permet une fois de plus de faire la
distinction entre une exposition unique et chronique et met ici en exergue
I’abus d’un antalgique opioide de palier 2, le tramadol, tres fréquemment
prescrit depuis le retrait en France en 2011 du dextropropoxypheéne. L' ANSM
(Agence Nationale de sécurité du Médicament) a ainsi signalé récemment
I’abus de tramadol, trés addictogene et objet d’un mésusage important et
dévastateur au Moyen-Orient, et a placé toutes les spécialités a base de cette
molécule sous surveillance [3].

Références : 1. Musshoff F. et coll. Determination of opioid analgesics in
hair samples using LC/MSMS and application to patients under palliative
care. Ther Drug Monit. 2007; 29(5):655-661. 2. Hadidi AK. et coll.
Determination of tramadol in hair using solid phase extraction and GCMS;
Forensic Sci Int. 2003; 135(2):129-136. 3. Document consulté sur le site
http://www.ansm.sante.fr/ le 20 mai 2012

O4. Prévalence de I’alcool et des stupéfiants chez
503 conducteurs décédés dans un accident de la voie publique
en 2010 et 2011 en France

P.Mura', B. Brunet', C. Chaleroux', V. Dumestre-Toulet?

!Centre  Hospitalier ~ Universitaire, Laboratoire de Toxicologie et

Pharmacocinétique, Poitiers ; *Laboratoire ToxGen, Bordeaux
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Objectif : Une étude réalisée en France en 2003-2004 chez 2003 conducteurs
décédés dans un accident de la route [1] avait montré que 39,6 % des
conducteurs avaient consommé du cannabis, 3,5 % des opiacés, 3,1 % des
amphétamines et 3,0 % de la cocaine. Depuis cette période, de nombreuses
campagnes d’information ont été menées et des dépistages d’alcool et de
stupéfiants ont été pratiqués au bord des routes. Le but de cette étude a été
d’évaluer ’efficacité de ces mesures en déterminant les prévalences d’usage
de stupéfiants et d’alcool obtenues au cours de la période 2010-2011 avec le
méme protocole d’étude que précédemment.

Méthodes : Ont participé a cette étude le laboratoire Toxgen de Bordeaux
et le laboratoire de toxicologie du CHU de Poitiers. Les stupéfiants ont
été analysés par chromatographie gazeuse — spectrométrie de masse selon
la procédure recommandée par la SFTA et 1’alcool par chromatographie
gazeuse — ionisation de flamme avec injection en espace de téte. Les seuils de
positivité utilisés étaient de 0,5 ng/mL pour le THC, 2 ng/mL pour le THC-
COOH, 20 ng/mL pour les opiacés, les amphétamines et les métabolites de
la cocaine. La présence d’alcool dans le sang était avérée lorsqu’elle était
supérieure a 0,2 g/L.

Résultats : 503 échantillons sanguins ont été inclus dans I’étude, provenant
de 16 départements du Sud-Ouest et du Centre-Ouest de la France.

Les prévalences les plus élevées étaient observées pour le cannabis et I’alcool
avec les résultats suivants :

Hommes | Hommes | Femmes | Femmes Tous Conducteurs

tous dges | <30 ans | tous ages | <30 ans | conducteurs

Nombre 448 167 55 27 503 194

<30 ans

THC 13,3 % 22,7 % 9,1 % 14,8 % 12,9 % 21,6 %
THC-COOH 16,3 % 28,7 % 9,1 % 14,8 % 15,5 % 27.3 %
Alcool 25,1 % 30,5 % 17 % 18,5 % 242 % 28,8 %

Les valeurs les plus élevées concernant le cannabis et 1’alcool étaient
observées chez les hommes de moins de 30 ans. Les opiacés étaient présents
chez 8 conducteurs (1,6 % du nombre total de cas étudiés), les métabolites
de la cocaine dans seulement un cas et aucun conducteur n’avait consommé
d’amphétamines. Le cannabis était associé a 1’alcool dans 42 % des cas. La
moyenne observée pour 1’alcoolémie était de 1,84 g/L avec un écart type de
0,86 g/L. La comparaison de ces résultats avec ceux de 1’étude réalisée en
2003-2004 montre une baisse tres significative de la prévalence d’usage de
cannabis chez les conducteurs de moins de 30 ans décédés dans un accident
de la route (28,7 % versus 39,6 %), bien que restant encore tres élevée.
Conclusions : Cette étude confirme que la conduite sous influence d’alcool
ou de stupéfiants demeure un probleme majeur en France et semble indiquer
que les mesures de prévention et de dépistage au bord des routes ont été
efficaces au cours de ces derniéres années. Compte tenu de ces résultats, nous
ne pouvons qu’encourager les pouvoirs publics a poursuivre voire intensifier
les campagnes d’information et de dépistage.

Référence : 1. P. Mura et coll. Use of drugs of abuse in less than 30-year-old
drivers killed in a road crash in France: a spectacular increase for cannabis,
cocaine and amphetamines. Forensic Sci Int. 2006; 160(2-3):168-172

OS5. Prevalence of driving under the influence of alcohol,
illicit and medicinal drugs: a roadside survey in 13 European
countries

A. Verstraete, S.A. Legrand

Department of Clinical Chemistry, Microbiology and Immunology, Ghent
University, Ghent, Belgium

Aims: In order to determine the extent of driving under the influence of
alcohol, illicit and medicinal drugs, a roadside survey was conducted in
13 European countries using a common study protocol.

Methods: The roadside survey was performed in Belgium (BE), Czech
Republic (CZ), Denmark (DK), Spain (ES), Finland (FI), Hungary (HU),
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Italy (IT), Lithuania (LT), the Netherlands (NL), Norway (NO), Poland
(PL), Portugal (PT) and Sweden (SE) between 2008 and 2010 [1]. Drivers
of passenger cars and vans were randomly selected during all hours of the
day and all days of the week. For saliva collection a StatSure Saliva Sampler
device was used except in NL, where saliva was collected by means of
spit cups. Blood samples were collected in BE, IT, NL and LT with glass
tubes containing sodium fluoride and potassium oxalate. Twenty-three
substances were quantified. Extraction methods included liquid-liquid (LLE)
or solid phase (SPE), chromatographic separation was performed by gas
chromatography (GC) or liquid chromatography (LC) and detection was by
(tandem) mass spectrometry.

Results: In total, 48542 samples were analysed. The prevalence of alcohol
(> 0.1 g/L) varied between 0.15% (HU) to 8.6% (IT). For illicit drugs,
tetrahydrocannabinol (THC) was most frequently detected (weighted
European mean 1.32%; highest in ES, 5.99%), followed by cocaine (mainly
in Southern Europe, 1.49% in ES). Amphetamines and illicit opiates were
less frequently detected, with a European mean of 0.08 and 0.07 respectively.
Illicit drugs were mainly detected among young male drivers, during all times
of the day but mainly in the weekend, while medicinal drugs were mainly
detected among older female drivers during daytime hours. Benzodiazepines
were the most prevalent medicinal drug in traffic (European Union mean
1.03%) while Z-drugs were less prevalent (0.11%). Combinations of alcohol
and drugs were observed in 0.37% (varying between 0% in PL and HU and
1.14% in ES), and combinations of multiple drug classes in 0.39% (between
0% in LT and 1.22% in IT). Considerable differences between countries were
observed. Z-drugs and medicinal opiates and opioids were more frequently
detected in Northern Europe. Illicit drugs, alcohol and benzodiazepines were
relatively frequently detected in Southern Europe. In Eastern Europe the
prevalence of alcohol and drugs was relatively low compared to the other
European regions.

Conclusions: On a European level alcohol is estimated to be used by 3.48%
of the drivers, illicit drugs by 1.90%, medicinal drugs by 1.36%, drug-drug
combinations by 0.39% and alcohol-drug combinations by 0.37%. Large
differences were observed between the individual countries.

Reference: 1. Houwing S et al. Prevalence of alcohol and other psychoactive
substances in drivers in general traffic: Part I. DRUID report. Consulted on
website www.druid-project.eu on April 9, 2012.

06. DRAMES (Déces en Relation avec I’Abus de Médicaments
Et de Substances: death related to drug and illegal substance
abuse): how to make it better?

H. Eysseric', C.E. Barjhoux', M. Glaizal?, P. Saviuc', M. Mallaret', G. Pepin®,
N. Richard*

'CHU Grenoble; *CHU Marseille; 3Compagnie Nationale des Biologistes et
Analystes Experts, Laboratoire Toxlab, Paris; “ANSM (AFSSAPS), Paris
Objective: DRAMES is an annual prospective survey organized since 2002
by ANSM (formerly AFSSAPS, French Health Products Safety Agency).
Analytical toxicology experts are routinely asked to report cases of deaths
related to an overdose of psychoactive drugs occurring in drug abusers,
whether it is caused by a drug or by another substance [1-3]. The objective
of the current study is to describe the drug/substance-related deaths trends in
the last 5 years (2006-2010) and consider improving the case collection and
the causality evaluation.

Method: The study method was reviewed by the High Council of Forensic
Medicine and reported to the CNIL (French data protection authority).
Collected anonymous data include: socio demographic profile of the subject,
medical history, severity of abuse at the time of death, circumstances of body
finding, autopsy report and blood analysis indicating the substances taken
and blood concentrations. A Center for Evaluation and Information on Drug
Dependence (CEIP) analyzed and confirmed the data.

Results: Illegal substances and drugs directly related to deaths are listed
below.

2006 2007 | 2008 2009 2010
Number of experts 16 18 19 25 31
Z‘tl‘z’s ber of direct sub related | yoe | 192 | 207 | 260 | 247
Illegal substances: 95 110 113 137 100
heroin 59 84 87 103 79
cocaine 31 25 22 32 16
others (amphetamines, cannabis...) 5 1 4 2 5
Opioid maintenance drugs: 51 72 84 89 121
methadone (MET) 31 61 64 58 81
buprenorphine (BUP) 20 11 20 31 40
Opioids legal drugs (excepted MET
an‘; P, gal drugs (excep 18 10 19 34 20
Others substances/drugs 4 0 1 0 6

In 2010, the number of included cases stabilized and the number of illegal
substance-related (heroin and cocaine) deaths fell after continuous rises up to
2009. These variations are likely to be related with a change of CEIP in 2009
(in Marseille up to 2009 [1] and in Grenoble ever since). Moreover, every
year more experts are participating in the survey. Eventually, as more patients
are probably treated with methadone since capsules are available in France,
we observe more opioid maintenance drug-related deaths.

Conclusion: Starting from these trends in the last 5 years, improvements
should comprise:

— Including even more experts to gather cases from any parts of the country;
— Identifying the substance responsible for the death in each case by
reinforcing the causality criteria established between the substances and the
deaths. It was based on the patient’s drug/substance blood concentrations,
medical history and autopsy report;

— Optimizing the data collection sheet to encourage coroners to participate,
have better quality information when selecting cases and enhance the
causality evaluation.

References: 1. ANSM (AFSSAPS) Surveys 2006, 2007, 2008 and 2009
(http://www.afssaps.fr). 2. Questel F. et coll. Epidémiologie des déces
par surdose chez les usagers de drogues. Courr Addict. 2010; 12(3): 8-11.
3. Janssen E. Les surdoses mortelles par usage de substances psychoactives
en France. Tendances. 2010; (70): mai (http:/www.ofdt.fr).

2.Risque chimique, santé au travail,
toxicologie expérimentale

0O7. Profil métallique par ICP-MS chez 100 volontaires : dix
ans apres

E. Saussereau', A. Cesbron', L. Mahieu', I. Couland', S. Plougonven',
M. Guerbet?, J.P. Goullé'?

'Groupe Hospitalier du Havre, Le Havre; *UFR de Médecine et de
Pharmacie, Rouen

Objectifs : Dix ans apreés avoir mesuré les concentrations normales de
31 éléments métalliques dans le sang et le plasma, par plasma a couplage
inductif reli¢ a un détecteur de masse (ICP-MS), il nous a semblé utile
d’évaluer I’impact des modifications éventuelles de notre environnement sur
ces teneurs [1].

Matériels et méthodes : Cent volontaires des deux sexes, indemnes de
toute affection, sans exposition professionnelle aux métaux, non traités
par du lithium ou du strontium, ne prenant pas d’oligo-élément, ni de
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complément vitaminique, non porteurs de prothese métallique ont été
inclus. La consommation de tabac et le port d’amalgame dentaire sont
renseignés. Le sang a été prélevé dans des tubes sous vide en PET de 6 mL
pour éléments traces contenant 10 mg d’EDTA diK (vacutainer réf. 368381,
BD diagnostics). L'ICP-MS est un spectrometre X7CCT Thermo Elemental
(Thermo Optek), avec cellule de collision réaction (CCR) utilisant comme
gaz réactionnel un mélange d’hélium (93 %) et d’hydrogene (7 %), équipé
d’un passeur d’échantillons et du logiciel Plasmalab. L’eau employée est
purifiée extemporanément sur Synergy UV (Millipore). Les réactifs, de
qualité Suprapur pour analyses de traces et les solutions étalons de métaux
proviennent de chez Merck, Prolabo WWR et Analytika. Les dosages sont
réalisés dans le plasma et le sang total (0,3 mL) apres dilution en milieu acide
(2,6 mL de butanol 0,5 % — acide nitrique 1 % — triton 0,01 % pour le plasma
et 0,1 % pour le sang — avec 2 étalons internes In et Rh 1 ppb) auxquels
on ajoute 0,1 mL d’acide nitrique a 2 %. Pour le plasma, 1’étalonnage est
effectué en milieu aqueux, alors qu’il est fait appel a la méthode des ajouts
dosés pour le sang total. Les éléments suivants sont quantifiés : Li, Be, B,
Al, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Mo, Pd, Ag, Cd, Sn,
Sb, Te, Ba, W, Pt, Hg, Tl, Pb, Bi, U. Les dosages de Cr, de V sont réalisés
avec la CCR et les mesures de Hg plasmatique par une technique spécifique ;
selon des procédures déja décrites [2, 3]. La qualité des résultats obtenus
est régulierement vérifiée, par des contrdles internes, par la participation au
programme canadien de comparaisons interlaboratoires par ICP-MS et par
I’emploi de plasma et sang de contr6le (Seronorm).

Résultats : Les coefficients de régression sont dans la gamme de linéarité (de
0225 ou 1000 ng/mL selon les éléments) supérieurs a 0,999. Les limites de
quantification s’échelonnement de 3 pg/mL (U) & 10 ng/mL (B) pour le sang
total, de 3 pg/mL (U) a 13 ng/mL (Al) pour le plasma. Les concentrations
normales sont présentées pour les 32 éléments.

Conclusion : L'ICP-MS est un équipement dont la puissance permet d’établir
non seulement le profil métallique d’un individu, mais également de mettre
en évidence des expositions ou des intoxications a divers éléments tant
dans le domaine de la toxicologie clinique que de la toxicologie judiciaire,
professionnelle ou environnementale.

Références : 1. Goullé J.P. et coll. Dosage multiélementaire des métaux et
métalloides dans les milieux biologiques par ICP-MS : valeurs usuelles chez
100 témoins. Ann Toxicol Anal. 2004 ; 16: 261-268. 2. Goullé J.P. et coll.
Dosage du mercure plasmatique par ICP-MS. Concentrations usuelles chez
53 sujets volontaires. Ann Toxicol Anal. 2008 ; 20: 53-54. 3. Goullé J.P. et
coll. Validation du dosage du chrome par ICP-MS avec cellule de collision
dans les matrices biologiques et concentrations usuelles. Ann Toxicol Anal.
2011 ;23:211-216

0O8. Effet de la co-administration du GHB et de I’éthanol sur
la respiration de repos chez le rat

0. Roussel'?, P. Risede', P. Houzé?, F.J. Baud'

'INSERM U705, Paris ; ’IRCGN, Rosny/Bois ; *Hépital Saint-Louis, Paris
Objectif : Nous avons rapporté précédemment les effets respiratoires du
GHB pour des doses supérieures a 600 mg - kg™' chez le rat méle Sprague-
Dawley alors que I’éthanol a différentes doses (0,125 24,5 g - kg™') reste sans
effet sur la respiration de repos [1]. Dans son usage récréatif, le GHB est
assez souvent associé a 1’alcool. En utilisant des doses de GHB et d’éthanol
générant des concentrations sanguines similaires a celles observées lors
d’intoxications, nous avons étudié I’interaction de ces toxiques sur le plan
dynamique (ventilation de repos) et cinétique (dosages sanguins de 1’éthanol
et du GHB). Le protocole a été agréé par le comité d’éthique de I’Université.
Meéthodes : Les animaux, d’un poids de 250 a 300 grammes, sont répartis
aléatoirement entre les 4 groupes : un groupe de témoins (TEM), un groupe
recevant 3 g - kg™ IP d’éthanol (E3), un groupe recevant 600 mg - kg™' IP
de GHB (G6) et un groupe recevant simultanément 600 mg - kg™' IP de
GHB et 3 g-kg'IP d’éthanol (G6E3). Pendant les 240 minutes suivant
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I’administration, les parametres respiratoires (temps total, temps inspiratoire,
temps expiratoire, fréquence, volume courant et volume minute) sont
déterminés par pléthysmographie corps entier. La température des animaux
est suivie par télémétrie (Data Sciences International). L’éthanol sanguin
est dosé en espace de téte avec un CPG/DIF Thermo Scientific Trace GC.
Pour le dosage du GHB sanguin, I’étalon interne (GHB hexadeutéré) est
additionné aux échantillons, qui sont déprotéinés par dilution/précipitation
dans I’acétonitrile. Apres évaporation, les surnageants sont dérivés avec du
BSTFA + 1 % TMCS, puis analysés en mode MRM par un couplage Bruker
450-GC 320-MS et dosés contre une gamme externe. Les résultats sont
exprimés en moyenne =+ erreur standard a la moyenne. Des ANOVA a deux
facteurs sont utilisés pour 1’analyse statistique avec un seuil de significativité
p < 0,05 (GraphPadPrism® version 5.0).

Résultats : — Signes cliniques — Les animaux de TEM sont asymptomatiques ;
ceux des autres groupes présentent des signes de comas. Seuls les animaux
de G6 se réveillent spontanément avant la fin de 1’étude. Les groupes
recevant du GHB présentent une évolution thermique en trois phases :
hypothermie ; hyperthermie ; hypothermie, alors que le groupe E3 présente
une hypothermie. — Parameétres respiratoires — Seuls les individus des
groupes G6 et GO6E3 se distinguent de ceux de TEM, a volume minute
inchangé, tous les autres parametres sont modifiés, la respiration est ralentie
et plus profonde. Ces effets se distinguent entre eux : ceux du groupe G6E3
sont plus tardifs et plus intenses, les animaux ayant présentés des apnées
inspiratoires et expiratoires conséquentes. — Cinétiques sanguines — La
présence de GHB n’altére pas la cinétique d’éthanol, alors qu’en présence
d’éthanol, I’absorption du GHB est ralentie et la disponibilité augmentée.
Conclusion : L’administration concomitante de GHB et d’éthanol modifie les
effets respiratoires observés lors de I’administration des substances isolées.
Ces effets, semblables a ceux induits par le GHB seul, sont d’apparition
plus tardive et de plus grande intensité, avec survenue d’une respiration
apneustique. L’interaction cinétique observée lors de cette co-administration
explique en partie ces effets, en particulier le retard dans leur apparition. Par
contre, la respiration apneustique n’avait été observée que pour des doses
supérieures de GHB, avec des apnées expiratoires plus courtes que celles
observées dans cette étude. Cette observation serait en faveur d’une synergie
toxicodynamique et toxicocinétique entre 1’éthanol et le GHB.

Références : 1. Roussel O, et coll. Oxybate effects on ventilation at rest —
Toxicokinetic-toxicodynamic relationship in the rat. Eurotox 47™ Congress
of European Societes of Toxicology. 2011; Paris

09. Développement d’une technique d’analyse et de
dosage de différentes familles de pesticides en LC-MS/MS ;
applications a des échantillons d’eau

S. Bodeau', A. Goulas?, C. Durand-Maugard', C. Talandier'?, G. Decocq'?,
T. Tetu', A.S. Lemaire-Hurtel!

Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie et UF PRIMAX, CHU d’Amiens-
Picardie ; 2UR « Ecologie et Dynamique des Systemes Anthropisés » (EA
4898, FR CNRS 3417), Université de Picardie Jules Verne, Amiens
Objectifs : Connaitre et maitriser I'impact des xénobiotiques sur
I’environnement et la santé humaine est un défi d’actualité. Cette
préoccupation est au cceur du développement agricole et agroalimentaire,
qui cherche a raisonner I’utilisation des pesticides dans ses cultures. C’est
dans ce contexte que nous avons développé un projet scientifique avec les
entreprises Syngenta® et Bonduelle®. L’objectif principal de I’étude est
d’analyser, dans des cultures 1égumieres expérimentales en semis direct sous
couvert, les effets de 1’application de pesticides en effectuant, notamment,
des analyses multirésidus de pesticides pour connaitre leur devenir dans I’eau
et le sol. Pour ce faire, le laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie du CHU
d’ Amiens a développé une technique de dosage en CLHP-MS/MS répondant
aux criteres de sensibilité et de spécificité des analyses en multirésidus.
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Méthodes : Les volumes d’eau recueillis sur le terrain et nécessaires aux
analyses sont de 10 mL au minimum par échantillon. Afin d’extraire et de
concentrer les molécules contenues dans ces échantillons, des cartouches
Strata X (Phenomenex®) sontutilisées. Le volume d’élution (1 mL)estévaporé
sous courant d’azote avant d’étre repris par la phase mobile. La séparation des
analytes est effectuée en phase inverse par CLHP (Prominence, Shimadzu®)
sur une colonne Kinetex 2,6 u C18 100 A 100 x 2,1 mm (Phenomenex®). La
détection est effectuée en spectrométrie de masse (3200 QTRAP, ABSciex®),
permettant d’obtenir deux transitions par composé, en mode d’acquisition
MRM. Les étalons internes utilisés sont I’atrazine D5 en mode d’ionisation
positive et le dinoseb en ionisation négative. Les points de calibration et les
contrdles sont préparés localement et analysés pour définir les parametres de
la méthode (linéarité, reproductibilité, répétabilité, limites de quantification
(LDQ) et de détection (LDD), rendement d’extraction). Quarante-trois
prélevements, fournis par Syngenta®, ont été analysés en LC-MS/MS afin de
doser les 2 pesticides appliqués sur les parcelles durant I’année 2011. Trois
prélevements ont été réalisés, en fonction de la pluviométrie, a deux mois
d’intervalle chacun environ (TO, T1 et T2).

Résultats : Une ionisation positive ou négative permet d’analyser les
cinq familles de pesticides appliqués dans les parcelles expérimentales
(S-metolachlor, pinoxaden, thiamethoxam, prosulfocarb et chlorothalonil)
ainsi que leurs métabolites respectifs. La linéarité, qui s’étend de 5 pg/mL
a 200 pg/mL, est conforme aux concentrations attendues en pesticides,
retrouvées a 1’état de traces dans les eaux. La LDQ obtenue est de 5 pg/mL ;
la LDD de 3 pg/mL. Les analyses des 43 prélevements ont permis de
quantifier les 2 pesticides utilisés en 2011 (S-metolachlor et thiamethoxam)
ainsi que leurs métabolites. Les concentrations fluctuent en fonction du type
de parcelle, de la culture légumicre et de la teneur en azote.

Conclusion : La technique ainsi développée en LC-MS/MS permet
d’atteindre des performances analytiques équivalentes a celles observées
dans la littérature [1, 2]. Les caractéristiques analytiques de notre méthode
permettent un dosage multirésidus de pesticides a 1’état de traces dans
la matrice environnementale (eau), avec une LDQ suffisamment basse
(5 pg/mL), garante de la sensibilité de la technique.

Références : 1. Fenoll J. et al. Multiresidue analysis of pesticides in soil by
High-Performance Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry,
J. of AOAC Int 2009; 92:1566-1575. 2. Fenoll J. et al. Determination of
48 pesticides and their main metabolites in water samples by employing
sonication and LC-MS?, Talanta 2011; 85:975-982

010. Profils cinétiques salivaires chez des fumeurs réguliers
de marijuana ayant inhalé un joint de cannabis pur titré a
11 % de THC

M. Fabritius', C. Staub', P. Mangin', M. Appenzeller?, C. Giroud'

'Unité de Toxicologie et Chimie Forensiques, Centre Universitaire Romand
de Médecine Légale (CURML), Lausanne-Genéve, Suisse ; *Département de
Pharmacologie Clinique et de Toxicologie, CHUV, Lausanne, Suisse
Objectifs : L’analyse de la salive présente un intérét croissant en toxicologie
forensique car son prélevement est moins invasif que celui du sang.
De plus, la présence de THC dans la salive indique une consommation
récente de cannabis [1]. L’objectif est de déterminer par LC-MS/MS au
moyen de 2 nouvelles approches analytiques validées les profils cinétiques
des cannabinoides dans le fluide oral de volontaires fumeurs réguliers de
cannabis apres inhalation d’un joint de cannabis pur (Bedrobinol®) titré a
11 % de THC (% de matiere seche).

Méthodes : Huit cannabinoides sont recherchés dans 1la salive
de 26 volontaires, fumeurs réguliers de cannabis: le delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC), le 11-hydroxy-THC (11-OH-THC), le 11-nor-
9-carboxy-THC (THCCOOH), le cannabinol (CBN), le cannabidiol (CBD),
I’acide delta-9-tetrahydrocannabinolique A (THC-A) et les 2 conjugués
glucuronidés du THC et du THCCOOH (THC-gluc et THCCOOH-gluc). La

salive des sujets a été prélevée a 1’aide du kit de prélevement Quantisal™
(NalvonBinden) au cours de la journée. Sept prélevements sont effectués, 2
avant ’inhalation et 5 apres. Les échantillons sont stockés a — 80 °C avant
d’étre analysés par LC-MS/MS apres extraction sur phase solide (SPE) ou
extraction liquide-liquide (LLE). La SPE est effectuée avec des colonnes
d’extraction Oasis HLB (Waters). La LLE est réalisée avec un mélange
d’heptane et d’acétate d’éthyle (4:1). La séparation chromatographique est
obtenue avec une colonne Kinetex C18, 2,6 um, 150 x 2,1 mm. L’analyse
MS est effectuée avec un spectrométre de masse AB Sciex API 5 000 triple
quadrupole avec une source ESI opérant en mode négatif puis positif.
Résultats : Des concentrations de THC allant jusqu’a 3 000 ng/mL ont été
détectées dans la salive quelques minutes apres inhalation. Parallelement, la
concentration de THC-A augmente également chez certains sujets et peut
atteindre 800 ng/mL. Le CBN est aussi détecté, parfois jusqu’a 150 ng/mL.
Le THCCOOH est mesuré en faibles concentrations (entre 0,05 et 3 ng/mL).
Des traces de THC-glucuronide et THCCOOH-glucuronide ont été relevées.
Seuls le 11-OH-THC n’est pas détecté dans la salive. Plus de 3 heures aprés
inhalation, les concentrations de THC sont encore élevées chez certains
sujets (200 ng/mL).

Conclusions : La méthode développée permet la détection et la quantification
de cannabinoides dans la salive. Les concentrations tres faibles de THCCOOH
ne sont détectées que par LLE, alors que la SPE permet ’extraction et la
détection des glucuronides. Les concentrations élevées de THC-A indiquent
qu’il n’est pas completement transformé en THC par décarboxylation
pendant I’inhalation et suggeérent aussi une contamination buccale. De plus,
les essais réalisés montrent que la fenétre de détection pour le THC dans la
salive est d’au moins 3 heures. Enfin, la détection des métabolites nécessite
des méthodes tres sensibles (LOQ < 100 pg/mL).

Références : 1. Samyn N. et coll. Place de la salive et des cheveux dans le
dépistage d’un usage de stupéfiants en milieu professionnel. Ann Toxicol
Anal. 2002 ; 14(1) : 33-42

O11. Etude d’inhalation controlée chez les fumeurs
occasionnels et réguliers de cannabis : comparaison des profils
cinétiques des cannabinoides et effets comportementaux

C. Giroud', M. Fabritius', G. Battistella?, E. Fornari?, E. Lauer', K. Dao?,
J.-F. Mall*, M. Appenzeller®, .M. Annoni’, B. Favrat®, C. Staub', T. Buclin®,
P. Maeder?, P. Mangin'

'Unité de Toxicologie et Chimie Forensiques, Centre Universitaire
Romand de Médecine Légale (CURML), Lausanne-Genéve ; *Département
de Radiologie, CHUV, Université de Lausanne et Centre d’Imagerie
Biomédicale, Lausanne ; °Département de Pharmacologie Clinique et
de Toxicologie, CHUV, Lausanne ; *Département de Psychiatrie, CHUYV,
Lausanne-Cery ; °Unité de Neurologie, Département de Médecine,
Université de Fribourg ; °Unité de Psychologie et de Médecine du Trafic,
CURML, Lausanne-Genéve, Suisse

Objectifs : Comparer les profils cinétiques des cannabinoides et les effets
subjectifs et objectifs induits par ’inhalation d’un joint de cannabis entre
2 groupes de fumeurs de cannabis. Le premier groupe est constitué¢ de
consommateurs occasionnels, le second de fumeurs réguliers.

Méthodes : 31 consommateurs occasionnels de cannabis et 26 fumeurs
réguliers ont été recrutés. Tous sont des hommes agés entre 18 et 30 ans. Le
jour de 1’étude, les volontaires fument un joint contenant 0,7 g de cannabis
pur titré a 11 % de THC selon un protocole bien défini ou un joint contenant
un cannabis placebo renfermant moins de 0,1 % de THC et de CBD. Les
concentrations de cannabinoides sont mesurées dans le sang par GC-MS/MS
ou LC-MS/MS. Les effets subjectifs et la volonté de conduire sont évalués a
I’aide de questionnaires. Les effets objectifs sont mesurés au moyen de tests
psychotechniques et par imagerie par résonance magnétique fonctionnelle
(fMRI).
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Résultats : Pour les 31 fumeurs occasionnels, 23 sujets seulement ont pu
étre inclus dans I’étude. Quant aux fumeurs réguliers, tous ont été retenus. Le
« crapotage » et des effets secondaires non souhaités ont été les principales
causes d’exclusion chez les fumeurs occasionnels. Les fumeurs réguliers
semblent avoir plus de difficultés a comprendre les questions qui leur sont
posées. Les taux les plus élevés mesurés chez les fumeurs occasionnels
juste apres l’inhalation vont de 17 a 168 ng/mL dans le sang complet
(médiane : 87 ng/mL). Pour le THCCOOH, des concentrations maximales
de 5 a 38 ng/mL ont été mesurées (médiane : 15 ng/mL). Pour les fumeurs
réguliers, les taux de THC maximaux s’établissent dans une fourchette allant
de 37 a 192 ng/mL de sang (médiane : 95 ng/mL). Pour le THCCOOH, ces
valeurs vont de 17 & 143 ng/mL (médiane : 41 ng/mL). Les différences les
plus importantes entre les 2 groupes sont relevées pour le THCCOOH. Les
fumeurs occasionnels ressentent des effets significatifs pendant les 3 heures
d’investigation qui suivent I’inhalation. Les sujets appartenant a ce groupe
éprouvent la sensation d’étre intoxiqués et confus, ressentent I’impression
d’étre moins aptes a conduire. La différence est trés marquée entre le placebo
et le joint riche en THC. Ces effets perdurent largement au-dela du pic de
THC. Une tendance similaire mais moins prononcée est constatée chez les
fumeurs réguliers. Toutefois, le sentiment d’étre capable de conduire diminue
lui aussi de maniére relativement importante.

Conclusions : Des différences notables sont observées entre les 2 groupes
sur la maniere de fumer et sur les effets ressentis. En ce qui concerne les
profils cinétiques des cannabinoides, les différences les plus importantes sont
constatées pour le THCCOOH.

012. Développement d’une méthode d’analyse multi-résidus
de polluants organiques dans les cheveux

G. Salquebre', E. Hardy', R.C. Duca', B.M.R. Appenzeller'

'Laboratory of Analytical Human Biomonitoring-CRP-Santé, Luxembourg,
Luxembourg

Objectif : Dans I'intérét de mettre en évidence 1’exposition cumulée a des
niveaux environnementaux de polluants organiques, une méthode d’analyse
simultanée de 90 composés dans un méme prélevement de cheveux a été
développée.

Méthodes : Apres décontamination des meches de cheveux dans I’eau
puis dans 1’acétonitrile, les polluants organiques étudiés sont extraits par
incubation de 50 mg de cheveux pulvérisés durant une nuit dans un mélange
acétonitrile/eau. Les 90 composés d’intérét appartenant a différentes familles
de molécules aux propriétés physico-chimiques diverses, voir opposées,
plusieurs méthodes d’analyses sont nécessaires a leur détection. L’extrait est
donc divisé en trois aliquotes et soumis a différentes analyses. D’une part,
une méthode de GC-MS/MS basée sur une micro-extraction en phase solide
(SPME) permetladétectionde 25 pesticides organochlorés (OCs), 6 pesticides
organophosphorés (OPs), 5 pyrethrinoides, 4 polychlorobiphényles (PCBs),
7 polybromodiphényléthers (PBDEs) et 5 autres molécules. D’autre part, un
aliquote de ’extrait dérivé avec du pentafluorobenzylbromide est analysé en
GC-MS/MS (chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
en tandem). Il permet 1’analyse de 10 métabolites de OPs, 6 métabolites de
pyrethrinoides et 3 autres métabolites. L’injection liquide de cet extrait dérivé
rend aussi plus aisée la détection de molécules telles que le propiconazole, les
PCBs et les PBDEs, qui sont peu extraits en SPME. Enfin, la derniére partie de
I’extrait est analysée en LC-MS/MS afin de déterminer 7 néonicotinoides, le
diuron et 3 de ses métabolites, 6 POPs et 8 de leurs métabolites, 2 carbamates
et un de leur métabolite, 2 azoles et 8 autres composés.

Résultats : Différentes approches analytiques ont été envisagées et évaluées,
ainsi que de nombreux parametres au niveau du traitement de 1I’échantillon,
afin de permettre la détection du plus grand nombre de composés avec la
meilleure sensibilité possible. Ces trois méthodes, grace a I'utilisation de
19 standards internes isotopiques, permettent la quantification de 1’ensemble
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des composés étudiés avec des parametres de validation acceptables,
notamment pour la SPME. Les limites de quantification vont de 0,01 a
10 pg/mg.

Conclusion : Ce développement analytique permet la détection simultanée
de 90 composés différents a partir d’'un unique prélevement de cheveux.
Les limites de quantification atteintes sont compatibles avec des niveaux de

concentration résultant d’exposition environnementale des individus.

013. Mise en évidence des expositions multiples par analyse
de cheveux chez des professionnels et en population générale
B.M.R. Appenzeller, G. Salquebre, E. Hardy, C. Schummer

Laboratory of Analytical Human Biomonitoring, CRP-Santé, Luxembourg,
Luxembourg

Objectif : Bien que I'intérét de la matrice cheveux pour la mise en évidence
des expositions environnementales et professionnelles a des polluants
organiques soit de plus en plus mise en avant, la plupart des études
réalisées ne concerne qu’un nombre limité de molécules, généralement
d’une méme famille chimique (par exemple organochlorés, dioxines,
polychlorobiphényles). Cette limitation est a la fois liée a la complexité de
cette matrice, aux faibles quantités de matrices généralement disponibles,
aux bas niveaux de concentrations présents et aux difficultés associées
au développement de méthodes d’analyse multi-résidus incluant des
molécules aux propriétés physico-chimiques différentes. De nombreux
travaux mettent cependant en avant I’importance des expositions cumulées,
méme a bas niveaux, dans le développement d’effets physiopathologiques,
soulignant ainsi I’'importance de méthodes multi-résidus pour I’évaluation de
I’exposition. Nous présentons ici les résultats obtenus dans le cadre de trois
études au cours desquelles 1’exposition des individus (population générale
et expositions professionnelles) a été évaluée a 1’aide de méthodes multi-
résidus appliquées a des prélevements de cheveux.

Méthodes : Les méthodes appliquées étaient basées sur 1’utilisation
parallele de différentes techniques : chromatographie gazeuse couplée a
une spectrométrie de masse triple quadripdle en tandem (GC-MS/MS),
chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse triple
quadripdle en tandem (LC-MS/MS) et micro extraction phase solide
(SPME). Les trois populations présentées ici concernaient : population 1)
14 membres du laboratoire (11 hommes et 3 femmes, agés de 23 a 60 ans)
chez qui 22 pesticides étaient recherchés; population 2) 18 agriculteurs
(7 céréaliers et 11 viticulteurs) chez qui 50 pesticides (agricoles et non-
agricoles) étaient recherchés ; population 3) 200 volontaires représentatifs
d’une population générale (composée a parts égales d’hommes et de femmes
pour un age moyen de 44 ans) chez qui 71 polluants organiques (pesticides,
métabolites, polychlorobiphényles (PCBs) et des polybromodiphényléthers
(PBDE?s)) étaient recherchés.

Résultats : Chez les membres du laboratoire, 13 pesticides parmi les 22
recherchés ont été détectés et le nombre de pesticides détectés chez chaque
individu allait de 4 a 11. Chez les agriculteurs, 33 pesticides parmi les 50
recherchés ont été détectés au moins une fois et le nombre de pesticides
différents détectés chez chaque individu allait de 1 a 8. Chez les membres
de la cohorte, 49 polluants ont été détectés parmi les 71 recherchés et le
nombre de composés différents détectés chez chacun des volontaires allait
de 13 a35.

Conclusion : Cette étude met clairement en évidence 1’exposition multiple
des individus y compris ceux non exposés de part leur activité professionnelle.
Les résultats présentés soulignent la pertinence de la matrice cheveux pour
la mise en évidence de I’exposition aux polluants organiques et montrent
I’intérét des méthodes multi-résidus dans le cadre d’études visant a relier
I’exposition des individus a des effets physiopathologiques.
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3.Méthodes analytiques

014. Les spots de sang séché (DBS) : un outil en analyse
clinique, toxicologique et forensique

C. Staub, E. Lauer, F. Versace, J. Deglon

Centre Universitaire Romand de Médecine Légale, Unité de Toxicologie et
Chimie Forensiques, Geneve, Suisse

Objectif : Une pression croissante est exercée sur les toxicologues afin de
réduire les volumes d’échantillons dont ils ont besoin pour leurs analyses. Le
probléeme est en partie résolu en utilisant des gouttes de sang séché (Dried
Blood Spots, ou DBS) comme alternative a du plasma conventionnel ou a du
sang liquide. A la lumiére d’applications développées dans notre laboratoire,
nous nous proposons de démontrer le potentiel de cette technique en analyse
clinique, toxicologique et forensique [1].

Méthodes et résultats : Dans un premier temps, le développement d’un
prototype a permis le traitement et 1’analyse automatisés de 30 spots de
sang séché par couplage chromatographie liquide — spectrométrie de masse
en tandem (LC-MS-MS). Une recherche ciblée et automatisée de plus de
deux cents composés médicamenteux sera présentée dans le contexte de la
toxicologie clinique et forensique. Pour clore ce volet, nous présenterons une
méthode permettant la quantification d’une vingtaine de benzodiazépines
et actuellement utilisée en routine dans notre laboratoire. Enfin, nous
aborderons 1’analyse DBS directe sous 1’angle des solutions commerciales
actuellement sur le marché.

Conclusion : D’abord introduits dans le diagnostic néonatal, les spots de
sang séché sont maintenant largement utilisés dans des domaines aussi
variés que le monitoring thérapeutique et les études pharmacocinétiques. Si
leur utilisation en toxicologie clinique et forensique reste encore trop rare,
une facilité de transport (envoi par la poste) et de stockage (a température
ambiante, pas besoin d’un congélateur ou d’un réfrigérateur) devrait aussi
leur assurer une place de choix dans ces deux domaines.

Référence : 1. Déglon J. et al. Direct analysis of dried blood spots coupled
with mass spectrometry: concepts and biomedical applications. Anal Bioanal
Chem. 2012; 402: 2485-2498

015. Etude de la stabilité des benzodiazépines dans les taches
de sang

C. Jamey, A.F. Hudon, A. Tracqui, B. Ludes, J.S. Raul

Laboratoire de Toxicologie, Institut de Médecine Légale, Strasbourg
Introduction : En toxicologie, I’étude des gouttes de sang séché représente
de plus en plus une alternative analytique. Elle offre de nombreux avantages,
en particulier un faible volume de prélevement et des conditions de
conservations simplifiées. Cette technique est notamment appliquée dans les
programmes de suivis thérapeutiques ou dans les études pharmacocinétiques.
Elle pourrait également constituer une nouvelle approche analytique dans le
domaine de la toxicologie médico-légale avec le recueil de traces de sang
sur les scénes de crime. Dans cette optique, nous avons étudié la stabilité
des benzodiazépines dans du sang exposé dans des environnements et des
délais différents.

Méthode : Cette étude de stabilité a été réalisée sur certaines benzodiazépines
(alprazolam, bromazépam, clobazam, clonazépam, diazépam, tétrazépam
et triazolam) mais également sur le zolpidem, la méthadone et le
dextropropoxyphene. Une concentration de 10 ng/mL a été analysée,
reflétant ainsi une valeur thérapeutique faible pour la plupart des molécules
sélectionnées. Des gouttes de 50 uL de sang surchargé, sont déposées sur
des lames en verre puis conservées sous diverses conditions de temps (24 H,
48 H, 72 H, une semaine et un mois) et d’environnements (lumiere, obscurité,
sous-sol, — 20 °C, +4 °C, + 35 °C et extérieur). Le sang séché est ensuite

prélevé avec une lame de scalpel, pesé puis réhydraté pendant une demi-
heure avec un tampon ammonium a pH 9,5. Une extraction en phase liquide
en présence de prazépam (standard interne) est alors réalisée. L’analyse
est effectuée ensuite par chromatographie liquide ultra haute performance
couplée a la spectrométrie de masse en tandem (UPLC-MS/MS). En
parallele, le sang séché a également été prélevé a 1’aide d’écouvillons,
préalablement imprégnés d’eau physiologique, puis traité comme le sang
pesé. La validation de la méthode a été réalisée sur des gouttes de sang séché
placées a I’abri de la lumiere.

Résultats : Dans ces conditions analytiques, la méthode s’avere étre sensible
(0,0005 < LOQ < 0,005 ng/mg), linéaire (LOQ — 10 ng/mg) et répétable
(CV <20 %). Toutes les molécules testées ont été détectées aussi bien par
pesée que par écouvillonnage. Aucune altération majeure n’a été constatée.
Cependant, pour certaines molécules on peut constater une diminution
de la concentration pouvant aller jusqu’a 50 % entre 24 H et un mois de
conservation en particulier pour une température de + 35 °C.

Conclusion : Cette premicre étude a permis de démontrer la stabilité des
benzodiazépines, du zolpidem, de la méthadone et du dextropropoxyphene
dans des gouttes de sang séché sans influence majeure du délai d’exposition
et des conditions environnementales. Au vu des ces résultats, une nouvelle
approche analytique peut-&tre envisagée. L’analyse toxicologique des taches
de sang sur une sceéne de crime pourra refléter I’influence d’une substance au
moment des faits et pourra étre complémentaire de 1’expertise génétique et
de la morpho-analyse.

016. Apport de la spectrométrie de masse a trappe d’ions par
rapport a la spectrométrie de masse en tandem en toxicologie
de routine

S. Dulaurent, J.M. Gaulier, F. Lamballais, G. Lachatre

Service de Pharmacologie, Toxicologie et Pharmacovigilanc, CHU, Limoges
Objectif : Les laboratoires de Toxicologie sont, depuis une quinzaine
d’années, équipés de spectrometres de masse montés en aval de chaines
de chromatographie liquide. Parmi eux, les syst¢emes munis d’analyseur de
masse de type quadripolaire (CL-SM/SM) font référence et sont aujourd’hui
les plus nombreux, pour les raisons suivantes : ils se prétent particulicrement
bien a la quantification en raison de leur bonne fidélité, de leur large gamme
de linéarité, et ils sont, en outre, financieérement « abordables ». Pour des
applications de recherche d’inconnus (screening), I’analyseur de masse de
type trappe a ion linéaire (CL-SM") est une technologie performante, en
raison de sa grande sensibilité en mode full scan [1]. En revanche, pour
des applications quantitatives, cette technologie souffre d’une réputation
de gamme de linéarité d’amplitude limitée, et de fidélit€é moyenne, surtout
par rapport a la CL-SM/SM. L’objectif de cette présentation est de montrer,
a travers les recherches et/ou dosages dans I'urine (i) de la buprénorphine
(BU) et de la norbuprénorphine (NBU) et (ii) du LSD, que cette réputation
est parfois fausse, la CL-SM" pouvant méme s’avérer étre plus qu’une
alternative.

Méthodes : (i) La BU et la NBU (EI=BU-D, et NBU-D,) d’une part
[2] et (ii) le LSD et ses métabolites (nor-LSD et 2-oxo-3-hydroxy-LSD)
(EI = LSD-D,) d’autre part [3] sont extraits de I’urine & pH basique par une
extraction liquide/liquide. Dans les deux cas, le résidu sec est repris par
50 uL et 2 pL sont injectés. Les deux systemes analytiques utilisés sont une
CL-SM/SM API 2000 (AB Sciex) et une CL-SM" LTQ (Thermofisher).
Résultats : (i) En CL-SM/SM, compte tenu de leurs non fragmentations
dans la cellule de collision, I’acquisition de la BU et de la NBU s’effectue en
mode MS'. En revanche, I’énergie de collision appliquée dans la trappe du
CL-SM" permet la fragmentation de ces deux composés et la production de
spectres de masse MS? riches, offrant alors plusieurs transitions ion parent —
ions fils, et par conséquent, une spécificité accrue. Ainsi, cette dernicre
technologie nous a permis d’améliorer la confiance des résultats par rapport
a ceux produits par la CL-SM/SM. (ii) En routine (CL-SM/SM), nous avons
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été régulierement confrontés a quelques extraits d’urines présentant une
importante interférence au temps de rétention attendu du LSD-d,, malgré
I’utilisation d’une transition MRM. L’utilisation de plusieurs transitions
MRM et la modification de I’extraction n’ont pas permis d’éliminer
I’interférence. Dans cette application, I'utilisation de la CL-SM" en mode
de balayage MS? a permis d’éliminer complétement cette interférence. Ces
deux méthodes de dosages ont été validées dans 1’urine avec la CL-SM". Les
résultats des validations analytiques répondent aux exigences de 1’assurance
qualité du Service et ont été évalués favorablement par le COFRAC selon la
norme ISO 17025.

Conclusion : A c6té de la CL-SM/SM, les systémes de CL-SM" peuvent
trouver leur place comme technique de dosage en routine. En effet, leurs
fragmentations différentes et la possibilité de balayer jusqu’a MS? peuvent,
dans certains cas, apporter une solution technique.

Références : 1. Dulaurent S. et coll. Screening of Pesticides in Blood
with Liquid Chromatography-Linear Ion Trap Mass Spectrometry. Anal
Bioanal Chem. 2010; 396: 2235-49. 2. Hoja H. et coll. Determination
of buprenorphine and norbuprenorphine in whole blood by liquid
chromatography-mass spectrometry. J Anal Toxicol. 1997; 21(2) : 160-5.
3. Hoja H. et coll. Determination of LSD and N-demethyl-LSD in urine by
liquid chromatography coupled to electrospray ionization mass spectrometry.
J Chromatogr B. 1997; 692: 329-335

0O17. Le couplage UPLC-QTOF, un outil puissant en
toxicologie hospitaliere pour la caractérisation d’une
consommation d’un legal high (euphorisant légal)

L. Humbert', C. Richeval', A. Rifflet!, N. Castaing®, K. Titier?, A. Daveluy?,
A. Garat'#%, P. Nisse*, A. Aubourg®, L. Lhermitte'¢, D. Allorge'®
Laboratoire de Toxicologie, Centre de Biologie et Pathologie - CHRU,
Lille ; *Laboratoire de Pharmacologie, Hopital Pellegrin, CHU, Bordeaux ;
iCentre d’addictovigilance, département de pharmacologie, Université de
Bordeaux ; *Centre antipoison — CHRU, Lille, Lille ; >Service Urgences
Adultes, Hopital Jacques Monod, Le Havre ; °Université Lille Nord de
France, Lille

Objectif : Entre 1997 et 2010, 150 nouvelles molécules classées « legal high
ou euphorisant Iégal » ont été identifiées dans 1’espace de 1’Union européenne.
En France depuis 2008 I’OFDT a identifié 46 nouvelles molécules (dont 6
classées stupéfiants). L’acces large et facile a Internet, moyen moderne,
puissant, simple et discret permet d’acquérir a 1’étranger de nombreuses
substances. Les services d’urgences sont dorénavant confrontés a I’arrivée
de jeunes adultes admis apres avoir consommé des substances aux noms
« commerciaux » attractifs. Le laboratoire de toxicologie est sollicité pour
rechercher ou confirmer la consommation de ces substances. Les moyens
de screening classiques sont totalement inadaptés pour ces recherches. De
nouvelles substances sont synthétisées régulierement dans des laboratoires
clandestins, il est extrémement difficile pour un laboratoire de rester « dans
la course » et de posséder les spectres de références de toutes ces substances.
Notre laboratoire a développé une nouvelle approche de screening par le
couplage UPLC QTOF en mode MS.

Meéthodes : Les échantillons biologiques, et parfois les produits consommés,
sont extraits a pH acide et a pH alcalin par un mélange de solvants
organiques (Dichlorométhane/Ether/Hexane/Isoamylalcool). La séparation
chromatographique est faite en chromatographie liquide Ultrahaute
performance UPLC (Waters) équipée d’une colonne ACQUITY HSS C ¢
(150 mm x 2 mm, 1,8 pm) maintenue a 50 °C. L’élution est obtenue par un
gradient acétonitrile/0,1 % Acide formique — tampon formate d’ammonium
pH 3,0. La détection est faite par un spectrometre de masse hybride
quadripdle-temps de vol (QTOF) G2 QTOF (Waters). Une double acquisition
est réalisée simultanément: la premiere a basse énergie de collision
(2 eV) la seconde a haute énergie de collision (rampe de 10 a 40 eV). Le
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traitement des données acquises est fait par un ensemble de logiciels associés
(MassFragment, MetaboLynx, ChromaLynx, TargetLynx, ChemSketch).
Résultats : Cas N°1 : Jeune femme admise en réanimation avec des troubles
de la vision, anxiété et sensation de chaleur intense, le mCPP a été mis en
évidence dans les urines, la patiente est sortie dés le lendemain matin sans
séquelles. Cas N°2: Homme ancien toxicomane admis pour intoxication
aux amphétamines, les screening LCMSMS ont permis de détecter de
la méthadone, EDDP, lidocaine, hydroxyzine. Diverses poudres étaient
retrouvées a son domicile et notamment la 4 Me-O-PCP, 5-IAI, 2 C-C
I’analyse par UPLC QTOF a permis de mettre en plus en évidence la
4-MEC, 4 Me-O-PCP, DOC et I’etizolam. Cas N°3 : jeune homme de 23 ans
hospitalisé pour état de malaise avec palpitations et tachycardie, il avait fumé
une substance vendue sur Internet comme « nettoyant pour pipes a eau ».
Au final, la poudre analysée contenait un mélange de 5 cannabinoides de
synthese, et, parmi eux, le JWH 210 a été mis en évidence dans les liquides
biologiques.

Conclusion : Internet par ses forums de discussions et ses sites marchands
permet d’acquérir aisément de nouvelles substances psychoactives. Ces
nouvelles molécules, tres prisées par des jeunes adultes dans des contextes
de toxicomanies ou d’expérimentations en milieux festifs, rend ardu le travail
du toxicologue. Un screening trés large retrouvé « négatif » au regard des
librairies de spectres dont il dispose ne I’est peut étre plus forcément.

018. Optimisation d’une méthode de dosage de
I’éthylglucuronide dans les cheveux par chromatographie
liquide avec détection par spectrométrie de masse en
tandem, et exemples d’applications : restitution du permis de
conduire, suivi de sevrage, et évaluation des concentrations
capillaires d’EtG chez des abstinents

L. Imbert', J.M. Gaulier', P. Izac?, P.J. Weiller?, P. Belenotti’, A.L. Pelissier-
Alicot*, J. Morichon!, S. Dulaurent', G. Lachétre!

IToxicologie et Pharmacologie, CHU Dupuytren, Limoges ; *Commission
Médicale des Permis de Conduire, Limoges ; *Médecine Interne, CHU de
La Timone, Marseille ; *“Médecine Légale, Faculté de Médecine, Marseille
Objectif : Une concentration capillaire d’éthylglucuronide (EtG) supérieure
a 30 pg/mg constitue un marqueur sensible et spécifique de la consommation
de doses €levées et répétées de boissons alcoolisées [1]. Utilisée en routine
depuis plus de 4 ans dans le Service, les auteurs se proposent de présenter
une version optimisée de leur méthode de dosage capillaire d’EtG, et des
exemples pratiques d’utilisation de cet outil analytique.

Méthode : Une méthode analytique préexistante [2] a été optimisée, re-
déployée sur un 3200 Qtrap® (AB Sciex, France) et validée sous accréditation
Cofrac selon lanorme 17025 en portée flexible. Bricvement, 30 mg de cheveux
décontaminés ont été finement coupés, additionnés d’EtG-D5 (EI) et incubés
2 heures a température ambiante sous ultrasons. Apres extraction réalisée
a I’aide d’une cartouche Clean-Screen® EtG - UCT (Carlo Erba, France),
I’extrait a été évaporé a sec et repris par 70 uL d’un mélange acétonitrile/
acétate d’amonium (90/10; v/v). La séparation chromatographique de
20 uL de cet extrait a été réalisée a I’aide d’une colonne Uptisphere-3SI
(100 x 2 mm, 3 um) (Interchim, France), et suivie d’une détection en mode
MRM [m/z 22175 et 221—-85 (EtG) ; m/z 226—=75 (EtG-D5)].

En Haute-Vienne, les médecins de la commission médicale des Permis
de Conduire prescrivent systématiquement des analyses capillaires pour
I’évaluation du sevrage vis-a-vis des stupéfiants, et si nécessaire, des dosages
capillaires d’EtG en cas de discordance entre les autres marqueurs habituels
de I’éthylisme (GGT et CDT, notamment) : deux dossiers sont présentés.
Ces dosages ont également trouvé leur place dans la prise en charge
thérapeutique de certains patients, tels que Mme G, 71 ans polyalgique
dans un contexte d’exogénose. Enfin, cette méthode a permis d’évaluer les
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concentrations capillaires d’EtG pouvant éventuellement étre présentes chez
des abstinents (n = 10 ; 9 enfants et un adulte).

Résultats : Cette méthode optimisée présente une limite de détection et une
limite de quantification de 1 et 3 pg/mg, respectivement. Le domaine de
mesure s’étend jusqu’a 1000 pg/mg et présente des CV de reproductibilité et
des biais relatifs (n = 5) inférieurs a 15 %.

Les mesures d’EtG capillaires ont permis de prononcer 1’aptitude dans un
dossier de restitution de permis de conduire (moins de 2 pg/mg), mais pas
dans I'autre (79 pg/mg). Les concentrations d’EtG capillaire (53 pg/mg) et
urinaire (310 mg/L) de Mme G ont permis d’objectiver sa dépendance et
d’améliorer sa prise en charge psychologique. Enfin, il n’a pas été détecté
d’EtG dans les cheveux des 10 abstinents.

Conclusion : Le dosage de I'EtG capillaire est aujourd’hui un outil
suffisamment mature pour étre utilisé en routine. De plus, ce dosage
bénéficie aujourd’hui de contrdles de qualité externes organisés par des
sociétés savantes (SOHT et GTFCh) dont I’analyse des résultats permet d’en
vérifier la justesse et d’en consolider le dossier de validation.

Références : 1. Consensus of the Society of Hair Testing on hair testing
for chronic excessive alcohol consumption 2011. Ann Toxicol Anal. 2011;
23 (3): 111. 2. Lamoureux F et coll. Determination of ethyl-glucuronide in
hair for heavy drinking detection using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry following solid-phase extraction. Anal Bioanal Chem. 2009;
394 (7): 1895-1901

019. Dosage de la méthadone et de son principal métabolite
PEDDP dans le sang total apres extraction par Stir Bar
Sorptive Extraction (SBSE) et analyse par thermo désorption/
CPG-SM

T. Besnard', M. Nicolas', N. Bongard?, C. Missitch?

'Laboratoire LTB, Narbonne ; *Perkin Elmer, Courtabceuf

Objectif : Développer une méthode de dosage de la méthadone et de ’EDDP
dans le sang total par CPG-SM, sans dérivation et sans solvant organique,
en utilisant un barreau aimanté, appelé aussi TWISTER®, recouvert d’un
polymere PDMS (PolyDiMéthylSiloxane), pour réaliser 1’extraction par
méthode dite SBSE (Sti Bar Sorptive Extraction). La SBSE est basée
sur I’extraction par sorption de molécules dissoutes en phase aqueuse et
selon leur coefficient de partage octanol/eau (Log K , ). Cette technique,
déja utilisée dans 1’environnement, semble prometteuse pour 1’analyse de
matrices biologiques [1] de par son potentiel analytique et la simplicité du
protocole de préparation des échantillons mis en ceuvre.

Méthodes : A 1 mL de sang total sont ajoutés 100 uL de K,HPO, (pH = 8,4)
et du NaCl a saturation. L’extraction est ensuite réalisée avec le TWISTER®.
Apres extraction, le barreau est récupéré et lavé a 1’eau désionisée puis séché
avec du papier absorbant. Il est ensuite placé dans un tube étanche a I’air et
I’ensemble est mis dans un thermodésorbeur. Les molécules ainsi désorbées
sont condensées dans un piege avant d’étre injectées dans le systeme
CPG-SM. L’analyse des molécules a été effectuée en SIR.

Résultats : La méthode développée est sensible et linéaire de 1 a 500 ng/
mL pour la méthadone et de 10 a 300 ng/mL pour I’EDDP avec une bonne
précision inter et intra-séries (CV <20 %). Les taux de recouvrement ont
été de 75 % et 28 % respectivement pour la méthadone et I’EDDP. Les
limites de détection étaient de 0,1 ng/mL pour la méthadone et de 5 ng/mL
pour ’EDDP avec des limites de quantification de 1 ng/mL et 10 ng/mL
respectivement pour la méthadone et I’EDDP.

Conclusion : Nous avons développé une nouvelle méthode de dosage
en CPG-SM de la méthadone et de 'EDDP dans le sang total en utilisant
un procédé d’extraction simple par sorption des molécules sur un barreau
magnétique recouvert d’une phase apolaire. Cette technique s’affranchie
de T’utilisation de solvant d’extraction, de la dérivation des molécules, des
étapes de centrifugation et de transfert de phases que requierent les méthodes
classiques d’extraction liquide-liquide et SPE (Solid Phase Extraction).

Références : 1. Tienpont B. et al. Stir bar sorptive extraction-thermal
desorption-capillary GC-MS applied to biological fluids. Anal. Bioanal.
Chem. 2002; 373: 46-55

020. Transpositions de méthodes de dosages plasmatiques de
médicaments de "HPLC-DAD en UHPLC-DAD

L. Labat, A. Thomas-Schoemann, B. Blanchet, C. Bardin, M. Vidal,
X. Decleves

Laboratoire Pharmacocinétique et Pharmacochimie, Groupe COCHIN,
Paris

Objectif : L'UHPLC ou la chromatographie liquide haute performance
en mode « Ultra » est actuellement implantée dans de nombreux laboratoires
hospitaliers. Une des problématiques est de pouvoir utiliser cette nouvelle
technologie pour des dosages réalisés jusqu’a présent en HPLC-UV ou
-DAD et de les améliorer en termes de résolution, de temps d’analyse et
de sensibilité. A travers plusieurs exemples de routine hospitalizre, les
avantages et les limites de I'UHPLC seront décrits.

Méthodes : La chaine UHPLC utilisée est de marque Agilent 1290 Infinity
LC. Les échantillons plasmatiques sont extraits en phase liquide selon
des méthodes de préparation adaptées des extractions classiques utilisées
jusqu’alors en HPLC. On réalise le suivi thérapeutique de la clomipramine
(CLOM) par le dosage plasmatique de la molécule et de son métabolite
desméthylé actif (DCLOM) en utilisant une colonne Eclipse Plus C18
RRHD (1,8 um, 2,1 x 50 mm) (Agilent) et une phase mobile acétonitrile/
tampon NaH,PO, 0,01M + TEA 0,12 % (ajustée pH 3) (30/70, v:v) en
mode isocratique. Le suivi de la metformine (METF) plasmatique dans
les cas d’intoxications est réalisée sur une colonne Kinetex HILIC 100A
(Phenomenex) (2,6 um, 2,1 x 100 mm) et une phase mobile acétonitrile/
acétate d’ammonium 10 mM (pH 5,8) (50/50, v : v) en mode isocratique.
Les volumes d’injection ont été divisés par 10, de ’ordre de 1 a 3 pL.
Résultats : Ces analyses sont réalisées en routine avec des débits optimisés
(entre 0,3 et 0,4 mL/min) correspondant a des pressions de 300 a 400 bars.
Les temps de rétention sont alors de 1,4 min (EI, imipramine) 1,9 min
(DCLOM), 2,2 min (CLOM), et de 2,6 min (EI, phénylbiguanide), 4 min
(METF) permettant d’obtenir des temps d’analyse de 3 min (CLOM)
et de 5 min (METF). Les méthodes présentées sont validées en terme de
linéarité (25 a 300 pg/L pour CLOM et DCLOM, et 0,03 a 5 mg/L pour
METF), sensibilité (LDQ =3 pg/L pour CLOM et DCLOM et 0,01 mg/L
pour METF), reproductibilit¢ (CV <10 % a 2 niveaux de CQ) avec des
parametres de validation comparables a ceux obtenus en HPLC.
Conclusion : La rapidité des analyses (temps divisé par 2 pour la METF
et par 3 pour la CLOM), les temps de conditionnement et de rincage
considérablement diminués, les plus faibles consommations en solvants
organiques sont sans nul doute des atouts importants en milieu hospitalier
pour l'utilisation de ce type de technologie. La conception méme des
colonnes utilisées, constituées de particules de petites tailles (<3 um)
permettant d’obtenir les séparations les plus efficaces semble cependant
étre le facteur limitant de 1’utilisation en routine de ce type de dosage dans
des matrices biologiques complexes comme le plasma. Un compromis
sur le choix des colonnes (taille de particules de 1’ordre de 3 um) ou sur
le choix de débits évitant de travailler a des pressions trop élevées, sont
certainement les solutions raisonnables pour une utilisation en routine
hospitaliere. L'utilisation de préfiltres et de pré-colonnes, la filtration des
tampons sur des filtres a 0,2 ym apparaissent également indispensables a une
utilisation réguliere. La préparation d’échantillons par extractions en phase
solide ou liquide est a privilégier, indispensable et souvent similaire a celles
classiquement utilisées en HPLC pour les mémes types de molécules.

La méthode en UHPLC-DAD utilisée dans un contexte d’urgence apparait
tout a fait adaptée au diagnostic d’intoxication comme celle de la METF. Elle
est spécifique, sensible, reproductible et rapide, permettant de confirmer le
diagnostic de I’intoxication dans les meilleurs délais.
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021. Microdosage rapide des cannabinoides (plasma, sérum,
urines) par LC-MS/MS apres dérivation par le dabsyl

C. Lacroix, E. Saussereau

Laboratoire de pharmacocinétique et de toxicologie, Groupe Hospitalier du
Havre, Le Havre

Introduction : Le cannabis représente en France, le stupéfiant le plus
consommé et le dosage des cannabinoides (THC, 11-OH-THC, THC-
COOH, cannabidiol et cannabinol) constitue une activité importante dans
nos laboratoires, rendue délicate par les faibles concentrations circulantes.
Objectif : Le couplage GC-MS ou GC-MS/MS permet de quantifier ces
molécules avec une sensibilité satisfaisante mais avec une prise d’essai de
500 a 1000 pL. La LC-MS/MS n’a pas vraiment apporté de solution notable,
car la faible protonation de ces molécules n’engendre qu’une faible réponse
en électrospray. La solution passe par une dérivation afin de générer des
molécules protonables en milieu acide. L'hydroxyle phénolique commun &
tous les cannabinoides est facilement dérivable par de nombreux réactifs.
Le dabsyl, déja utilisé pour la dérivation des acides aminés en LC-MS,
réagit également avec la fonction phénol et, est susceptible de produire des
dérivés stables des cannabinoides. L’objectif de ce travail est d’élaborer une
technique rapide et sensible de dosages des principaux cannabinoides en
LC-MS/MS apres dabsylation.

Méthode : 50 pL de sang sont déprotéinisés par 100 uL. d’ ACN contenant les
différents étalons deutérés (THC, 11-OH-THC, THC-COOH, cannabidiol et
cannabinol), puis ultrasonnés pendant 10 min. Apres centrifugation, 20 pL
de solution de dabsyl (ACN ; 4 mg/mL) et 20 uL de NaOH 1M sont ajoutés
a 100 uL de surnageant. Apres chauffage a 70 °C pendant 5 a 10 minutes,
le mélange est refroidi afin de stopper la réaction et 15 pL sont injectés sur
une colonne Atlantis (150 x 2,1 mm ; 3 um) avec un gradient de phases
mobiles eau + 0,1 % d’acide formique et ACN + 0,1 % d’acide formique.

Transitions :
Cannabinoides dabsylés | Ions parents |Ions de quantification | Ions de confirmation
THC 602,4 225,1 120,4 -75,8
THC-d3 6054 225,1 120,4-754
11-OH-THC 6183 256,2 3125
11-OH-THC d3 621,3 256,2 3155
THC-COOH 632,2 2241 120
THC-COOH d3 635,2 224,1 120
Cannabinol 598,2 2253 120,4-75,6
Cannabinol d3 601,2 2253 120,4-75,6
CBD monodabsylé 602,4 225,1 120,4
CBD monodabsylé D3 6054 225,1 120,4
CBD didabsylé 889,5 2243 120,1 - 147,8
CBD didabsylé d3 892,5 2243 120,1 - 1478

Laméthode a été validée dans le sang selon le principe des profils d’exactitude
(Logiciel e.noval, Arlenda®, Belgique). Le risque 3 pour la détermination de
I’intervalle de confiance des mesures attendues est fixée a 5 % et les limites
d’acceptation a +/— 30 a 40 % en fonction des molécules et des niveaux de
concentrations. Une comparaison entre la méthode LC-MS/MS développée
et une technique GC-MS/MS actuellement utilisée en routine, a été réalisée
dans le sang et le plasma (n = 128 pour le THC et 11-OH-THC ; n = 68 pour
le cannabinol et le cannabidiol). Les régressions de Passing-Bablok, tests
de Bland-Altman et de Student apparié ont été effectués avec le logiciel
Medcalc® (Medcalc Software, Belgique).

Résultats : Les LOD et LOQ sont respectivement pour le THC de 0,07 et
0,25 ng/mL, de 0,1 et 0,3 ng/mL pour le 1 1-OH-THC et de 0,1 et 0,25 ng/mL
pour le THC-COOH. Les résultats sont linéaires jusqu’a 100 ng/mL pour
le THC et 11-OH-THC, jusqu’a 250 ng/mL pour le THC-COOH. Les tests
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statistiques révelent 1’absence de différence significative entre les méthodes
LC-MS/MS et GC-MS/MS.

Conclusion : La dérivation par le dabsyl permet un dosage rapide, sensible
et spécifique des cannabinoides en LC-MS/MS a partir de micro-volumes
d’échantillon.

022. Dosage sérique des antimycosiques azolés par
chromatographie liquide a ultra-haute pression couplée
a un détecteur a barrette de diodes. Application au suivi
thérapeutique pharmacologique

V. Mistretta', R. Denooz', C. Charlier!

Laboratoire de Toxicologie clinique, médico-légale, de I’environnement et
en entreprise, Centre Hospitalier Universitaire, Liege, Belgique

Objectif : Le nombre d’infections fongiques invasives ne cesse d’augmenter
et le taux de mortalité associé a ces pathologies est préoccupant. Afin
d’optimiser le traitement, le suivi thérapeutique pharmacologique des
antimycosiques est proposé [ 1]. Une méthode de dosage par chromatographie
liquide a ultra-haute pression couplée a un détecteur a barrette de diodes
(UHPLC-DAD) est développée pour doser simultanément tous les
antifongiques azolés utilisés dans la pratique hospitaliere : le miconazole
(MZ), le fluconazole (FZ), le kétoconazole (KZ), le posaconazole (PZ),
le voriconazole (VZ), I’itraconazole (IZ) et son métabolite principal actif,
I’hydroxy-itraconazole (HIZ).

Méthodes : Dans des tubes en verre de 20 mL, a I mL de sérum, sont ajoutés
100 pL de solution de standard interne (SI) (20 mg/L d’azaconazole dans du
méthanol), 500 pL d’une solution de carbonate de sodium 1,0 M et 5 mL d’un
mélange de solvants d’extraction (diéthyléther/dichlorométhane/hexane/
alcool n-amylique ; 50/30/20/0,5 ; v/v/v/v). Apres bouchage, les tubes sont
agités pendant 10 minutes et centrifugés a 2000 tours/min durant 11 minutes.
On transfert dans des tubes a essai de 10 mL, 3,5 mL du surnageant que
I’on évapore a sec a 40 °C sous un flux d’azote. Les résidus obtenus sont
remis en solution avec 70 uL. d’eau/acétonitrile (50/50 ; v/v) et centrifugés
a 10900 tours/min pendant 5 minutes. Les échantillons ainsi extraits sont
analysés par une UHPLC-DAD équipée d’une pompe quaternaire a solvant,
d’un injecteur, d’une colonne Waters® Acquity BEH C18 (150 x 2,1 mm ;
1,7 um) thermostatisée a 40 °C, et du logiciel informatique Empower (Waters
Corporation®, Milford, Massachusetts). Le volume d’échantillon injecté sur
la colonne est de 5 pl. La phase mobile est constituée d’acétonitrile (phase A)
et de tampon aqueux de bicarbonate d’ammonium 10,0 M a pH 10 (phase B),
et est délivrée a un débit de 0,4 mL/min selon le gradient suivant : TD 235 %
AT :80 %A T, 35 %A. Les longueurs d’onde de quantification varient
de 210 a4 260 nm en fonction de I’antimycosique analysé¢ (MZ : 210 nm ; FZ :
210nm; KZ: 210nm; PZ: 260 nm ; VZ: 255nm ; IZ: 260 nm ; HIZ :
260 nm ; SI': 210 nm) [2]. La validation analytique est réalisée au moyen du
logiciel e-noval (Arlenda®).

Résultats : L’ensemble des antimycosiques azolés et le standard interne
sont identifiés en 13 minutes avec une bonne résolution. Toutes les droites
de calibration sont linéaires (r2>0,99). Pour tous les azolés, la limite
inférieure de quantification se situe entre 0,05 mg/L et 0,30 mg/L et la limite
supérieure de quantification est de 10 mg/L. La méthode développée convient
parfaitement aux valeurs thérapeutiques habituelles [1, 3]. L’exactitude et la
précision intra- et inter-essais déterminées par notre logiciel de validation
sont inférieures a 10 % et 15 %, respectivement.

Conclusion : Nous avons développé une méthode de dosage par UHPLC-
DAD simple, rapide et spécifique, adaptée au suivi thérapeutique
pharmacologique des antimycosiques azolés commercialisés en Belgique.
Références : 1. Andes D. et al. Antifungal Therapeutic Drug Monitoring:
Established and Emerging Indications. Antimicrob Agents Chemother. 2009;
53(1): 24-34. 2. Gordien J.B. et al. Simultaneous determination of five
systemic azoles in plasma by high-performance liquid chromatography with
ultraviolet detection. J Pharm Biomed Anal. 2009; 50(5): 932-938. 3. Hulin
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A. et coll. Bon usage des antifongiques dans le traitement des candidoses et
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023. Diméthoxypropylphénéthylamine (2C-P), substance
récréative peu commune : dosages plasmatique et urinaire
(2 cas) par CLHP-UV-BD et CLHP-SM/SM

M. Bretaudeau-Deguigne', S. Ferec?, B. Lelievre?, B. Diquet?, L. Lagarce?,
P. Harry?, A. Turcant?

!Centre anti-poison ; Laboratoire de pharmacologie-toxicologie, CHU
Angers

Objectif : La 2,5-diméthoxy-4-(n)-propyl-phénéthylamine (2C-P) est un
dérivé synthétique proche de la mescaline. Les effets pharmacologiques sont
de type hallucinogene, psychédélique et enthéogenes par agonisme partiel
de récepteur SHT, .. La 2C-P est une des molécules les plus puissantes de la
série de drogues récréatives « 2C ».

Cas cliniques : Un 1 patient de 17 ans est admis a I’hdpital aprés une soirée
festive avec prise de 2C-P pour hallucinations visuelles et somesthésiques,
désorientation temporo-spatiale, logorrhée et écholalie. Quelques heures
apres I’admission, il est hagard, présente une mydriase réactive et le tracé
ECG est normal. Un 2¢ patient de 21 ans est transféré a I’hopital 1 h apres
avoir sniffé une substance de syntheése (sachet de 2C-P vide, acheté sur
Internet) et présente des hallucinations visuelles et auditives, une agitation
trés importante et une mydriase. Des prélevements de sang et d’urine ont été
effectués pour documenter les expositions. Dans les 2 cas, 1’évolution a été
favorable avec une sortie le lendemain.

Méthodes : Une recherche large de médicaments et toxiques a été réalisée
par CG-SM et par CL-UV-BD apres extraction alcaline par CH,Cl,. Un
dosage spécifique a été réalisé en CL-UV/BD et consiste apres ajout de
méthylmilnacipran (EI) & extraire le plasma et 1’urine en milieu basique par
hexane/alcool isoamylique suivie d’une réextraction en milieu acide (HCI
0,02N) ; Une analyse par UPLC-SM/SM a également été développée sur
100 uL de plasma (ou urine diluée > 1/20%) avec simple précipitation des
protéines par le méthanol (150 uL) puis dilution au Y4 dans I’eau avant
injection (5 pL). La colonne (Acquity UPLC* BEHC18 1,7 um 2,1 x 50 mm)
est maintenue a 40 °C. La phase mobile, méthanol et formiate d’ammonium
2mM (+0,1 % acide formique), varie de 10/90 (0,5 min) a 90/10 en
1,5 min (0,5 mL/min). L’acquisition s’effectue en mode MRM (Multiple
Reaction Monitoring) apres ionisation ES+ avec 2 transitions (224,1 > 207
et 224,1 > 192,1) et une pour I’EI (261,3 > 142,8). La méthode a été validée
sur le plasma a 3 concentrations différentes (15, 300 et 750 pug/L ; n =4 sur
4 jours).

Résultats : La méthode UV-BD est linéaire de 50 a 2000 pg/L pour les
2 produits. La méthode SM/SM est linéaire de 10 a 1000 pg/L (12> 0,997).
La justesse (3,3 % <1 %muyc“ <4,8 %), la répétabilité (CVr <8,6%) et la
reproductibilité (CV,, < 11,2 %) sont satisfaisantes. La limite de quantification
est fixée et validée a 10 pg/L. Les résultats du patient sont les suivants :

Plasma (ug/L) Urine (ug/L)
Patient 1 non détecté 40
Patient 2 <LOQ (=5) 330

La 2C-P a été également confirmée par CG-SM apres dérivation par
anhydride heptafluoro butyrique (m/z =193, 226, 419) [1]. Deux pics
chromatographiques présentant des analogies spectrales sont mis en
évidence en UV-BD et peuvent correspondre a des métabolites. Du cannabis
est également dépisté sur I’urine du second patient.

Conclusion : Ces deux cas cliniques relativement bénins, avec évolution

trés rapidement favorable, illustrent 1’utilisation de plus en plus fréquente
de produits accessibles sur Internet. La 2C-P n’est actuellement pas classée

produit stupéfiant. Aucune donnée de concentration n’a été retrouvée dans
la littérature.
Références : 1. Habrdova V.

quantification of phenethylamine-type designer drugs and mescaline in

et coll. Screening for and validated

human blood plasma by gas chromatography/mass spectrometry. J Mass
Spectrom. 2005; 40: 785-795

024. Caractérisation de métabolites urinaires griace au
couplage UPLC-QTOF

C. Richeval', A. Rifflet’, L. Humbert'!, M. Lhermitte'?, D. Allorge'?
Laboratoire de Toxicologie et Génopathies, Centre de Biologie et Pathologie,
CHRU, Lille ; ? Université Lille Nord de France, Lille

Introduction : Les technologies, utilisées pour effectuer le screening large
dans les laboratoires de toxicologie, ont bien évolué depuis ces dernieres
années. De fagon générale, I’identification des xénobiotiques fait appel a une
librairie de spectres (UV ou masse) ou a des listes de masses exactes. Ces
référentiels sont essentiellement composés de principes actifs (médicaments,
stupéfiants, ou pesticides) mais peu de métabolites. Cependant, suite a leur
absorption, ces xénobiotiques subissent souvent de nombreuses étapes de
métabolisation. Les métabolites sont les produits majeurs d’élimination et
sont donc détectables plus longtemps que le principe actif dans les urines.
Néanmoins, il est de plus en plus difficile de se procurer les métabolites
auprés des industries pharmaceutiques ou chimiques. Les sociétés
commerciales spécialisées dans la vente de produits purs ne disposent pas de
tous ces produits ou les vendent a des prix prohibitifs.

Objectif : La détection par un appareil de type quadripolaire temps de vol
permet de mesurer la masse exacte des composés ainsi que celles de leurs
fragments issus des collisions dans une cellule de collision. Actuellement,
le couplage UPLC-QTOF et le traitement des logiciels Metabolynx™ et
Massfragment a permis au laboratoire de caractériser plus de 50 métabolites
urinaires. Ces données ont enrichi une base de données de référence. Cette
présentation illustre par plusieurs cas I’intérét et I’apport de cette approche.

Matériel et
déglucuronocongugaison, et désulfatation sont extraites a pH acide et

méthodes : Les urines, aprés une étape de
alcalin avec un mélange de solvant organique. L’analyse est effectuée sur
un UPLC-G2 QTOF (Waters). La séparation chromatographique est réalisée
sur une colonne HSS CI8 1,7 um, 150 mm x 2,1 mm a 1’aide d’un gradient
tampon formate d’ammonium pH 3/acétonitrile & 1 % d’acide formique.
L’acquisition se fait en mode MS¢ en électrospray positif. Le traitement des
données est fait grace au logiciel POSIT+VE.

Résultats : Cas N°1 : Homme, 4gé de 56 ans, admis aux urgences pour
une suspicion de tentative d’autolyse suite a I’ingestion de Loxen®. Un
prélevement d’urine est adressé au laboratoire, 1’analyse effectuée confirme
la prise de Loxen® par la présence de 2 métabolites de la nicardipine.
2 métabolites hydroxylés du zolpidem ont également été détectés.

Cas N°2: Jeune femme, agée de 31 ans, est admise aux urgences. Le
screening toxicologique sur 1’échantillon urinaire met en évidence de la
méthamphétamine, de I’amphétamine, de la méthadone et de 'EDDP, du
paracétamol, de la cocaine et ses métabolites (EME et benzoylecgonine), du
levamisole, de la lidocaine et son métabolite mais également un métabolite
du diltiazem.

Conclusion : Grace au couplage UPLC-QTOF et aux logiciels associés, il
est possible de caractériser les métabolites et d’enrichir « la librairie ». Ainsi,
lors d’un screening, la recherche des métabolites permet d’augmenter les
fenétres de détection dans le cas de prélevement tardif. La mise en évidence
d’un principe actif avec un ou plusieurs de ses métabolites conforte la prise
du xénobiotique.
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026. Hyperbilirubinémie : cause ou effet d’un surdosage en
voriconazole ?

P. Houzé', A. Maulois', I. Souletie!, A.L. Andréoli’, S. Touratier’,

025. Encéphalopathie postérieure réversible (PRES) due a
un surdosage en tacrolimus induit par un blocage de la CYP
3A4 par un macrolide au cours d’un syndrome néphrotique
infantile.

E. Coquan'?, M. Loilier'?, J. Lacotte!?, S. Fedrizzi'?, J.A. Bourgine'?,
A. Cesbron'?, P. Eckart*, A. Coquerel'?3

IService de pharmacologie ; *Laboratoire de pharmaco-toxicologie ; 3Centre
régional de pharmacovigilance ; *Unité de néphrologie pédiatrique, CHU,
Caen

Introduction : Le syndrome d’encéphalopathie postérieure réversible
(PRES) est fréquemment associé a un surdosage de médicaments. Nous
rapportons un cas isolé de convulsions révélatrices d’une PRES chez un
garcon de 11 ans qui souffrait d’'un syndrome néphrotique cortico-résistant
(SNR). La prescription de tacrolimus (TL) était justifiée, par le type de
SNR, sensible aux immunosuppresseurs, en particulier par inhibition de la
calcineurine (ICN). Ces ICN sont néphrotoxiques mais a la différence de la
ciclosporine A (CsA), le TL n’entraine pas de risque d’hirsutisme ce qui a
prévalu pour les pédiatres.

Observation : Le garcon, macrosomique et obese (1,54 m, 72kg;
IMC =30,4), avait débuté 3 mois auparavant, un SN devenu rapidement
SNR. Ici le tacrolimus [TL] fut préféré a la [CsA] telle que recommandé par
les sociétés pédiatriques [1]. Dans de tels SNR, le TL est prescrit a faible
dose (8 mg/jour soit 0,09 mg/kg/j) a compter du 16 juin (J1). La clairance de
la créatinine était initialement quasi normale (> 80 mL/min/1,73 m?), mais
s’est rapidement dégradée lors du surdosage de TL. En effet, au 7¢ jour de
TL, le patient a recu de la josamycine — un macrolide bloqueur de CYP — pour
une otite moyenne aigué. Au 10¢ jour, il a présenté un état de mal épileptique
nécessitant un séjour en unité de soins intensifs. Les traitements associés
(Propranolol [160 mg/j] ; Prednisone [60 mg/j] ; Esoméprazole [10 mg/j] ;
spironolactone [50 mg/j] et 500 mg de calcium + vitamine D + D3 (400 Ul/j)
ainsi que la restriction hydrique ne sont pas connus pour induire un état de
mal épileptique. En revanche I’imagerie scanner, typique d’un PRES, a fait
évoquer le surdosage en TL [2].

Méthodes : Les dosages de TL ont été faits en immunoanalyse, et confirmés
par LC-MS/MS.

Résultats : Le PRES a entrainé I'arrét du macrolide et du TL; la
concentration sanguine (zone thérapeutique : 8—10 mg/L) du TL a diminué
de 40 ug/L (D9) 2 9,7 (D12). En revanche la créatininémie est passée de 76
a 123 umol/L (N < 110/1,73 m?). Du fait de la gravité du SNR, le tacrolimus
a été réintroduit a J13 (3 mg, 2 fois/j). Le TL a alors augmenté de facon
spectaculaire (29,2 a 8 h et 56,6 a 15 h) et une insuffisance rénale aigué est
survenue (augmentation de la créatinine de 150 (D13) a 178 (D16)). De ce
fait le TL a été définitivement arrété et I’état de 1’enfantss’est ensuite vite
amélioré (créat. : 87 umol/L a J20).

Discussion et conclusion : TL et CsA sont deux inhibiteurs d’IL-2 via
I'ICN ; ils sont tous deux largement métabolisés par les cytochromes, en
particulier le CYP 3A4. La famille des macrolides, y compris la Josamycine,
sont des inhibiteurs puissants du CYP3A4 conduisant a des surdosages. La
réintroduction rapide du médicament a induit une concentration toxique avec
insuffisance rénale aigué du fait de la rémanence du blocage des CYP [3].
La récupération secondaire de la fonction rénale est un fort argument pour le
role clé du macrolide dans cette toxicité aigué.

Références : 1. New therapies in steroid-sensitive and steroid-resistant
idiopathic nephrotic syndrome, Pediatr Nephrol, 2011; 26:881-892;
2. Tacrolimus-associated posterior reversible encephalopathy syndrome after
solid organ transplantation. Eur Neurol, 2010; 64:169-177; 3. Duration of
CYP3A inhibition by Clarithromycin, Clin Pharmacol Ther, 2002; 71:101-
105
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H. Sauvageon'

'Pharmacologie-Toxicologie ; *Hématologie Clinique ; *Pharmacie, Hopital
Saint Louis, Paris

Introduction : Le voriconazole (VRZ) est un antifongique triazolé, utilisé
dans le traitement des aspergilloses invasives fréquemment observées au
cours des aplasies post- greffes. Composé lipophile bien absorbé par voie
orale, le voriconazole est faiblement (58 %) i€ aux protéines. Il est métabolisé
essentiellement par les CYPs 2C19 et 2C9 et dans une moindre mesure par
le CYP 3A4, en dérivé N-oxyde, dépourvu d’activité antifongique, éliminé
par voie rénale. Les 20 % non métabolisés sont excrétés par voie biliaire La
toxicité hépatique concentration dépendante de ce triazol€ et sa cinétique non
linéaire justifient un suivi thérapeutique pharmacologique. Nous rapportons
le cas d’un homme européen de 32 ans, allogreffé pour maladie de Hodgkin,
traité par VRZ (400 mg x 2/jour, IV) pour une aspergillose qui a présenté
2 épisodes d’hyperbilirubinémie majeure associés a des concentrations
toxiques en voriconazole.

Meéthode : Le voriconazole et son métabolite sont quantifiés par
chromatographie liquide avec détection a 254 nm, sur une colonne Gemini
C6-Phenyl 5 pm (150 x 4,6 mm, Phenomenex, France), en gradient tampon
phosphate 10 mM, pH 7/acétonitrile au débit de 1 mL/min. Deux cents
microlitres de chaque standard, contrdles de qualité et échantillons sont
précipités par 800 uL d’acétonitrile contenant du flunitrazépam (50 ug/L)
comme étalon interne (EI). Les différents composés sont €lués en 5.4,
12,9 et 14,4 min, respectivement pour le VRZ, le N-oxyde et I’EL. Pour les
2 composés, la méthode est linéaire entre 50 et 8000 pg/L, la précision et le
biais sont inférieurs respectivement a 8 et 10 %. La limite de détection est
voisine de 15 ug/L pour une limite de quantification de 50 pg/L. La méthode
ne présente pas d’interférence biologique en particulier avec de trés fortes
concentrations de bilirubine.

Résultats : Le suivi thérapeutique met en évidence chez ce patient des
concentrations élevées en VRZ qui présente un pic toxique a 17 mg/L (zone
thérapeutique : 1 — 4,5 mg/L), quatre jours apres le début du traitement. Ce
pic est associ€ a une cytolyse hépatique et une cholestase avec augmentation
(x5) de la bilirubine totale et conjuguée (BTC). L’arrét du VRZ s’accompagne
uniquement d’une normalisation lente de la BTC. Apres 15 jours de fenétre
thérapeutique avec BTC normale, le VRZ est réintroduit (300 mg x 2/jour
en IV). Apres 48 h, sa concentration est en zone toxique (5,8 mg/L), associé
a une BTC supérieure a 10 fois la normale. L’arrét du VRZ permet une
normalisation lente de la BTC. Un relais par le posaconazole (PSC) est
instauré (400 mg x 2/jour, per os). Les concentrations en PSC sont efficaces
(= a 0,5 mg/L) avec normalisation durable de la BTC. Sur I’ensemble des
2 épisodes d’hyperbilirubinémie, une corrélation (r = 0,40, p < 0,05) existe
entre les concentrations de VRZ et de bilirubine totale mais pas entre la
concentrations en VRZ et les activités des enzymes hépatiques. Aucune
altération de la fonction rénale n’a été observée pendant les 45 jours de
suivi du patient. Le dosage a posteriori du N-oxyde a permis de calculer le
ratio métabolique ([VRZ]/[N-oxyde]) dont la valeur est toujours égale ou
supérieure a 1 chez ce patient.

Conclusion : Si une cytolyse hépatique est fréquemment rapportée lors des
surdosages en VRZ, peu de cas d’hyperbilirubinémie ont été décrits. Suite a
une atteinte hépatique multifactorielle (médicaments hépatotoxiques, agents
infectieux a tropisme hépatique) le premier surdosage peut s’expliquer par
la cholestase qui a réduit 1’élimination biliaire du VRZ. Ce surdosage est
potentiellement aggravé par I’inhibition des CYPs 2C19 et 2C9 induite par les
fortes concentrations en VRZ. Le second surdosage précédant I’augmentation
de la BTC ne peut étre relié a la cholestase. L'existence d’un ratio
métabolique élevé est en faveur d’un sujet pouvant étre classé « métaboliseur
lent » (polymorphisme génétique et/ou inhibition enzymatique). La mesure
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de ce ratio lors du suivi thérapeutique aurait permis d’ajuster la posologie
chez ce patient et de limiter les risques d’hépatotoxicité.

027. Intoxication sévere atypique non fatale au mévinphos :
a propos d’un cas

P. Guerard', P.E. Charve?, C. Moesch?®, F. Lirussi'

'Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU, Dijon; Réanimation
médicale, CHU, Dijon ; *Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU,
Limoges

Observation : Apres avoir informé sa concubine de ses intentions suicidaires,
un homme de 48 ans est retrouvé inconscient par sa compagne devant sa
cabane de chasse, une bouteille renfermant un liquide rosé odorant a ses cotés.
Lors de la prise en charge par le SMUR, il présente un score de Glasgow a
3, une bradycardie & 30 bpm, une hypothermie a 32 °C, une hypersialorrhée
et des pupilles en myosis bilatéral. Le patient est intubé, ventilé et mis sous
atropine. Il est rapidement transféré aux Urgences puis en Réanimation
Meédicale du CHU de Dijon. A son arrivée, les constantes sont stables avec
la présence d’une hypertension artérielle initiale & 200/100 mmHg. Le
scanner cérébral sans injection est normal, I’ECG montre un rythme sinusal
régulier sans troubles du rythme et il n’y a aucun signe traduisant une atteinte
broncho-pulmonaire. Le bilan biologique montre une pancréatite aigiie, une
acidose lactique, I’absence d’atteinte hépatique et d’insuffisance rénale. Des
prélevements sanguins, urinaires et de liquide gastrique sont réalisés pour
analyses toxicologiques.

Méthodes : Des criblages toxicologiques par chromatographie liquide UV-
Barrette de diodes (CLHP/BD) et chromatographie gazeuse/spectrométrie
de masse (CG/SM) sont réalisés sur 1’ensemble des prélevements apres
extraction par toxitube A (Agilent). Le mévinphos est quantifié par CG/SM
en impact €lectronique apreés extraction sur phase solide et acquisition en
mode SIM des ions de valeur m/z suivant : 127 (ion de quantification), 164
et 192 (ions de confirmation). La limite de détection dans le sérum est de
5 ng/mL.

Résultats : Le mévinphos est identifié par CLHP/BD et confirmé par CG/
SM dans le liquide gastrique, le sang et les urines du patient. Le dosage
du mévinphos sanguin (2,1 mg/L a H3) et de Dactivité enzymatique
des butyrylcholinestérases plasmatiques (diminuée de 87 %) sont alors
réalisés en urgence et confirmeront le diagnostic d’intoxication sévere a
cet organophosphoré. L’évolution du patient sera favorable et il sera extubé
3 jours apres son admission.

Conclusion : Ce patient a présenté un syndrome cholinergique partiel avec
des signes muscariniques (myosis, bradycardie, hypersalivation) et centraux
(coma), mais une absence totale de signe nicotinique et de symptomatologie
respiratoire. Ce tableau incomplet et atypique, associé a une pancréatite, a
rendu délicat le diagnostic clinique d’intoxication aux organophosphorés
qui n’a été identifiée que par les analyses toxicologiques. Il existe peu de
références bibliographiques de dosages sanguins de mévinphos. Pour des
intoxications mortelles, des concentrations sanguines allant de 0,79 mg/L
a 360 mg/L ont été rapportées dans la littérature [1,2]. Par ailleurs, malgré
I’effondrement des cholinestérases, 1’évolution a été rapidement favorable
probablement liée a I’absence de syndrome nicotinique. La présence d’une
symptomatologie musculaire et respiratoire (fasciculations, crampes,
dyspnée asthmatiforme par hypersécrétion bronchique...) semble donc étre
un élément pronostic plus fiable que la biologie pour apprécier la gravité de
ce type d’intoxication.

Références : 1. Szymanowicz A. et coll. Un cas d’intoxication aigué au
mévinphos. Spectrabiologie 2008; 166: 22-25. 2. Baselt R.C. Disposition of
toxic drugs and chemicals in man. 9th Edition. Biomedical publications. Seal
Beach, CA, 2011

028. Intoxication aigué volontaire au pentobarbital : a
propos d’un cas

J. Scala-Bertola', J. Lemarie?, D. Rosa’, M.J. Royer-Morrot!, L. Nace?,
P. Netter', PE. Bollaert?, N. Gambier'

!Service de pharmacologie clinique et de toxicologie, CHU, Nancy ; *Service
de réanimation médicale, CHU, Nancy ; SAU-SMUR, CH, Lunéville
Objectif : Rappeler 'utilité des techniques séparatives en toxicologie
d’urgence a partir de I’analyse d’un cas d’intoxication aigué au pentobarbital.
Méthodes et Résultats : Une femme de 43 ans, appelle le SAMU pour signaler
qu’elle s’est intoxiquée volontairement au paracétamol, a 1’aripiprazole
et aux barbituriques. A I'arrivée du SMUR, la patiente est en Glasgow 3.
A son admission, la patiente est hypotherme (33 °C) avec une pression
artérielle & 95/66 mmHg et un pouls a 93 batt/min. L’examen neurologique
retrouve une hypotonie avec des réflexes ostéo-tendineux abolis et un myosis
aréactif bilatéral. Le bilan toxicologique révele un éthanol plasmatique
négatif. Les recherches urinaires pour benzodiazépines, tricycliques (par
immunoanalyse) et paracétamol (par colorimétrie) sont négatives. La
recherche de barbituriques urinaires est positive. Le dosage du phénobarbital
plasmatique par immunoanalyse est en revanche a O mg/L. Devant ce
résultat négatif associé a une symptomatologie typique d’intoxication aux
barbituriques, un dépistage toxicologique par chromatographie gazeuse
couplée a une spectrométrie de masse (CPG-SM) est réalisé sur les urines.
11 met en évidence une quantité importante de pentobarbital. Dosé par CPG
couplée a un détecteur NPD, la concentration plasmatique de pentobarbital
est, 15 h apres la prise en charge, de 19,9 mg/L, valeur correspondante a
une concentration toxique [1] voire « potentiellement » mortelle [2]. Sur le
plan neurologique, 1’évolution progressivement favorable avec réveil a J5
est corrélée a une concentration plasmatique de pentobarbital inférieure
a 3 mg/L. L’évolution de 1’état clinique de la patiente est favorable et son
transfert est alors effectué en unité de soins psychiatriques.

Conclusion : Les intoxications aux barbituriques d’action rapide sont
devenues exceptionnelles [3] depuis leurs retrait en France il y a plus de
vingt ans mais elles doivent cependant étre gardées a I’esprit en raison de leur
gravité particuliere. A noter que les seules spécialités, commercialisées en
France, contenant du pentobarbital, sont des euthanasiques vétérinaires. Dans
le cas rapporté, la patiente s’est procurée du pentobarbital via Internet, et ce
a des fins suicidaires. Nous rappelons que les méthodes immunochimiques
utilisées en routine pour la toxicologie d’urgence sont bien adaptées a la prise
en charge des analyses urgentes mais limitées a 1’identification de quelques
classes thérapeutiques. En effet, notre observation souligne 1’avantage
des techniques séparatives sur les méthodes immunochimiques de routine
pour identifier et quantifier un composé, en I’occurrence du pentobarbital.
Cette observation illustre I’importance de la coopération entre cliniciens et
biologistes ainsi que la nécessité d’utiliser quand nécessaire (avis clinique...)
des méthodes séparatives en toxicologie d’urgence.

Références : 1. Romain N. et al. Suicide by injection of a veterinarian
barbiturate euthanasia agent: report of a case and toxicological analysis.
Forensic Sci Int. 2003; 131: 103-107. 2. Tracqui A. et coll. Médicaments
Psychotropes. In: Kintz P (coordianteur). Toxicologie et Pharmacologie
Meédicolégales. Paris : Elsevier 1998 : 233-274. 3. Resiere D. Intoxication
aigué par le pentobarbital. Press Med. 2001 ; 30 : 269-270

029. Aspects cliniques et analytiques d’une intoxication par
la méthoxétamine

A. Boucher!, JM. Gaulier?, G. Delhome?®, T. Cueto*, M. Boudinaud’, J.
Maublanc?, S. Dulaurent?, L. Imbert?, J. Descotes', G. Lachatre?

!CEIP, Lyon; *Toxicologie, CHU, Limoges; ‘Addictologie, *Urgences,
>Réanimation, CH, Aurillac

Objectif : La méthoxétamine (MXE), substance proche de la kétamine (K),
est un psychotrope qui posséde les mémes effets dissociatifs, mais n’aurait
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pas les effets analgésiques de la K [1-3]. Les auteurs proposent de rapporter
un cas clinique d’intoxication par la MXE, documenté par des dosages
sérique (SE), urinaire (UR) et capillaire (CH).

Description du cas: Un jeune homme de 21 ans, expérimentateur de
substance hallucinogenes, inhale les vapeurs (chasing the dragoon) de 50 mg
de MXE achetés sur I'Internet et ce durant une quinzaine de minutes. Dix
minutes apres, il ressent une fatigue intense et décrit un trou noir sans aucun
des effets dysleptiques recherchés. Aprés une probable crise comitiale, il est
retrouvé inconscient. A son arrivée aux Urgences, il a repris conscience et ses
constantes vitales sont correctes, a I’exception d’une bradycardie (48/min).
A HS5, 2 nouvelles crises convulsives vont le conduire en Réanimation.
L’évolution sera progressivement favorable et permettra sa sortie a J3.
Meéthode : Des échantillons biologiques prélevés a HS (UR, SE) et J42 (CH,
chatains, 2,5 cm), ainsi qu’un échantillon de poudre blanche (PB) trouvée
sur le patient, ont été adressés au laboratoire pour analyse. Des recherches
larges de médicaments et toxiques (screenings) ont été réalisées par CG-SM
et par CL-SM/SM. Des dosages spécifiques de MXE ont été réalisés dans
PB par CL-UV/BD (i) ; dans SE et UR par CG-SM (ii) — apres ajout de
cyproheptadine (EI) a 1 mL d’échantillon, I’extraction a été effectuée en
milieu basique par un mélange heptane/alcool isoamylique. Aprés une étape
de purification en milieu acide, et une nouvelle extraction par un mélange
toluéne/alcool isoamylique en milieu basique, la chromatographie a été
suivie d’une détection en mode SIM [m/z 190, 219, 176 et 134 (MXE) ;
m/z 287 et 215 (EI)] ; et dans CH par CL-SM/SM (iii) — 50 mg de cheveux
décontaminés ont été finement coupés, additionnés de scopolamine D3 (EI)
et incubés une nuit dans une solution de tampon phosphate a pH 5. Apres une
extraction liquide-liquide par un mélange dichlorométhane/éther en milieu
basique, la séparation chromatographique a été suivie d’une détection en
mode MRM [m/z 248—203 et 248—121 (MXE) : m/z 307—159 (EI)].
Résultats : Les deux méthodes développées présentent des domaines de
mesure qui vont de 10 pug/L a 1000 pg/L (ii), et de 0,5 a 500 pg/mg (iii), des
LDD de 2 pg/L (ii) et 0,5 pg/mg (iii), ainsi que des CV de reproductibilité
et des biais relatifs inférieurs a 20 et a 25 %, respectivement. Hormis la
présence de traces de paracétamol dans UR (non détecté dans SE), les seuls
résultats positifs concernent la MXE. Les résultats des analyses sont reportés
dans le tableau suivant :

SE UR CH PB
Screening CG-SM non réalisé | détectée non réalisé détectée
Screening CL-SM/SM détectée détectée non réalisé | non réalisé
CL-UV/BD (i) non réalisé non réalisé non réalisé teneur > 95 %
CG-SM (ii) 30 ug/L 408 pg/L non réalisé | non réalisé
CL-SM/SM (iii) non réalisé | non réalisé 135 pg/mg non réalisé

Conclusion : Substance non classée sur la liste des stupéfiants, et non
réglementée, la MXE fait actuellement 1’objet d’un commerce soutenu sur
I’Internet...

Références : 1. Hofer K.E. et coll. Ketamine-like effects after recreational
use of methoxetamine. Ann Emerg Med. 2012 ; in press. 2. Ward J. et coll.
Methoxetamine: a novel ketamine analog and growing health-care concern.
Clin Toxicol (Phila). 2011; 49(9): 874-875. 3. Wood D.M. et coll. Acute
toxicity associated with the recreational use of the ketamine derivative
methoxetamine. Eur J Clin Pharmacol. 2012; in press

030. Desoxypipradrol, nouvelle drogue disponible sur
Internet : a propos d’un cas clinique

B. Lelievre', A. Turcant', S. Ferec', M. Bennaceur?, D. Boels?, A. Monteiro
Rodrigues?, B. Diquet!

'Laboratoire Pharmaco-Toxicologie, *Centre Anti-Poison, CHU, Angers ;
‘CHR, Orléans

Contexte : Le desoxypipradrol (ou 2-DPMP, C H, N) est une molécule qui,
a ’origine, avait été développée par I’industrie pharmaceutique dans le but
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de traiter la narcolepsie, 1’obésité, les troubles de 1’attention-hyperactivité.
De structure proche du pipradrol et du méthylphénidate, il agit comme un
inhibiteur de la recapture de la noradrénaline-dopamine. Non commercialisé,
son usage a été cependant détourné pour ses propriétés psychostimulantes,
notamment en Irlande , avec un approvisionnement facile via Internet.

Cas clinique : Un patient de 32 ans ayant des antécédents de polytoxicomanie
est admis aux urgences pour hallucinations auditives et visuelles, propos
incohérents, anorexie, insomnie, céphalées modérées et légere mydriase,
signes cliniques qui sont apparus dans les trois jours précédents. La fréquence
cardiaque est 84 bpm, la pression artérielle 114/91 mmHg. L’examen
clinique est normal. ’ECG ne révele aucune anomalie. Le bilan d’entrée
biologique montre des CPK a 535 UI/L, une gazométrie normale (pH 7,41,
PCO, 40 mmHg, PO, 73 mmHg). L’alcoolémie est nulle. Le patient explique
qu’il a ingéré 250 mg de 2-DPMP acheté sur Internet. Le patient est traité
par une sédation et est transféré en secteur psychiatrique le troisieme jour en
raison d’une agressivité importante.

Méthode : Des prélévements sanguins et urinaire datant de I’admission et du
4¢ jour d’hospitalisation ont ét€ analysés. Une recherche large de médicaments
et toxiques a été réalisée par CPG-SM et par CLHP-BD, apres extraction
alcaline par CH,Cl,. Un dosage spécifique a été réalisé en CLHP-BD et en
UPLC-SM/SM. La préparation de 1’échantillon pour la CLHP/BD consiste,
apres ajout de méthylmilnacipran (EI), a extraire le plasma et I’urine en milieu
basique par hexane/alcool isoamylique, suivi d’une réextraction en milieu
acide (HCI 0,02N). L’analyse par UPLC-SM/SM est effectuée sur 100 ul de
plasma ou d’urine diluée au 1/20¢ dans du plasma témoin. Apres précipitation
des protéines, 1’échantillon est dilué au ¥4 dans I’eau avant injection (5 pL).
La colonne (Acquity UPLC® BEH C18 1,7 pm 2,1 x 50 mm) est maintenue a
40 °C. La phase mobile, méthanol et formiate d’ammonium 2 mM (+ 0,1 %
acide formique), varie de 10/90 (0,5 min) a 90/10 en 1,5 min (0,5 mL/min).
L’acquisition s’effectue en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring)
apres ionisation ESI+, avec 2 transitions pour le 2-DPMP (252,2 > 91,1 et
252,2>167) et une pour I'EI (261,3 > 142,8). La méthode de dosage a été
validée sur le plasma a 3 concentrations différentes (15, 300 et 750 pg/L ;
n =4 sur 4 jours).

Résultats : La méthode est linéaire de 10 a 1000 pg/L (12 > 0,99) et validée
avec une justesse, répétabilité (CV < 5 %), reproductibilité (CV < 10 %). La
concentration plasmatique en 2-DPMP était de 136 pg/L a I’admission et de
93 pg/L a J4. La concentration urinaire était de 4805 ug/L a I’admission. Les
analyses réalisées en CLHP-BD montrent des résultats tres voisins.
Discussion et Conclusion : Le 2-DPMP est souvent consommé par les
toxicomanes a des doses de 10-20 mg, pour ses propriétés psychostimulante
et anorexigéne. Dans le cas présent, la dose supposée ingérée est plus de
10 fois supérieure. Les signes associés a l’ingestion du 2-DPMP sont
essentiellement de type psychiatrique, neurologique et cardiovasculaire
[1]. Apres une amélioration a J5 (absence d’hallucination mais tachycardie
persistante a 110 bpm), ’ensemble des signes avait disparu a J7, soit
10 jours apres I’ingestion. D’apres la littérature, les effets du 2-DPMP durent
5-7 jours en moyenne, pour une dose de 10-20 mg. Trois cas de déces ont
également été décrits, dont un associé a une prise de 1000 mg [2].
Références : 1.James D.A. et coll. Clinical features associated with
recreational use of “Ivory wave” preparations containing desoxypipradrol.
Clin Toxicol.2011;(49):201.2. Wood D.M. et coll. A case series of individuals
with analytically confirmed acute diphenyl-2-pyrrolidinemethanol (D2PM)
toxicity. Eur J Clin Pharmacol. 2012; 68(4):349-353

031. Syndrome d’amnésie-automatisme sous bromazépam :
a propos d’un cas documenté

F. Mathiaux', A. Boucher?, J.M. Gaulier!

IService de Pharmacologie, Toxicologie et Pharmacovigilance, CHU,
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Objectif : Le syndrome d’amnésie-automatisme est un effet secondaire peu
fréquent de la prise de benzodiazépine, mais dont les conséquences peuvent
étre graves [1-3]. Nous présentons ici un cas documenté de ce syndrome,
survenu apres une intoxication au bromazépam.

Description du cas : Un homme de 38 ans, sans antécédent médical connu,
présente un comportement erratique au volant de son véhicule: a une
intersection, il s’arréte brutalement alors que le feu de signalisation est vert,
puis démarre, traverse le carrefour en accélérant, monte sur le trottoir, et
percute violement un poteau qui va blesser des piétons dans sa chute. Les
témoins de la sceéne décrivent un automobiliste hagard, somnolent, qui titube
lorsqu’il sort de son véhicule apres 1’accident. Le conducteur est incapable
de préciser son identité, ni méme de répondre aux questions simples. Il est
conduit a I’hdpital ou il ne retrouve ses esprits que quelques heures plus tard,
mais sans aucun souvenir des événements de la journée. Il déclare que la
veille au soir, apres une dispute avec son €pouse, il a pris des médicaments,
dont du zolpidem, avant d’aller se coucher.

Méthode : Dans un échantillon de sang prélevé au décours de sa prise en
charge médicale, il a été réalisé un dosage d’éthanol par chromatographie
gazeuse avec détection par ionisation de flamme, une recherche de produits
stupéfiants par chromatographie gazeuse avec détection par spectrométrie
de masse (CG-SM), une recherche large de médicaments par CG-SM
et chromatographie liquide avec détection UV a barrette de diodes
(CL-UV/BD), et un dosage spécifique de benzodiazépines par CL-UV/BD.
Résultats : Les seuls xénobiotiques mis en évidence dans le sang sont du
zolpidem (moins de 10 pug/L), et du bromazépam a la concentration de
1710 pg/L.

La présence de traces de zolpidem est cohérente avec les déclarations d’une
prise d’une dose (suprathérapeutique ou non) de zolpidem la veille au
soir. Par contre, compte tenu de la tolérance de ce patient vis-a-vis de ce
psychotrope (traitement établi depuis plus de 3 semaines), de la courte demi-
vie de cette molécule et de la tres faible concentration sanguine décelé, il est
improbable que cette prise de zolpidem ait été impliquée dans la survenue
des troubles du comportement et de 1’état de la conscience, constatés au
moment de 1’accident.

Par contre, la concentration sanguine de bromazépam, franchement toxique,
est la conséquence de la prise (volontaire ? administration a I’insu ?)
d’une dose importante (plusieurs dizaines de mg) de bromazépam. Cette
intoxication massive s’est traduite par un syndrome d’amnésie-automatisme
caractérisé par une amnésie antérograde associé a un comportement inadapté
et en partie réflexe, ayant permis la conduite d’un véhicule sur une longue
distance [2, 3].

Conclusion : Le syndrome d’amnésie automatisme est quelquefois observé
apres la prise de certaines benzodiazépines, plus fréquemment chez le sujet
naif et en cas de prises de fortes doses. A notre connaissance, il n’avait pas
encore €té rapporté avec le bromazépam.

Références : 1. Goullé JP. et coll. Drogues, médicaments et accidentologie.
Ann Pharm Fr. 2008; 66 : 196-205. 2. Ayadi N. et coll. L’effet amnésiant
et délictuel des benzodiazépines: a propos d’un cas sous lorazépam.
Thérapie. 1998 ; 53 : 595-610. 3. Saias T. et coll. Réactions d’agressivité
sous benzodiazépines : une revue de la littérature. L'encéphale. 2008 ; 34 :
330-336

032. PRIS (PRopofol Infusion Syndrome): syndrome de
perfusion du propofol

S. Bargel', B. Magret?, J.M. Gaulier!, R. Fuzier’, G. Lachtre'
'Pharmacologie et Toxicologie, *‘Médecine Légale, *Anesthésie-Réanimation,
CHU Dupuytren, Limoges

Objectif : Depuis sonrdle dans lamort du « King of Pop » en 2009, le propofol
a suscité débats et controverses. Le PRIS est une complication rare survenant
aprés une administration continue de propofol, et dont la symptomatologie
est le plus souvent dominée par des troubles du rythme cardiaque, acidose

métabolique, hyperlipidémie, rhabdomyolyse et myoglobinurie. Les auteurs
se proposent de présenter les données disponibles sur le PRIS [1, 2] au
travers d’un cas clinique.

Cas clinique : Une jeune femme de 19 ans est admise aux urgences pour
un syndrome appendiculaire. L’induction anesthésique pour ccelioscopie
comporte I’administration par voie IV de 150 mg de propofol. Deés
I’injection, la patiente présente un collapsus cardiovasculaire, récupéré par
deux boli d’éphédrine, avant sa prise en charge en réanimation polyvalente
apres évocation de myocardite virale. En réanimation, la patiente a été mise
sous catécholamines (adrénaline) des le début du choc cardiogénique. Le
bilan a I’arrivée montrait une hyperlactatémie [évoluant de 2,65 (H2 apres
I’arrét de propofol) a 9,17 mmol/L. (H9)], une acidose métabolique a 7,22
(H9), et une rhabdomyolyse discréte [CK a 181 UI/L (H9)]. Ces constantes
sont revenues a la normale a H18.

Méthodes : Une revue de la littérature concernant le PRIS a été réalisée. Par
ailleurs, plusieurs méthodes analytiques permettent de réaliser les dosages
sanguins de propofol : par exemple, chromatographie liquide avec détection
fluorimétrique ou par spectrométrie de masse, avec ou sans dérivation. Dans
le Service, nous disposons d’une méthode par chromatographie liquide avec
détection par €lectrochimie présentant un domaine de mesure de 0,25 a
10 mg/L.

Résultats : La clinique observée ici est caractéristique des effets indésirables
cardiovasculaires du propofol (hypotension artérielle brutale) et du PRIS.
Le PRIS est un syndrome rare, mais dont la mortalité, pour 1’ensemble des
cas cités entre 1992 et 2007, avoisine les 64 %. Les facteurs prédisposant
sont le terrain (anomalies mitochondriales), mais surtout une pathologie
aigiie sévere ou un état critique du patient (USI). Le facteur déclenchant est
I’utilisation de propofol & de fortes concentrations et/ou durant une période
prolongée. Concrétement, le PRIS résulterait d’une inhibition du métabolisme
mitochondrial par le propofol. Les glucocorticoides et les catécholamines
accentuent ce phénomene. Les signes cliniques suivants ont été rapportés :
défaillance cardiaque par arythmie (ECG Brugada-like), rhabdomyolyse,
acidose métabolique, insuffisance rénale aigiie, hyperlipidémie. L’acidose
lactique serait un signe révélateur. La coloration des urines (verte, rouge ou
brune) reste anecdotique. La réversibilité des symptdmes est sous condition
d’arrét du propofol. Le traitement symptomatique comprend I'usage d’un
sédatif alternatif, un remplissage vasculaire, une correction de 1’acidose
métabolique, et une hémofiltration. Un apport en glucides permet 1’inhibition
du métabolisme lipidique. Dans le cas présenté, il faut noter qu’aucun dosage
sérique de propofol n’a été entrepris, car jugé inutile.

Conclusion : Ce syndrome a physiopathologie complexe doit étre évoqué
devant tout déces apres sédation au propofol. En pratique, un respect strict
des contre-indications et mises en gardes (dge < 18 ans, durée de perfusion
> 48 h et dose >4 mg/kg/h) ainsi qu’une vigilance accrue sont nécessaires
afin de limiter la mortalité liée & 1’utilisation du propofol.

Références : 1. Laquay N. et coll. Le syndrome de perfusion du propofol.
Ann Fr Anesth Réan. 2010; 29:377-386. 2. Vasileiou L. et coll. Propofol: A
review of its non-anaesthetic effects. Eur J Pharmacol. 2009; 605:1-8.

033. Données cinétiques de dexamphétamine dans la prise
en charge de la narcolepsie : étude de cohorte

A. Turcant', B. Lelievre!, S. Ferec!, A.C. Queneau?, L. Boidin®, B. Diquet!, S.
Leu*, E. Konofal*, C. Funck-Brentano®, I. Arnulf*

'Pharmaco-Toxicologie, CHU, Angers ?CAP, CHU, Angers; CHD La
Roche/Yon ; *AP-HP Pitié, Paris

Objectif : La dexamphétamine (A) (Dexedrine®) est utilisée depuis
environ 30 ans en autorisation temporaire d’utilisation nominative (ATU)
pour traiter les attaques de sommeil des patients narcoleptiques (NAR) ou
hypersomniaques (HSI). La dose utilisée pour le traitement de la narcolepsie
est de 15 a 60 mg/j. Une patiente de 22 ans, traitée par 20-30 mg/j depuis
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7 mois, est décédée brutalement par arythmie cardiaque (fibrillation
ventriculaire) suite a un effort physique important. La concentration sanguine
périphérique post-mortem est égale a 300 pg/L. Une étude de concentrations
plasmatiques et sanguines chez des patients traités a été effectuée afin
d’évaluer un risque de surdosage en fonction de la dose et d’apprécier le
risque de mortalité-morbidité.

Etude : 14 des 37 patients du centre de référence (4 H, 10 F; 25-58 ans ;
8 NAR, 6 HSI) sont inclus a I’occasion d’une visite de controle bénéfice-
risque et suivi d’ATU. Deux prélevements sanguins TO et T3 sont effectués
juste avant la prise du matin et 3 h apres. Chaque échantillon est fractionné
en deux pour dosage dans le sang total et dans le plasma. Les tubes sont
conservés a— 80 °C jusqu’au dosage. Les posologies quotidiennes, instaurées
depuis plus de 6 mois, sont comprises entre 10 et 45 mg/j (m = 27,5), la prise
du jour étant comprise entre 2,5 et 20 mg (m = 12,3).

Méthode : Deux analyses chromatographiques (CPG-SM et CL-SM/
SM) ont été effectuées respectivement a partir de 0,3 a 1 ml d’échantillon
ou 0,2 mL par extraction alcaline soit par éther soit par chloroforme et
dérivation par HFBA (CPG) ou non (CL). Les détections sont en mode
SIM [m/z 240, 118, 91 (A); m/z 244 (EI, A-D5)] et en mode MRM [m/z
1359 = 90.7 et 1359 — 118,8 (A): m/z 140.9 — 123.8 (EI, A-D5)]. La
chromatographie en phase liquide est effectuée sur colonne HILIC Kinetex®
2,6 um 100 x 2,1 mm.

Résultats : Les deux méthodes présentent des domaines de mesure qui vont

de 5 pg/L a 200 pg/L, des LDD de 2 ug/L. Les concentrations mesurées sont
présentées dans le tableau suivant :

i CPG CLHP
[Concentration] pg/L - . o .
médiane [min-max] médiane [min-max]
TO plasma (n = 13) 18,2 [4,3-90,7] 21,4 [3-103]
TO sang (n = 13) 23,7 [3,6-119.4] 24,6 (3,7-133.8]
T3 plasma (n = 14) 42,6 [9-119,7] 47,9 [9,8-133,3]

T3 sang (n = 14) SL,1[11,1-151,1] 57,2[11,5-169,2]

Les deux méthodes donnent des résultats tres voisins (CLHP = 1,107 CPG
—0,75; 12=0,996). Sur 54 mesures, seules 2 different de plus de 20 % et
correspondent a des concentrations basses (< 5 ug/L) et une prise d’essai de
0,3 ou 0,5 mL en CPG. Le ratio sang total/plasma est voisin de 1,2 quelque
soit le temps de prélevement.

Conclusion : La concentration minimale moyenne a I’état d’équilibre dans
cette cohorte de 14 patients est voisine de 9,5 pug/L pour une dose ajustée a
10 mg/j d’amphétamine, mais avec une variabilité importante (2,2 a 25,3 ;
médiane 7,1 pug/L). Une augmentation de 21,7 £4,6 ug/L a été observée
a T3 pour une prise de 10 mg. Deux patients seulement ont présenté des
concentrations comprises entre 100 et 170 pg/L correspondant a la posologie
la plus forte de 45 mg/j. Ces valeurs sont cependant deux fois plus faibles
que celle observée chez la patiente décédée. Une augmentation ponctuelle de
prise pourrait-elle étre a ’origine de ce déces ?

034. Le paracétamol, un vieil antalgique qui n’est pas sans
risque : a propos d’un cas d’hépatite fulminante

P.Nisse!, F. Molin*, M. Lhermite?, D. Mathieu?

!Centre antipoison et toxicovigilance, CHRU, Lille ; *Réanimation médicale,
CHRU, Lille ; *Laboratoire de toxicologie, CHRU, Lille ; *Service SMUR,
Urgences, CHF Germon et Gauthier, Béthune

Introduction : La principale complication des surdosages en paracétamol
est I’atteinte hépatique. Elle est bien documentée pour des doses supérieures
a 8 g chez le sujet sain et supérieure a 4 g chez les personnes a risque.
Nous rapportons un cas d’hépatite fulminante survenant apres la prise de
paracétamol a doses thérapeutiques pendant 48 h.
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Cas clinique : Une femme de 74 ans est hospitalisée en rhumatologie
pour bilan d’une chute de son lit responsable de tassements vertébraux.
Ses antécédents sont marqués par une cardiopathie ischémique traitée par
avlocardyl 40 mg® et un cancer de sein opéré il y a 20 ans. L’examen clinique
est sans particularité notable. Le scanner cérébral, les échographies cardiaque
et rénale sont normales. L’échographie et le scanner abdominal retrouve une
surcharge stéatosique hépatique sans cirrhose. Le bilan biologique initial ne
montre pas d’atteinte des fonctions hépatique et rénale. Les dorsalgies sont
soulagées par la prise de Dafalgan codéiné 1 g®, 3 fois sur 24 h le 1° jour puis
relayés par du Dafalgan 1 g%, 4 fois sur 24 h le lendemain. Le 3¢ jour, elle est
retrouvée au matin, somnolente et hypotendue. Le bilan biologique montre
alors une hépatite fulminante (TGO 19930 UI/L, TGP 6526 UI/L, TP 18 %)
ainsi qu’une insuffisance rénale aigué¢ avec acidose métabolique lactique,
hyperamoniémie et coagulation intravasculaire disséminée. Le dosage
de la paracétamolémie confirme 1’accident thérapeutique (58,5 mg/L a la
15¢ heure apres la derniere prise et 30,8 mg/L a H + 25, soit une estimation
de la demi-vie supérieure a 10 heures). Les sérologies virales sont négatives.
La prise en charge comporte I’intubation de la patiente, un remplissage
vasculaire, I’administration de noradrénaline et de N-acétyl-cystéine, ainsi
qu’une séance d’hémodialyse. Cependant la patiente décede le lendemain
matin dans un tableau de défaillance multiviscérale.

Discussion : Le paracétamol est actuellement la cause la plus fréquente
d’hépatite fulminante dans les pays industrialisés. L'oedeme cérébral est
la complication majeure de ces atteintes hépatiques, responsable d’une
hypertension intracranienne et du déces. Le seuil de toxicité est généralement
chiffré entre 8 et 10 g pour le paracétamol alors que la dose thérapeutique
journaliere est établie a 4 g. Cependant, lors de prise de paracétamol a
doses suprathérapeutiques, une hépatotoxicité peut apparaitre en cas de
déplétion des réserves endogenes en glutathion ou lors de la prise associée
d’inducteur du CYP2E1. L’hépatite fulminante est une urgence vitale pour
laquelle il est important d’identifier les patients a haut risque de déces, ceux
qui pourraient bénéficier d’une transplantation salvatrice : notre patiente
cumulait tous les indicateurs de gravité mais compte tenu de son age avancé
et de la gravité du tableau clinique, la demande de transplantation hépatique
a été récusée.

Conclusion : Une attention toute particuliere doit étre portée lors de la
prescription de paracétamol chez la personne dgée. La posologie de 4 g par
24 h est certainement excessive pour ces patients chez qui il est préférable de
prescrire des doses de 500 mg par prise sans dépasser 3 g/jour.

035. Intoxication prénatale a la cocaine et I’héroine : déces
d’un nouveau-né par dépression respiratoire

E. Saussereau', C. Lacroix', C. Vicomte?, J.P. Goulle!

'Laboratoire de toxicologie, Groupe Hospitalier du Havre, Le Havre ;
2Institut de Médecine Légale, CHU, Rouen

Objectif : La consommation de substances illicites pendant la grossesse peut
donner lieu a une morbidité maternelle, feetale et néonatale significative.
La toxicomanie au cours de la gestation est un phénomene inquiétant par
la fréquence des poly-intoxications et le manque de suivi médical. Nous
décrivons un cas de déceés d’un nouveau-né a terme, dont la mére avait des
antécédents de toxicomanie, mais sans suivi médical. L’ autopsie n’a pas révélé
macroscopiquement de malformations morphologiques ayant pu entrainer le
déces. Le balayage scannographique a mis en évidence la présence d’une
aération du parenchyme pulmonaire, t€émoignant de probables phénomenes
de ventilation spontanée pré-mortem.

Méthodes : Pour chacun des viscéres prélevés a l’autopsie (foie, rein,
poumon, estomac), ont été réalisés un screening toxicologique en HPLC-BD
et CPG-SM apres une extraction liquide-liquide en milieu alcalin, ainsi qu’un
dosage d’éthanol par CG-Headspace. Le dosage des opiacés, cocainiques,
et amphétamines a été réalisé en CL-SM/SM avec préparation en ligne des
échantillons [1]. 200 mg de visceres sont broyés avec 1 mL d’eau contenant
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100 ng/mL d’étalons internes deutérés. Apres dilution du surnageant au 1:20
dans I’eau, 100 pL sont injectés dans le systéme analytique (Alliance 2796/
Quattro Micro, Waters). Le dosage des cannabinoides a été effectué en CG-
SM/SM apres broyage de 200 mg de visceres avec une solution d’étalons
internes deutérés (20 ng/mL) et d’acide acétique. Le broyat est extrait avec
un mélange hexane-acétate d’éthyle (90-10 ; v/v) ; I’extrait étant dérivé avec
du BSTFA avant I’analyse chromatographique.

Résultats : Les analyses toxicologiques ont révélé la présence de cocaine
et de ses métabolites (méthylecgonine, benzoylecgonine), ainsi que des
métabolites de I’héroine (6-MAM, morphine, morphine glucuronide B3
et B6) et des impuretés d’extraction de la drogue (codéine, noscapine,
papavérine). Les teneurs (pg/mg) de ces substances sont les suivantes :

Foie Rein Poumon Estomac

cocaine 52 31 23 30
méthylecgonine 126 207 165 195
benzoylecgonine 853 935 946 827
morphine libre 1030 585 81 402
morphine totale 1850 1505 425 929
6-acétylmorphine | présence (< 10) - - -

codéine 35 46 15 36

11 existe de faibles teneurs en THC-COOH dans tous les visceres.
Conclusion : Les faibles teneurs en cocaine et les traces de 6-MAM dans
le foie sont en faveur d’une récente consommation maternelle de cocaine
et d’héroine. Les concentrations des métabolites, notamment morphine et
benzoylecgonine, sont nettement plus élevées. La distribution tissulaire et le
métabolisme feetaux de ces substances sont peu documentés, 1’ interprétation
de ces concentrations est délicate [2, 3]. Toutefois, une dépression respiratoire
majeure, imputable a la toxicité des opiacés sur le systeéme nerveux central,
semble la cause du déces immédiatement apres 1’accouchement ; détresse
respiratoire potentialisée par 1I’exposition prénatale a la cocaine qui semble
altérer la réponse ventilatoire a I’hypoxie.

Références : 1. Saussereau E. et coll. On-line liquid chromatography/
tandem mass spectrometry simultaneous determination of opiates, cocainics
and amphetamines in dried blood spots. J Chromatogr B. 2012; 885-886:
1-7. 2. Potsch L. et coll. Report on intrauterine drug exposure during second
trimester of pregnancy in a heroin-associated death. Ther Drug Monitor.
1999; 21(6): 593-597. 3. Mittleman R.E. et coll. Tissue distribution of
cocaine in a pregnant woman. J Forensic Sci. 1989; 34(2): 481-486

036. Bacloféene et dépendance alcoolique : un traitement a
risque ?

P. Saviuc!, R. Garnier?, I. Bidault’, J. Manel* pour le Comité de coordination
de toxicovigilance (CCTV)?

!Centre de toxicovigilance, CHU, Grenoble ; *Centre antipoison et de
toxicovigilance, AP-HP, Paris ; ANSM, Saint-Denis ; *Centre antipoison et
de toxicovigilance, CHU, Nancy ; *CCTV, Département Santé Environnement,
InVS, Saint-Maurice

Contexte : Le baclofene est un myorelaxant d’action centrale (35-70 mg/j
per os, jusqu’a 100-120 mg/j en milieu hospitalier), agoniste du récepteur
Gaba-B. En matiere de dépendance alcoolique (DA), il agirait aussi comme
un inhibiteur dopaminergique. Depuis le début des années 2000, des études
expérimentales et cliniques ont tenté de montrer son intérét dans la DA. En
octobre 2008 est paru le livre du D" Ameisen « Le dernier verre », une auto-
expérimentation de I’efficacité du baclofene a forte dose (jusqu’a 270 mg/j)
dans le maintien du sevrage alcoolique. Depuis, I’utilisation hors AMM du
bacloféne parait croitre. Les risques liés a ’utilisation de telles doses ont
inquiété ; 1’ Afssaps a sollicité a 2 reprises le réseau de toxicovigilance pour

évaluer ce risque, a partir de ’analyse rétrospective des cas colligés par les
centres antipoison et de toxicovigilance (CAPTV).

Meéthodes : L étude de 2009 devait établir le profil toxicologique du baclofene
et les doses a partir desquelles apparaissaient les premiers symptomes, en
analysant les cas colligées durant la période 2003 et 2007. La gravité était
définie par la présence d’un coma, de convulsions ou de complications
cardio-respiratoires. L'étude de 2011 devait évaluer I’impact de la parution
du livre du D" Ameisen sur le nombre de cas d’exposition colligés par les
CAPTYV durant la période 2000-2010, selon leurs circonstances de survenue
et leur gravité. Pour établir 1’évolution annuelle, des ajustements ont inclus
Iactivité des CAPTYV, les ventes de baclofene (2000-2010, Afssaps) et le
nombre de patients traités (2007-2010, Assurance maladie).

Résultats : Etude de 2009 : 291 cas d’exposition au bacloféene seul ou
associé a d’autres toxiques ont été retenus ; ils étaient symptomatiques dans
40 % des cas. Parmi les 95 cas d’exposition au bacloféene seul, 36 étaient
symptomatiques (38 %) et 11 étaient graves. Chez 1’adulte, la dose a partir
de laquelle est survenue une somnolence était de 30 mg (dose de 50 mg pour
délire, hallucinations ou confusion ; de 200 mg pour coma ou convulsions).
Etude de 2011 : 735 cas d’exposition au bacloféne seul ou associé ont été
analysés (cas symptomatiques 45 %, graves 16 % ; 3 déces). Les résultats
ont montré une augmentation : a) des ventes depuis 2000 (+ 108 %), plus
marquée a partir de 2009 ; b) des patients traités entre 2007 et 2010 (+ 37 %),
notamment depuis 2009 ; c)des cas notifiés, notamment depuis 2009,
principalement lors d’une utilisation thérapeutique ou dans un contexte
suicidaire, qui persistait apres ajustements sur 1’activité des CAPTV, les
ventes de baclofene ou le nombre de patients traités ; d) des cas graves,
notamment depuis 2009, uniquement dans le contexte suicidaire, méme
apres ajustements.

Conclusion : Les résultats sont compatibles avec un effet de la sortie du
livre « Le dernier verre » et donc avec I’hypothese d’une utilisation accrue
du bacloféne en dehors des indications de I’AMM depuis. Le profil de risque
du bacloféne lors d’une conduite suicidaire parait préoccupant. Le nombre
plus élevé de cas séveres depuis la parution du livre pourrait étre expliqué par
une plus grande disponibilité du baclofene envers une population de patients
en sevrage alcoolique, plus volontiers exposée a un risque de dépression et
de passage a ’acte suicidaire ; cependant un biais de notification li¢ a la
médiatisation ne peut étre exclu. Ce risque devra étre porté a la connaissance
des prescripteurs, des urgentistes, des réanimateurs et, notamment du fait de
difficultés analytiques, a la connaissance des analystes.

037. Dosages plasmatique et urinaire de 3,4-méthylenedioxy-
pyrovalérone et de méthoxétamine par CLHP-UV-BD et
CLHP-SM/SM : a propos d’un cas

S. Ferec!, B. Lelievre!, B. Diquet!, I. Leborgne?, P. Harry? A. Turcant'
Laboratoire de pharmacologie-toxicologie, CHU, Angers ; *Centre anti-
poison, CHU, Angers

Objectif : Le 3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV) est une drogue
synthétique dérivée de la cathinone ou khat. Les effets pharmacologiques sont
de type amphétamine-like avec troubles neurologiques, cardiovasculaires et
neuropsychiques. La méthoxétamine (MXE) est un psychotrope qui possede
des effets dissociatifs proches de ceux de la kétamine.

Cas clinique : Lors de son admission dans un service d’urgences, un
homme de 32 ans déclare avoir inhalé du MDPV 5 h auparavant. Il est agité,
tachycarde (FC 110), hypertendu (18/11) puis présente une vasoconstriction
des extrémités 1,5 h aprés admission. Il serait consommateur habituel et
dit étre en « descente ». L’évolution est rapidement favorable avec sortie le
lendemain. Un bilan toxicologique sanguin et urinaire est effectué.
Meéthodes : Une recherche large de médicaments et toxiques a été réalisée
par CG-SM et par CL-UV-BD apres extraction alcaline par CH,Cl,. Un
dosage spécifique a été réalis€é en CL-UV/BD et consiste apres ajout de
méthylmilnacipran (EI) a extraire le plasma et I'urine en milieu basique par
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hexane/alcool isoamylique suivie d’une réextraction en milieu acide (HCI
0,02N) ; Une analyse par UPLC-SM/SM a également été développée sur 100 pL
de plasma (ou urine diluée > 1/20¢) avec simple précipitation des protéines par
le méthanol (150 pL) puis dilution au ¥ dans I’eau avant injection (5 uL). La
colonne (Acquity UPLC® BEH C18 1,7 um 2,1 x 50 mm) est maintenue a
40 °C. La phase mobile, méthanol et formiate d’ammonium 2 mM (+ 0,1 %
acide formique), varie de 10/90 (0,5 min) a 90/10 en 1,5 min (0,5 mL/min).
L’acquisition s’effectue en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) apres
ionisation ES+ avec 2 transitions (276,2 > 126,1 et 276,2 > 135,0) et une pour
I’EI (261,3 > 142,8). La méthode a été validée sur le plasma a 3 concentrations
différentes (15, 300 et 750 pg/L ; n = 4 sur 4 jours). L’analyse de la MXE dans
les mémes conditions est en cours de validation.

Résultats : La méthode UV-BD est linéaire de 50 a 2000 pg/L pour
les 2 produits. La méthode SM/SM pour le MDPV est linéaire de 10 a
1000 pg/L (r2> 0,996). Le temps d’analyse est 5 min (t MDPV = 1,56 min ;
t MM = 1,81 min). La justesse (-1,7 % <1 %mwn < 1,3 %), la répétabilité
(CVr < 4,0 %) et la reproductibilité (CVFI < 11,0 %) sont satisfaisantes. La
limite de quantification est fixée et validée a 10 pg/L. Les résultats du patient
sont les suivants :

Plasma (ug/L) Urine (mg/L)
MDPV 45 (SM) ; 55 (UV) 2,3(SM);2,5(UV)
MXE 60 (UV) 3,1 (UV)

La fluoxétine, la norfluoxétine ainsi que 1’aripiprazole ont été également
mis en évidence a des concentrations plasmatiques inférieures a 0,1 mg/L.
Plusieurs pics chromatographiques présentant des analogies spectrales
avec MDPV et MXE sont mis en évidence et peuvent correspondre a des
métabolites (deséthyl-méthoxétamine, dihydrométhoxétamine).
Conclusion : Ce cas clinique relativement bénin, avec évolution tres
rapidement favorable, illustre 1’utilisation de plus en plus fréquente
de produits en acces libre sur Internet. Le MDPV et la MXE ne sont
actuellement pas classés produits stupéfiants. Les concentrations en MDPV
sont a comparer aux valeurs plasmatiques (0,02 a 8,4 mg/L) ou urinaires
(0,04 a 3,9 mg/L) déja décrites [1, 2].

Références: 1. Ojanpera ILA. et coll. Urine
3,4-methylenedioxypyrovalerone  in  opioid-dependent  patients by
gas chromatography-mass spectrometry. Ther Drug Monit. 2011;
33 (2):257-63. 2. Kriikku P. et coll. New designer drug of abuse:
3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV). Findings from apprehended
drivers in Finland. Forensic Sci Int. 2011; 210 (1-3):195-200

analysis  of

5.Plantes, substances naturelles
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038. Cas cliniques liés a la consommation de kava
(Piper methysticum) : augmentation isolée de gamma-
glutamyltransférase (GGT) sérique et ichtyose

Y. Barguily'?, P. Cabalion®, E. Choblet!, L. Lepot!, E. Chalus', S. Warter'
!Centre Hospitalier Territorial de Nouvelle-Calédonie, Nouméa ; *LIVE,
Université de Nouvelle-Calédonie, Nouméa, ’APPAM-NC, Nouméa
Objectif : En zone tropicale, une augmentation isolée de GGT sérique
chez un patient admis aux Urgences pour troubles du comportement ne
doit pas faire systématiquement suspecter une alcoolisation chronique,
particulierement chez un sujet sevré ou en cours de sevrage alcoolique ou
cannabique. En effet, le patient pourra alors avoir recours a la consommation
de plantes psychotropes non classées parmi les stupéfiants et, par ailleurs,
inductrices enzymatiques. De méme, une augmentation isolée de GGT
sérique chez un nouveau-né doit faire rechercher une consommation de telles
plantes chez la mere.
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Méthodes : A titre d’exemple, nous rapportons les cas de 2 hommes ainsi
que de 2 meres et de leur nouveau-né. Dans cinq cas sur six, il était observé
une peau seche et squameuse.

Patient 1 : SDF trouvé inconscient sur la voie publique. Patient 2 : admis
pour troubles du comportement, antécédents connus de dépendance a
I’alcool et au cannabis. Patiente 3 : hospitalisée en Obstétrique pour
tableau pré-éclampsique, environnement marginal. Accouche a terme d’une
fille. Patiente 4 : hospitalisée en Obstétrique pour rupture prématurée des
membranes. Une fille a la peau trés seche et squameuse est mise au monde
par césarienne. Sur le plan neurologique, cette enfant se caractérise par un
comportement qualifié de « trés calme ». L'examen clinique met aussi en
évidence une peau tres seche chez les patients 1, 2, 4, le patient 2 présentant
une véritable ichtyose. Des prélévements sanguins et urinaires étaient
effectués chez les adultes pour la réalisation d’un screening toxicologique
par immunochimie et LC-UV et d’un bilan biologique d’admission. Chez les
nouveau-nés, un bilan biologique standard était réalisé.

Résultats : Le bilan biologique objectivait une augmentation isolée de
GGT sérique de cinq a dix fois la valeur normale chez les adultes et chez
les nouveau-nés. Le screening toxicologique permettait d’exclure une
consommation d’alcool, de stupéfiants et de médicaments mais mettait en
évidence une consommation de kava (Piper methysticum) chez les adultes.
Chez le patient 1, les concentrations sériques en kavalactones étaient : 680,
2220, 2680, et 60 ng/mL pour la kavaine, la 7,8-dihydrokavaine, le mélange
méthysticine + 7,8-dihydrométhysticine, et la yangonine, respectivement ;
de telles concentrations étant considérées comme élevées et permettaient
d’expliquer la sédation du sujet [1]. Le kava est une boisson psychotrope
aux effets benzodiazépines-like connue pour engendrer une peau tres seche
et squameuse, ainsi qu’une augmentation isolée de GGT sérique chez le
consommateur chronique en 1’absence de toute lésion des voies hépato-
biliaires [1]. Il est relativement rare d’observer une véritable ichtyose. Chez
le nouveau-né de meére consommatrice, a notre connaissance, il s’agit des
deux premieres descriptions de tels signes cliniques et biologiques.
Conclusions : Ces cas cliniques soulignent une fois de plus qu’une
augmentation isolée de GGT sérique n’est pas obligatoirement liée a une
consommation chronique d’alcool. Dans les cas rencontrés en Nouvelle-
Calédonie, en Australie et dans le Pacifique, il peut s’agir de personnes ayant
remplacé leur addiction a 1’alcool ou au cannabis par un abus de kava (Piper
methysticum). Par ailleurs, il s’agit de la premiere description de cas de peau
seche et/ou d’augmentation isolée de GGT sérique chez des nouveau-nés
de meres consommatrices de kava, probablement parce que cette addiction
n’était jusqu’ici pas observée chez les femmes enceintes. Il est possible que
ces phénomenes soient observés a 1’avenir en Europe, des « remedes » s0i-
disant traditionnels pouvant étre facilement commandés par Internet.
Référence : 1. Barguil Y. Etude de trois plantes psychotropes consommées
en Nouvelle-Calédonie : kava, cannabis et datura — Aspects médicaux et
médico-légaux [these]. Nouméa: Université de la Nouvelle-Calédonie ;
2011

039. La toxicité du khat impose-t-elle une modification de la
réglementation de son usage en Europe ?

A. Baert!, R. Bouvet'?, I. Lopez', M. Le Gueut'*

!Centre Hospitalier Universitaire, Service de Médecine Légale, Rennes ;
2Université de Rennes 1, Faculté de Médecine, Rennes

Objectif : La consommation de feuilles de khat (Catha edulis Forsk) est
une pratique largement répandue dans les populations de 1’est de 1’ Afrique.
En Europe, elle concerne les migrants de premiere génération et leurs
descendants. La plante khat ne fait pas 1’objet de contrdle au titre des
conventions de 1’Organisation des Nations Unies, lesquelles s’appuient sur
une recommandation de 1’Organisation Mondiale de la Santé. Cependant,
les états demeurent libres de réglementer le khat dans le cadre de leur
Iégislation nationale : c’est le cas de la France et de certains pays européens.
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Cette discordance entre les réglementations invite a s’interroger quant a la
dangerosité réelle ou supposée de cette plante.

Meéthodes : Nous avons utilisé le moteur de recherche bibliographique
« PubMed » pour identifier les publications pertinentes relatives a sa toxicité.
Résultats : Les effets aigus sur le systéme nerveux central sont assez bien
décrits, avec des manifestations tres proches de celles de I’amphétamine [1].
De nombreuses observations suggerent un lien entre des troubles mentaux
séveres (psychoses, accés maniaques) et la consommation de khat [2].
Cependant ces observations manquent souvent de rigueur, et 1’influence
de I’alcool et de la privation de sommeil est rarement prise en compte.
Quelques études sur des modeles animaux suggerent un lien avec des
troubles neuropsychiques. Les effets aigus cardiaques associés a I’'usage du
khat sont une augmentation modérée et transitoire de la pression artérielle et
de la fréquence cardiaque. La consommation réguliere de khat est associée
a une élévation de la pression artérielle diastolique. Deux études observent
que mécher du khat est un facteur de risque significatif de survenue d’un
infarctus du myocarde, aussi bien chez les consommateurs modérés que chez
les grands consommateurs [3]. Plusieurs auteurs soulignent un risque de
cancer, la génotoxicité du khat étant suspectée in vivo.

Conclusions : L'usage chronique de khat est associé a des altérations
de la régulation de la pression artérielle, et a une augmentation du risque
d’infarctus du myocarde. Comme le cannabis, le khat peut étre impliqué dans
la survenue de troubles psychotiques. Le risque addictif n’est pas exclu. Chez
I’animal, plusieurs études suggerent que I’usage de khat favorise I’agressivité.
Le caractere cancérogene n’est pas établi méme si certains résultats cliniques
sont préoccupants. La parenté chimique de la cathinone avec 1I’amphétamine
et des mécanismes d’action similaires sont des arguments supplémentaires
pour justifier I'inscription du khat sur la liste des stupéfiants réglementés.
Références : 1. Apps A. et coll. Psychopharmacological aspects of Catha
edulis (khat) and consequences of long term use: A Review. Postgrad Med
J. 2011; 87(1028): 387-388. 2. Wabe N. Psychopharmacological aspects of
Catha edulis (khat) and consequences of long term use: A Review. J] Mood
Dis. 2011; 1(4):187-194. 3. Ali W. et coll. Association of khat chewing with
increased risk of stroke and death in patients presenting with acute coronary
syndrome. Mayo Clin Proc. 2010; 85(11): 974-980

040. Dosage des cyanures dans les amandes ameres et les
noyaux d’abricot par chromatographie en phase gazeuse
a détecteur ionisation de flamme en mode head space (HS-
CPG-FID)

Y. Zebbiche', I. Rebai', M. Azzouz?, R. Abtroun?, B. Alamir'3, M. Reggabi®
IService de Toxicologie CHU Bab El Oued, Alger ; *Laboratoire de Biologie-
Toxicologie E.H.S. Ait Idir; Alger ; 3 Centre National De Toxicologie, Alger,
Algérie

Introduction : La toxicité des plantes a hétérosides cyanogenes est liée
a la libération du cyanure, a I’origine de multiples altérations organiques,
neurologiques, cardiaques et respiratoires. Les intoxications aux hétérosides
cyanogenes, recensées au Centre Antipoison d’Alger, occupent une part
non négligeable des intoxications aux plantes (6 %). Elles touchent,
principalement, les jeunes enfants (97 %) en particulier de sexe masculin
(73 %). Lévolution est mortelle dans 2,6 % des cas. C’est a ce titre que nous
avons initié une étude destinée a déterminer les teneurs en cyanure dans les
amandes ameres et noyaux d’abricot, recueillis dans différentes régions du
pays.

Objectif : Nous avons évalué les teneurs en cyanure équivalent dans des
échantillons d’amandes ameres et des noyaux d’abricot provenant de
différentes régions d’ Algérie.

Méthodes : Nous avons analysé des échantillons recueillis en juin-juillet et
nous avons mis en ceuvre et optimisé une méthode de dosage du cyanure par
chromatographie en phase gazeuse a détecteur ionisation de flamme en mode
Head Space (HS-CPG-FID). Le cyanure est libéré apres hydrolyse acide

(acide sulfurique 4,5 M dans une étuve a 120 °C pendant 1 heure) ou apres
hydrolyse enzymatique endogene (tampon phosphate a pH 7 a température
ambiante pendant 24 heures) dans un flacon type Head-space.

La teneur en cyanure a été établie, en présence de 1’acétonitrile utilisé
en tant qu’étalon interne, par chromatographie gazeuse d’espace de téte
avec une colonne capillaire RTX 624 (6 % cyanopropylphényl/94 %
diméthylpolysiloxane) et un détecteur a ionisation de flamme.

Apres incubation a 85 °C pendant 10 min, I’espace de téte résultant était
injecté dans le chromatographe. Le cyanure d’hydrogene est élué en 3,17 min
et I’étalon interne (acétonitrile) est élué a 5,31 min.

Résultats : Le taux de cyanure d’hydrogene libéré par les amandes ameres
ou par les noyaux d’abricot, varie de 182 ppm a 4146 ppm avec une moyenne
de 1372 ppm pour les amandes ameéres. Pour les noyaux d’abricot, les taux
sont de 383 ppm a 2774 ppm avec une moyenne de 1533 ppm.

Conclusion : Le nombre d’amandes ameres ou de noyaux d’abricot pouvant
étre responsable d’une intoxication mortelle par le cyanure libéré varie de
11 a 21 amandes améres (moyenne = 16) et de 25 a 211 noyaux d’abricot
(moyenne = 99).

6.Toxicologie médico-judiciaire

O41. In vitro studies of ethylglucuronide production:
involvement of two genetically-polymorphic enzymes, UGT1A9
and 2B7, and potential interactions with cannabinoids

A. Al Saabi'?, N. Picard®*?, FL. Sauvage®, G. Tournel'¢, J.M. Gaulier?,
D. Allorge!

'EA4483, Faculty of Medicine, Univ. Lille-Nord de France, Lille; 2INSERM,
UMR-S850, Univ. Limoges, Limoges; 3Department of Pharmacology and
Toxicology, CHU, Limoges; “*Institute of Forensic Medicine, CHRU, Lille
Objective: Ethanol abuse is one of the most frequent addictions worldwide
and causes many serious social and health problems [1]. Ethylglucuronide
(EtG) is a phase-II metabolite of ethanol. The aim of this in vitro study was
to evaluate qualitatively and quantitatively the specific contribution of human
hepatic UDP-glucuronosyltransferases (UGTs) in EtG formation, as well
as to investigate potential interactions with substances frequently used by
ethanol consumers.

Methods: Glucuronidation activities of pooled and individual human liver
microsomes (HLM; n = 44) (0.5 mg/mL), as well as of twelve major human
recombinant UGTs, toward ethanol (50 and 250 mM) were evaluated using
high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry.
Enzyme kinetic parameters were determined for pooled HLM and
recombinant UGTs with significant activity. The individual contribution of
recombinant UGTs was estimated using the relative activity factor (RAF)
approach, proposed for scaling enzymatic activities obtained with cDNA-
expressed enzymes to HLM [2,3]. Interaction of morphine, codeine,
benzodiazepine, nicotine, cannabinol and cannabidiol (5, 10 and 15 mg/L)
with ethanol (25, 100 and 250 mM) glucuronidation was assessed using
pooled HLM.

Results: Ethanol glucuronidation by pooled HLM was characterized by a
very low-affinity (Km = 1036.7 + 196.6 mM) but a high-capacity. Incubation
of ethanol (250 mM) with each of the 44 HLM showed a large interindividual
variability in EtG formation rates (up to 4.8-fold difference between extreme
values). All the recombinant UGTs tested, except UGT1A1, 1A6 and 1A10,
were able to produce EtG in detectable amounts. However, using the RAF
approach, UGT1A9 and 2B7 were found to be the major enzymes involved in
ethanol glucuronidation, accounting for 17 and 67% of the intrinsic clearance
of HLM, respectively. Regarding the interaction studies, only cannabinol
and cannabidiol significantly affected ethanol glucuronidation. Cannabinol
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dramatically increased ethanol glucuronidation in a concentration-dependent
manner (up to +400%), whereas cannabidiol significantly inhibited EtG
formation in a noncompetitive manner (IC, = 1.17 mg/L; Ki = 3.1 mg/L).
Conclusion: UGT1A9 and 2B7 were clearly identified as the main
UGT isoforms involved in ethanol glucuronidation, suggesting that
genetic polymorphisms of both enzymes could potentially contribute to
interindividual variability in EtG production. In addition, these in vitro
results suggest that cannabinol and cannabidiol could alter ethanol hepatic
glucuronidation. Further studies are essential to investigate the impact of
cannabis consumption on ethanol glucuronidation, and, consequently, on the
interpretation of EtG concentrations in ethanol/cannabis co-consumers.
References: 1. Ferreira M.P. et coll. Alcohol consumption: the good, the bad,
and the indifferent. Appl Physiol Nutr Metab. 2008; 33(1): 12-20. 2. Crespi
C.L. et coll. The use of heterologously expressed drug metabolizing
enzymes-state of the art and prospects for the future. Pharmacol Ther.
1999; 84(2): 121-131. 3. Rouguieg K. et coll. Contribution of the different
UDP-glucuronosyltransferase (UGT) isoforms to buprenorphine and
norbuprenorphine metabolism and relationship with the main UGT
polymorphisms in a bank of human liver microsomes. Drug Metab Dispos.
20105 38(1): 40-45

042. Analytical toxicology in forensic thanatology:
retrospective study of 265 cases during 5 years at Reims
(France) medico-legal institute

Z. Djerada', Y. Duval!, D. Lamiable!, C. Feliu!, C. Gozalo', H. Millart',
P. Fornes®

Laboratoire de pharmacologie et toxicologie, CHU, Reims; *Institut médico-
légal de Reims, CHU, Reims

Objective: Analytical forensic examination is the most informative
diagnostic after an autopsy. However, few studies have been carried outl].
Therefore, we decided to review the toxicological screening conducted as
part of thanatology in the Medico-Legal Institute of Reims.

Methods: In the first part of our study, reports of toxicological expertise
performed from 01/01/06 to 31/12/10 and including blood test or screening
[2] of xenobiotics were used. From these records, age and sex of the person,
as well as all xenobiotics found together with their concentration, were
extracted. Reports containing at least one xenobiotic at toxic or lethal level
were classified as “toxic death” [3]. The population of “toxic deaths” was
then compared to the general population.

In the second part, to assess the potential toxicity of xenobiotics, we propose
to use a toxicity index. This toxicity index is defined as the product of the
multiplication of frequency, values on the ability of detection and toxicity
of the xenobiotics. In this equation toxicity is defined as the presence of
xenobiotic at toxic level. The toxicity index ranged from zero (lower value)
to 10000 per 10000 (higher value).

Results: Two hundred and sixty five cases were included. The population was
predominantly male (71.9%) and relatively young (mean age = 42.7 years).
In 16.1% of cases no xenobiotic was found. The subpopulation of toxic
deaths accounted for 47.1% of total cases. Among these, the most of toxic
xenobiotic was drugs (74.4%) including a large majority of psychotropic
drugs (78.5%), followed by alcohol (48.7% of positive cases), narcotics
(21.0%), medications of treat opioid withdrawal (12.1%), CO (6.7%) and
cyanide (1.8%). Characteristics of the population of toxic deaths were
similar to the general population except for a greater number of xenobiotics
per report and ethanol occurrence. Alcohol and drugs (28.6%), and more
specifically ethanol and psychotropic, were more frequently reported in
“toxic death”. Xenobiotics with highest mean of toxicity index (MTI) were:
ethanol (MTI =265.6; CI [149-382]), meprobamate (MTI = 13.44; CI [0-
33]), morphine (MTI = 10.19; CI [0.13-20]), hydroxyzine (MTI =8; CI [1-
15]) and CO (MTI =4.54; CI [0-12]). Other drugs had MTI less than 4.5
per 10000.
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Conclusion: This study has identified the environment in which toxicological
expertise is performed at the Medico-Legal Institute of Reims. It highlights
on the importance of using an index of toxicity to analyse this kind of data.
This work requires needed for more focused studies.

References: 1.Lacroix A.L. et coll. Interest of forensic toxicology for
medicolegal cause-of-death determination: a compilation of four year of
forensic cases. Ann Toxicol Anal. 2010; 22(3): 141-147. 2. Schulz M. et coll.
Therapeutic and toxic blood concentrations of more than 800 drugs and other
xenobiotics. Pharmazie. 2003; 58(7): 447-474. 3. Maurer HH. Hyphenated
mass spectrometric techniques-indispensable tools in clinical and forensic
toxicology and in doping control. J Mass Spectrom. 2006; 41(11): 1399-1413

043. General unknown screening by UPLC-QTOF in
forensic toxicology: comparison of results with targeted and
not-targeted analysis by UPLC-TQD

A. Rifflet!, C. Richeval', L. Humbert', M. Lhermitte'?, D. Allorge'?
'Laboratoire de Toxicologie et Génopathies, Centre de Biologie Pathologie,
CHRU, Lille; *Faculté de Pharmacie, Université de Lille 2

Objective: Undoubtedly, general unknown screening (GUS) makes up an
important part of laboratory activities in forensic toxicology. LC coupled to
single (LC-MS) and tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) are the most
useful and powerful analytical tools for systematic toxicology analysis. GUS
was either performed by full scan mode or using specifics MRM transitions.
In the past few years, we have developed a fast comprehensive screening
method which combines these two acquisition modes on ultra-performance
liquid chromatography (UPLC) coupled with a triple quadrupole mass
spectrometer (TQD). Samples are analyzed in two steps: the first mode
is a full scan including four channels which allows a screening of over
500 molecules and the second is a MRM targeted mode which monitors
190 molecules.

Recently, our laboratory was equipped with an ultra-performance liquid
chromatography coupled to quadrupole time-of-flight mass spectrometer
(UPLC-Xevo G2 QTOF, Waters).

We have thus tried to improve the xenobiotics screening for forensic
casework by testing different MS acquisitions (Full scan, MRM and MS¢).
Method: Over 450 samples extracted in whole blood, vitreous humor,
bile and urine were analyzed on both UPLC-TQD and UPLC-QTOF.
Chromatographic conditions were common to each unit: the column used
was a Acquity HSS C18, 2.1 x 150 mm, 1.8 um particule size (Waters).
The mobile phase consisted of 5 mM ammonium formate aqueous solution
adjusted to pH 3.0 with formic acid and acetonitrile. Data were acquired
using positive electrospray ionization by scanning across the range m/z
80-650 and using MRM transitions (380 in all) by TQD. MS¢ acquisition,
performed by QTOF, delivers exact mass precursor and fragment ion data
from every detectable peak across the entire chromatographic separation.
This MS method has two functions: the first acquiring low-energy exact
mass precursor ion spectra, the second acquiring elevated energy exact mass
fragment ion spectra.

Results: Many compounds as bisoprolol, valpromide and amlodipine were
only detected by QTOF/MS® since their MRM transitions are not listed
in the library due to the lack of standards available. The same applies to
biological extracts of drug addicts, some narcotics cutting agents as
papaverine, levamisole or noscapine were identified by MS¢ scans. This
critical information confirms the use of narcotics when the concentration of
them as well as their metabolites is too low.

Conclusion: Xevo G2 QTOF is a powerful analytical tool whose sensitivity
is equal to the TQD, it can be suitable for general unknown screening in
various biological matrices. It provides important additional information
about MRM analysis.
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044. Interpretation of n-butane findings in post-mortem
samples

JM. Gaulier', F. Paraf?, S. Dulaurent', A. Turcant’, J.C. Alvarez*,
V. Dumestre-Toulet®, I. Morel®, G. Lachétre'

"Toxicology laboratory, Limoges; *Forensic Medicine, CHU, Limoges;
SToxicology laboratory, CHU, Angers; *CHU, Garches; *ToxGen, Bordeaux;
*Toxicology laboratory, CHU, Rennes

Objective: In forensic toxicology, n-butane determinations in biological
samples can sometimes be of interest to confirm intentional or accidental
fatal intoxications with this volatile aliphatic hydrocarbon [1]. Through some
cases of suicide (cases 1, 2 and 3), volatile substance abuse (cases 4, 5 and 6),
or suspected murder (cases 7, 8 and 9), the authors propose to illustrate the
interests and the limits of such post-mortem determinations.

Methods: In all these cases, large screenings of drugs and toxicants were
performed in blood and/or urine post-mortem samples using both high-
performance liquid chromatography coupled to a diode array detector
(LC-DAD) and gas chromatography - mass spectrometry (GC-MS). More
selective analyses were carried out with various ad-hoc methods using LC and
GC with various detection modes. So, a previously reported headspace (HS)
- GC-MS method was used to screen for volatile substances in the available
biological samples [2]. In addition, for cases 3 to 8, a specific determination
of n-butane concentrations was performed using this analytical technique.
Briefly, an external calibration (from 0.078 to 3.9 ug of n-butane) by means
of volumetric dilutions from a calibration gas mixture (Scott Specialty Gases,
Takkebijsters, Netherlands) was achieved. A gas-tight sample lock syringe
and a specific connecting device (Interchrom, Montlucon, France) enabling
direct sampling in the gas cartridge were used. Chromatographic separation
was then performed using a RT-Q-Bond Column (30 m x 0.32 mm i.d.)
(Restek, Lisses, France), and detection of n-butane occurred in single ion
monitoring mode: m/z 41 for quantitation; m/z 43 and 58 for qualification.
Results: In 1 mL blood sample, the method is linear from 78 pg/L (LOQ)
to 3,900 pg/L. Precision was checked by inter-day CVs and associated
relative bias (n = 5), which are lower than 25%, and 20%, respectively. The
following table resumes the observed n-butane concentrations (in ug/L or

045. Acute fatal overdose of gamma-hydroxybutyric acid
(GHB) after ingestion of 1,4-butanediol (1,4-BD). Pitfalls in
toxicological and forensic data interpretation?

G. Tournel'?, R. Cornez', J.F. Wiart?, L. Humbert?, C. Demarly', Y. Delannoy',
D. Allorge?, D. Gosset!, V. Hedouin', M. Lhermitte?

'Institut de Médecine Légale, CHRU, Lille; *Laboratoire de Toxicologie,
Centre de Biologie-Pathologie, CHRU, Lille

Objective: A case of fatal poisoning by 1,4-BD, a precursor of GHB
(metabolite), is reported and highlights the potential problems encountered
in interpretation of post mortem toxicological and forensic results after GHB
poisoning. Early in the morning, a young man (aged 25) was found dead by a
friend in a hotel room with a bottle next to the body. According to the police
report, the friend admitted that the previous evening they had both consumed
large amounts of alcohol and shared narcotic experiences. The victim’s
friend knew the nature of the consumed products (i.e. methylene-dioxy-
methamphetamine (MDMA) and 1,4-BD). The victim, who was apparently
a MDMA and 1,4-BD-naive subject ingested unknown quantities of both
drugs during the party. A crime scene was performed (at T+5h/death) and
sampling of various fluids (femoral blood (FB) and vitreous humor (VH))
were immediately performed. During the autopsy, additional fluids samples
were collected (bile, FB, cardiac blood (CB), urine, gastric content (GC)
and VH).

Methods: A non-targeted toxicological screening was performed in all
samples by UPLC-MS-MS, followed by the identification and quantitation
of 1,4-BD and GHB by GC-MS after derivatization with BSTFA with 1%
TMCS for 20 min at 70 °C. Additionally, right and left FB samples, as well
as VH, collected at T+5h after death, were analyzed by GC-MS.

Results: 1,4-BD was identified as the content of the consumed bottle with
a concentration of 20.35 mg/mL and was also detected in a cup found in
the hotel room. 1,4-BD was not detected either in the biological fluids
collected during the crime scene investigations, or in those collected during
the autopsy. All the substances identified in the various fluids are reported in
the table (ND: Not Detected).

ng/g; *several blood specimens for cases 3, 4 and 6):
o pecimens B e | on | v | e | e | o
samples #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 death | death Autopsy | Autopsy [ Autopsy | Autopsy | Autopsy | Autopsy
200+ | 80 168% GHB (mg/mL) | 1.05 | 026 | 1.02 | 338 | 056 | 21.67 | 3.92 | 47.28
blood detected | detected 94* 1,173 | 1,876 1,800 610
267* 246+ 391% MDMA (ng/mL)| 110 ND 56 ND ND ND ND ND
. MDA (ng/mL) ND ND 34 ND ND ND ND ND
urine <78
Gastric i Alcohol (g/L) ND ND 0.74 ND 0.65 ND ND ND
content - A9-THC ng/mL ND ND 0.8 ND ND ND ND ND
lungs 319 820 2,280 134 A9-THC-COOH | ND ND 1.6 ND ND ND ND ND
brain 1,874 <78
liver 285 Conclusion: The cause of death in this case could be easily attributed to GHB
heart 786 4,090 intoxication and the manner of death was ingestion of 1,4-BD. The potential
Kidney 457 pitfalls in the interpretation of GHB concentrations in forensic cases rely on

Conclusion: In our cases, n-butane blood concentrations are often over
100 pg/L like those reported in the literature [3]. Nevertheless, interpretation
of such post-mortem results is regularly limited as several items should be
taken into consideration: time-delay elapsed between death and sampling
and/or analysis, sampling (use of air-tight containers, filled up containers,
selection of organ samples), samples preservation and assay imprecision.
References: 1. Bouche M.P. et coll. Quantitative determination of n-propane,
iso-butane, and n-butane by headspace GC-MS in intoxications by inhalation
of lighter fluid. J Anal Toxicol. 2002; 26(1): 35-42. 2. Gaulier J.M. et coll.
Analytical aspects of Volatile Substance Abuse (VSA): about a case report.
J Forensic Sci. 2003; 48(4): 880-882. 3. Sugie H. et coll. Three cases of
sudden death due to butane or propane gas inhalation: analysis of tissues for
gas components. Forensic Sci Int. 2004; 143(2-3): 211-214

the discrimination between endogenous production and exogenous exposure
to GHB. To avoid this difficulty, some authors recommend to quantify GHB
in CB and to confirm any result higher than 0.05 mg/mL by a simultaneous
analysis in FB and VH. In the present case, the concentrations measured in
FB and VH are well above the cut-off of 0.05 mg/mL proposed by Kintz et
coll., and the delay between the sample (T+5h) and death is short and well-
suited to confirm an exogenous source of GHB [1-3]. Co-consumption of
ethanol and 1,4-BD is known to delay the conversion of 1,4-BD into GHB,
as well as that of GHB to succinate due to competition between the same
alcohol and aldehyde dehydrogenase enzymes. This can partly explain not
only the relatively low BAC observed here, considering the large amounts
of ethanol reportedly ingested but also the very high GHB concentrations.
Moreover, the narcotic effects of 1,4-BD can be delayed by ethanol co-
ingestion, leading to accidental overdose through 1,4-BD re-dose.
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References: 1. Kintz P. et al. GHB in postmortem toxicology. Discrimination
between endogenous production from exposure using multiple specimens.
Forensic Sci Int. 2004; 143: 177-181. 2. Kintz P. et al. Unusually high
concentrations in a fatal GHB case. J Anal Toxicol. 2005; 29(6): 582-585.
3. Mazarr-Proo S. et al. Distribution of GHB in tissues and fluids following
a fatal overdose. J Anal Toxicol. 2005; 29(5): 398-400

046. Non letal intoxication with methoxetamine, a novel
ketamine-like drug

E. Abe!, F. Ricard', C. Duverneuil-Mayer', A. Knapp', S. Grassin Delyle',
F. Darrouzain?, J.C. Alvarez'

'Pharmacology/Toxicology, CHU Poincaré, APHP, Garches; >Pharmacology,
CHU, Tours

Objective: A 24-year-old man with a history of depression and consumption
of illegal substances (ketamine, cocaine, cannabis) was admitted to the
intensive care unit. He was found on the sidewalk, totally confused with
bilateral mydriasis and amnesia. A stroke was first suspected, but cerebral
scanner was normal. As a small plastic bag containing a white powder with a
straw was found in his personal effects, intoxication was suspected.
Methods: Plasma sample and the powder were collected and sent to our
laboratory for toxicological screening with LC-DAD, GC-MS and LC-MS/
MS. After identification of the powder, a method using 100 pL of plasma was
developed with ketamine-D4 as IS for the quantification of the compound
in plasma. After precipitation, 20 uL of the supernatant was injected on a
Turboflow® device (Thermo Scientific) using a C18XL column for loading
and a Hypersil GOLD column for eluting coupled with a LCQ deca XP
(Thermo Scientific).

Results: Urine immunoassay was negative for cocaine, positive for cannabis
and alcohol blood concentration was 1,15 g/L. Acetaminophen was quantified
in plasma at 1 mg/L. After several investigations the powder was identified as
methoxetamine (MXE), which is an analogue of ketamine. Acetaminophen
was also found in this powder. With the developed method, MXE eluted
within 6 min. No endogenous interference was observed. There was no
matrix effect and the mean overall recovery of MXE was 88%. Calibration
curve exhibited good linearity in the [2.0-1000 ng/mL] range (r*> > 0.997).
LOD was determined at 1 ng/mL. Intraday and interday accuracy of
QC samples (3, 30, 300, 750 ng/mL) ranged from 98.4% to 106.7% and
intraday and interday CV were in the [4.0%-7.5%] and [3.2%-8.8%] range,
respectively. Carry over was < LOD. This method allowed the quantification
of MXE in the plasma at 136 ng/mL. The purity of MXE in the powder was
35%, associated with 20% of acetaminophen.

Conclusion: MXE has recently become available via the Internet marketed
as “legal ketamine”. It is a new dissociative recreational drug, acting as an
NMDA receptor antagonist and dopamine reuptake inhibitor. We described
here a non lethal intoxication with MXE. Very few data are available. Wood
et al (Eur J Clin Pharmacol, 2011) have described serum concentration in the
[90-200 ng/mL] range, in accordance with our result.

047. Fatal and non-fatal cases involving Ecstasy-type drugs
in Canada, France and the UK

C.N. Chatterton', M. Deveaux?, S.J. Porter®, M. Cheéze?, G. Hoizey?, G. Pépin?
'Office of the Chief Medical Examiner, Edmonton, Canada; *Laboratoire
Toxlab, Paris, France; *CNCFTS Ltd, Lancashire, UK

Objective: Identification and quantitation of Ecstasy-type drugs in biological
samples (blood, urine, hair) using LC-DAD, GC-MS and LC-MS/MS, in
fatal and non-fatal cases.

Introduction: In the past 10 years, an increasing number of compounds
have been sold illicitly as designer drugs or “party-pills” in addition to the
classical drugs of abuse. Over an approximate period of time of 18 months,
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several postmortem samples relating to the sudden death of a number of
individuals, together with a hair sample from a living subject, were analysed
in Canada (Alberta), France (fle-de-France area) and the United Kingdom
(North West area).

Methods: Designer stimulants included in the screening drug analysis were
amphetamines (MDMA, MDA, MDEA), new amphetamines (PMMA,
PMA, 4-MTA), cathinone (Mephedrone) and designer/synthetic piperazines
(BZP, TFMPP and mCPP). Parent drugs and metabolites were extracted
from alkalinized blood and urine (Toxitube®A or LLE). Derivatization
with TFA or PFPA was followed by GC-MS analysis for amphetamines
and new amphetamines. Internal standards were lidocaine or MDMA-D;
and MA-D,. Mephedrone and piperazines, along with new amphetamines,
were quantitated in blood by LC-MS/MS (Quantum) in SRM mode after
extraction with Toxitube®A, with amphetamine—D5 as internal standard.
No quantitation in urine samples was undertaken. Drug standards where
purchased from Lipomed, LGC-Standard and Cerilliant.

Patients: Three cases (3 males aged 36, 37 and 39) were reported from the
UK together with 12 cases (10 males and 2 females aged 23 to 43) from
Canada and 2 cases from France (2 males aged 25 and 50, one deceased and
one still alive). Items examined included femoral and central blood, which
was obtained during postmortem examination, and head/body hair from the
living subject.

Results: Results are given in the following table:

Molecule N sample mean (range) (mg/L)
PMMA 12 blood 4.50 (1.69-15.7) (+ MA + MDMA)
PMA 1 blood 2.10 (+ acetyl-PMA in urine)
BZP 2 blood 1.47,1.68
TFEMPP 1 blood 0.006
Mephedrone 1 blood 0.095
1 head hair 3500 pg/mg
1 body hair 400 pg/mg

Conclusion: Toxicology analysis confirmed the presence of high
concentrations of PMMA, BZP and mephedrone. These drugs share the
same characteristics and activity as MDMA and therefore produce similar
effects: increased energy, sociability, limited euphoria, mental stimulation
and concentration, empathogenic effects. PMMA in particular, appears to
be considerably more toxic than MDMA; using these “new” products can
cause adverse side effects such as hyperthermia, muscle rigidity and seizures.
Serotonin syndrome causes great concern amongst healthcare agencies.
The two laboratories have developed a comprehensive analysis of multiple
designer drugs across the various classes with a minimum of analytical runs
(one by GC-MS and one by LC-MS/MS).

048. Tramadol quantitation in umbilical cord and human
placenta using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry: a case report

N. Allibe!, H. Eysseric'?, V. Scolan', A. Barret', J.F. Jourdil?, F. Stanke-
Labesque?, L. Barret!

'Laboratoire de Médecine Légale, UJF, Grenoble; *UM Pharmacologie-
toxicologie, CHU, Grenoble

Introduction: A 34-year old woman was hospitalized for abdominal pain
and metrorrhagia. Clinical examination revealed an intra uterine placenta
without foetus. A newborn baby was found dead in a trash bag in her house.
The autopsy concluded to a likely asphyxic syndrome with a triple cervical
circular cordon. Small amounts of samples (blood, urine, bile, gastric content
and umbilical cord) were collected for toxicological analyses. In addition,
maternal blood samples were collected 24 hours after her hospitalization.
Methods: Screening of the gastric content was performed using GC-MS
and LC-DAD, and revealed the presence of acetaminophen and tramadol.
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Quantitation of tramadol and its main metabolites (N-desmethyltramadol
and O-desmethyltramadol) was performed by a method applied to opioids
using a liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
method, in multiple reaction monitoring (MRM) mode on an API 4000
(ABSciex). Blood, bile and gastric content were treated with 200 uL
of precipitation reagent (salicylsulfonic acid, 500 mg/mL) containing
deuterated internal standards (IS). Umbilical cord and placenta were thinly
cut and homogenized with 0.1% perchloric acid. After centrifugation and
evaporation the dry residue was dissolved in 200 pL of water and treated with
200 pL of precipitation reagent. 50 uL of deproteinized sample was injected
and the online sample clean-up was performed on an Oasis HLB column
(2.1 mm x 20 mm; 25 pm, WATERS), while chromatographic separation
was performed on an analytical column, ATLANTIS dC18 (WATERS).
Calibrations were carried out with free specimens of plasma or umbilical cord
or placenta supplied by the pathological anatomy and cytology laboratory.
Results: The results of LC-MS/MS analyses were summarised in the
following table:

Newborn samples Mother samples
Blood Bile Gastric | Umbilical Placenta | Blood
content cord
Iramadol a7 | 2370 | 1520 | 353 161 45
(ng/L)
O-desmethyltramadol 2 255 149 3 16 10
(ng/L)
N-desmethyltramadol 220 1030 | 527 140 473 2
(ng/l)
Alfentanil Detected
<0.05 | <0.05 | <0.05 <0.05 13.55
(ug/L) <LOQ

level of duloxetine and the presence of a low level of oxazepam. As the
family contested the test results and the possibility of an addictive behavior,
the magistrate ordered the analysis of the lock of hair collected during the
autopsy.

Methods: The determination of alcohols was performed by HS-GC-FID in
biological samples. The identification and dosage of drugs and narcotics was
performed in blood samples and urine by immunochemistry and CPG-SM.
The section of hair was segmented to allow a retrospective analysis over a
period of two years; the assay was performed in hair by CPG-MS/MS or
HPLC-MS/MS after alkaline hydrolysis.

Results: The results of the analyzes performed in the femoral blood are as
follows:

Methadone
1.19 pug/mL

11-A9-THC-COOH
4.1 ng/mL

Duloxetine
0.02 ug/mL

Oxazepam
< 0.02 ug/mL

|Femoral blood

The results in the hair are:

?)Z%;:)ell:j 1(;/02;?;)) Segment 2 (10 cm) | Segment 3 (15 cm)
Relevant period 04/2009 — 02/2010 | 01/2008 — 04/2009
A9-THC 170 400 230
Cannabinoids |Cannabinol 249 1433 1591
Cannabidiol 261 522 337
Morphine 84 58 Presence (< 50)
Opiates Codeine 61 Presence (< 50) Presence (< 50)
6-MAM 96 77 50
Substitution |Methadone 10 360 3000 690
products EDDP 1350 270 Presence (< 50)

Some hypotheses could explain the presence of tramadol in newborn
samples. First, it could be issue to an in utero exposure. Concentrations of
tramadol and metabolites matched this more likely hypothesis. The intake
of the amniotic fluid by the foetus could explain the presence of tramadol
and metabolites in gastric content. Furthermore, the very low concentrations
of tramadol detected in the mother’s blood were consistent with an end of
elimination. However a second hypothesis of in vivo exposure with tramadol
could not be totally excluded. Post natal medical care could explain the
presence of alfentanil only in placenta and maternal blood.

Conclusion: Analyses of complex matrix as placenta and umbilical cord
were realized successfully with a very sensitive and specific LC-MS/MS
method. This made it possible to improve the post-mortem toxicology
investigations in order to estimate whether tramadol might have contributed
to the death of the newborn baby.

049. Interest of hair analysis in the retrospective diagnosis
and the evolution of addictive behavior

V. Baillif-Couniou', G. Hoizey?, M. Cheze?, C. Sastre', P. Perich', S. Zuck',
G. Leonetti', A.L. Pelissier-Alicot!

Service de Médecine Légale, Faculté de Médecine, Marseille; *Laboratoire
Toxlab, Paris

Objective: To demonstrate the interest of hair analysis in the retrospective
diagnosis of addictive behavior and in the evolution of addiction.

Case history: Mrs. B, aged 30, resident in a home for disabled people,
was found dead in her bed one morning. The lifting body is featureless;
questioning family members did not reveal any particular addictive behavior
or substitution treatment. The autopsy revealed a pulmonary edema and a
multiorgan congestion. The usual toxicological samples (femoral and heart
blood, urine, gastric contents and vitreous humor) were taken and stored
at 4 °C. A section of hair of a length of 35 cm was removed and stored at
room temperature. The initial analyzes carried out in biological fluids,
demonstrated a toxic level of methadone, in combination with a therapeutic

Conclusions: The authors discuss the contribution of hair analysis which,
confronted with the literature data, showed a methadone exposure with
increasing doses combined with a low but regular exposure to heroin,
testifying to a very likely alternative treatment failure. We also noted a
regular exposure to cannabis. In the present case, hair analysis not only
confirmed the existence of an opioid substitution treatment, the primary use
of methadone proving to be rarest, due to the absence of euphoric effect
of this molecule [1], but also served to better understand the evolution of
addiction presented by the victim until his death.

References: 1. Krambeer L.L. et coll. Methadone therapy for opioid
dependence. Am Fam Physician. 2001; 63(12): 2404-2410

050. Diving under the influence of cannabis

B. Brunet', A. Delbreil?, M. Sapanet?, P. Mura!, P. Kintz?

'Laboratoire de Toxicologie et Pharmacocinétique, Centre Hospitalier
Universitaire, Poitiers; *Service de médecine légale, Centre Hospitalier
Universitaire, Poitiers; *X-Pertise Consulting, Oberhausbergen
Introduction: We report here the case of a professional diver who died
while underwater. This 43-year-old man was diving in the 24 m area with an
umbilical cable supplying air from the surface. After a few minutes without
hearing from him, his co-workers at the surface became worried. Using an air
tank a co-worker dived to look for him but found him unconscious and then
dragged him to the surface where cardiac massage was started. Resuscitation
by the emergency unit was unsuccessful. After autopsy, samples were sent to
the laboratory for toxicological investigations.

Methods: A complete toxicological screening was carried out. It included
identification and/or quantification of alcohols, volatile organic compounds,
cyanide, metals and drugs of abuse (cannabinoids, opiates, cocaine,
amphetamines). Psychotropic and cardiac drugs were investigated by means
of liquid chromatography coupled to photodiode array detection or tandem
mass spectrometry. Blood gas analysis was also performed.
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Results: All the analyses were normal with the exception of cannabinoids
analysis. In urine, an immunoassay test returned positive. In blood, gas
chromatography-mass spectrometry after SPE extraction gave the following
results: THC 0.8 ng/mL, 11-OH-THC <0.5 ng/mL and THC-COOH
1.9 ng/mL.

Discussion: Important elements of the autopsy were: high amount of gas
bubbles coming out of the vessels, pulmonary and cerebral oedemas, and
marked arteriosclerosis of coronary arteries (to the right of the heart 60%,
to the left 70%) with no macroscopic sign of infarct. In this case, cannabis
might have contributed in some extent to the death and divers should be
aware of the effects of cannabis while underwater. Cannabis is a psychoactive
drug triggering various effects such as euphoria, relaxation, altered time
perception, lack of concentration and mood changes (panic reactions or
paranoia). Physiological effects are also encountered such as increased
heart rate, dry mouth, nausea and dizziness. All of these psychotropic and
physiologic effects are not compatible with safe diving. The risk of diving
accident for people under influence of cannabis is estimated to be increased
by 2.5 times compared to abstinent divers [1]. Cannabis psychotropic effects
could worsen nitrogen narcosis a common sensation of divers described as
alcohol-like effects and it could also increase hypothermia.

Conclusion: Literature is scarce on drug of abuse consumption by divers
and effects of drugs of abuse in hyperbaric environment are also unknown.
Divers should be aware of the increased risk of accidents when diving under
the influence of drugs of abuse.

Reference: 1. Bovard-Gouffrant M. Drogues et plongée. Plongée. 2009; 18:
106-107

051. Unusual morphine sulfate overdose in an adolescent

A.L. Pelissier-Alicot', P. Kintz?, G. Pepin’®, P.R.P. Pok*, C. Sastre!, V. Baillif-
Couniou', G. Leonetti'

!Service de Médecine Légale, Faculté de Médecine, Marseille; *X-Pertise
Consulting, Oberhausbergen; *Laboratoire Toxlab, Paris; *INPS LPS
Marseille

Objective: Morphine sulfate misuse remains a marginal phenomenon,
essentially observed among regular heroin injectors searching for a less
expensive and more accessible product. “Primo-addiction” to morphine
sulfate has never been described to our knowledge. The authors report an
original case of fatal sulfate morphine overdose in an adolescent for whom
hair analysis (1) allowed determination of a regular exposure of morphine
sulfate during the two years before death, suggesting morphine sulfate
misuse, and (2) therefore revealing the traffic of Skenan® which enabled the
victim to stock up on the drug.

Case history: K., aged 13, was found at home in cardiopulmonary arrest
by the emergency services who had been contacted by her mother at 18h40.
A capsule and 3 empty blisters of Skenan® L.P. 30 mg were found by her side.
A search of the apartment did not reveal any blisters of Skenan® or any other
opioid. According to the mother, the victim did not follow any treatment.
She had complained of abdominal pain since the morning and took “a tablet”
at the beginning of the afternoon. Then she slept until her mother tried to
wake her at 18h15. An autopsy revealed only lung and brain edema. No trace
of injection was noted. Samples were taken for conventional toxicological
analysis (heart and femoral blood, gastric content, urine, vitreous humor
and hair). Following the initial analyses in body fluids which confirmed
the morphine overdose, the magistrate ordered an analysis of the hair of the
victim (a 32 cm brown hair strand) and of the mother (a 30 cm brown hair
strand), suspecting her of consuming Skenan® for recreational purpose.
Methods: opiates were determined in biological fluids by gas chromatography
- mass spectrometry (GC-MS) after alkaline extraction and silylation and in
hair by liquid chromatography - tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
after liquid-liquid extraction.
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Results: results obtained from samples of the victim are presented in the
table below:

Hair (pg/mg)
Peripheral Urines Gastric Segment 1 [Segment 2 [Segment 3 [Segment 4
blood content 012011 | 07/2010 | 0172010 | 07/2009
(ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL) 5 S N N
082010 | 02/2010 | 08/2009 | 02/2009

Unconjugated |Unconjugated | Unconjugated
morphine: morphine: morphine:
42, 11 77

8 300 87750 131 187 163 250
Total Total Total
morphine: morphine: morphine: -
584 13830

The search for opiates in the hair of the mother was negative on the 3 segments
examined (total period October 2011 - February 2009).

Conclusion: This case is of double interest. From an epidemiological
viewpoint, this is to our knowledge the first case of morphine sulfate misuse
(1) in an adolescent, (2) without any history of heroin/other opioids abuse and
(3) by oral route, suggesting the emergence of a new type of morphine sulfate
consumption. From a toxicological viewpoint, this case underlines again the
major importance of hair testing which not only documented the regular
exposure of the victim, but also helped to exonerate the mother, suspected of
having introduced the drug at home for her personal consumption. Following
these results, a further police investigation was initiated, permitting the break
up of the traffic of Skenan® among the acquaintances of the victim.

9

052. Determination of psychotropic drugs in drug addicts
hair: focus on two hallucinogenics, ketamine and L.SD

J. Maublanc, J.M. Gaulier, S. Dulaurent, G. Lachatre

Pharmacology and Toxicology, CHU Dupuytren, Limoges

Objective: Determination of psychotropic drugs in victims’ hair using
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) methods is usual
in Drug Facilitated Crimes, but can be of interest in other contexts. The
authors propose an illustration of this purpose, through a drug addict’s hair
analysis documented case, focusing on ketamine (K) and LSD.

Case history: A 29 year-old man, hooked on psychoactive drugs, was
undergoing the following treatment for drug addiction after a court order
owing to recurrent problems, including illicit drugs detention: methadone,
40 mg/D, and oxazepam (20 mg/D). After a “party” (DO0), urine analysis
(D2) revealed K and LSD consumption. He admitted taking LSD (4 drops)
and K (2 sniffs) at the party, as well as regular use (2 to 3/week, for several
months) of K: two hair samples were collected (at D6 and D21) and analysed
(black hair, 28 cm).

Methods: A large screening for 35 benzodiazepines, hypnotics and other
psychotropic drugs (alimemazine, alprazolam, bromazepam, buprenorphine,
clobazam, clonazepam, 7-amino-clonazepam, cyamemazine, diazepam,
diphenhydramine, doxylamine, flunitrazepam, 7-amino-flunitrazepam,
haloperidol, hydroxyzine, K, levomepromazine, loprazolam, lorazepam,
lormetazepam, LSD, methadone, midazolam, niaprazine, nordazepam,
oxazepam, prazepam, propoxyphene, scopolamine, temazepam, tetrazepam,
tramadol, triazolam, zolpidem, et zopiclone) was performed using a LC-
MS/MS method, according to a previously established method dedicated to
LSD determinations in hair [1]. Briefly, after a decontamination step and IS
addition (i.e. scopolamine—D3 for K, and LSD-D3 for LSD), 50 mg of hair
sample were incubated overnight in 3 mL of phosphate buffer pH 5 at room
temperature. After a liquid-liquid extraction (dichloromethane/ether), the
extract was analyzed using LC-MS/MS.

Results: The method exhibits LOD and LOQ values of 0.5 pg/mg for both
K and LSD, and was linear until 500 pg/mg for the two compounds. The
following table resumes the positive results (pg/mg*) in the D21 hair sample.
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The results in the D6 hair sample were similar, with the noteworthy exception
of LSD presence (0.51 pg/mg) in the first hair segment.

substances 0-2 cm 2-4 cm 4-6 cm 6-8 cm 8-10 cm 10-12 cm
methadone > 500% > 500% > 500% > 500% > 500%* > 500%
oxazepam 162+ 90* 85% 80* 56%* 41%

K 369* 394 382% 445%* 360* 307*
LSD nd nd nd nd nd nd

Conclusion: According to the drugs the addict had declared taking, the K
concentrations, akin to reported values in chronic users [2], are more than
10 times greater than those observed after a 10 mg oral single dose [3] and
than those previously observed by us in 2 other addicts’ hair (1.0 to 12 pg/
mg). Moreover, the K concentrations are stable, as opposed to the oxazepam
ones which regularly decreased from the scalp to the end of the hair. LSD is
detected at a very low concentration in the first segment hair 6 days after the
intake, but not 15 days later. This result (i) emphasises the difficulty to obtain
a positive hair result after a single dose LSD intake owing to the very low
concentrations [1], and (ii) strongly suggests a sweat “effect” (contamination
rather than real incorporation in hair), and/or an instability of LSD in hair.
References: 1. Gaulier JM et al. LSD in pubic hair in a fatality. Forensic
Sci Int. 2012; 57(3): 829-831. 2. Harun N et al. Analysis of ketamine and
norketamine in hair samples using molecularly imprinted solid-phase
extraction (MISPE) and LC-MS/MS. Anal Bioanal Chem. 2010; 396(7):
2449-2459. 3. Xiang P et al. Disposition of ketamine and norketamine in
hair after a single dose. Int J Legal Med. 2011; 125(6): 831-840

POSTERS

P1. Hair analysis of amphetamines using SPE and LC-MS/
MS

J. Hackett!, A. Elian?, K. Donovan?, M. Telepchak'

'UCT inc. Bristol USA; *Massachusetts Police State Crime Laboratory,
Sudbury, USA

Objective: After attending this presentation, attendees will learn about
the extraction of amphetamine (and related compounds) in hair using
readily available solid phase extraction (SPE) cartridges and tandem mass
spectrometry. Use of this SPE method will permit analysts to provide data on
these compounds in hair samples.

Method: Extraction (SPE) was performed on mixed mode column (C,/SCX)
conditioned with methanol, deionized water, and pH 6 buffer (3 mL, 3 mL
and 1 mL, respectively) prior to sample loading. Samples of decontaminated
hair (10 mg) were digested in 1 M NaOH (containing deuterated analogues)
for 1hour at 70 °C. The samples were cooled, and glacial acetic acid
(100 uL) was added. Each solution was adjusted to pH6 with 0.1 M
phosphate buffer (4 mL) and applied to a conditioned SPE column. After
loading the sample, the sorbent was washed with deionized water, acetic acid
(0.1 M), and methanol (3 mL of each, respectively). Each SPE column was
dried and eluted with 3 mL of a solvent consisting of methylene chloride/
isopropanol/ ammonium hydroxide (78:20:2). After elution, 200 uL of
mobile phase was added to the collection tube. The samples were then
evaporated to the mobile phase for analysis by LC-MS/MS in positive
multiple reaction monitoring (MRM) mode. Data is presented for MRM’s
of amphetamine, methamphetamine, MDA, and MDMA (and deuterated
analogues), respectively. Liquid chromatography was performed in gradient
mode employing a 50 x 2.1 mm biphenyl analytical column and a mobile
phase consisting of acetontitrile and 0.1% aqueous formic acid. The gradient
was programmed to run from 5% to 30% acetonitrile in 4.0 minutes and then
back to 5% for re-injection. The total run time for each analysis was less than

5 minutes. In this presentation, representative chromatograms are shown to
illustrate the efficiency of the chromatography and analysis of amphetamine
related compounds.

Results: The limits of detection/quantification for this method were
determined to be 0.05 ng/mg and 0.1 ng/mg, respectively for amphetamine
(and other analogues). The method was found to be linear from 0.1 ng/
mg to 10 ng/mg (r*> > 0.999). Data is presented to show that recoveries of
amphetamine were found to be greater than 95% for all the amphetamine
analogues. Interday and Intraday analysis of the amphetamine analogues
were found to < 8% and < 12%, respectively. Matrix effects were determined
to be < 6% for the amphetamine analogues. Concentrations of amphetamine
in real samples of hair were found to range from 1.2 ng/ mg to 1.3 ng/mg.
Other amphetamine analogues (methamphetamine, MDA, and MDMA)
were not found to be present in the hair samples.

Conclusion: The use of this new procedure for the analysis of amphetamine
and related compounds will be of great use to analysts in the field of forensic
hair analysis as it demonstrates the use of SPE/LC-MS/MS to provide data
from small amounts of hair sample.

P2. Intoxication au GHB par ingestion de Xyrem® (oxybate
de sodium)

T. Gicquel'?, S. Lepage', A. Baert?, I. Morel'?

Laboratoire de Toxicologie Biologique et Médico-légale, CHU Pontchaillou,
Rennes, France ; 2INSERM, U991, Université de Rennes 1, France ; 3Centre
Antipoison et Toxicovigilance, CHU Rennes, France

Objectif : [’ oxybate de sodium (Xyrem®) est un médicament indiqué dans
le traitement symptomatique de la narcolepsie de 1’adulte accompagnée
de cataplexie. L’oxybate de sodium est le sel de sodium de I’acide
gammahydroxybutyrique (GHB) et est administré par voie orale a la dose
recommandée de 4,5 g/jour. Nous présentons les données cliniques et
analytiques du suivi d’une jeune fille de 18 ans ayant volontairement absorbé
90 grammes environ de son traitement par Xyrem®.

Méthodes : Lors de I’hospitalisation, plusieurs prélevements ont été
effectués. Les analyses toxicologiques ont consisté, a 1’admission, en un
screening toxicologique par une méthode de chromatographie en phase
liquide couplée a une détection en barrette de diodes (UPLC-DAD, Acquity,
Waters). Ce screening a été complété, au cours de 1’hospitalisation, de
plusieurs dosages de GHB par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (CG-SM). Pour ce dosage, la préparation
de I’échantillon (plasma ou urines) correspond a une précipitation par
I’acétonitrile en présence d’étalon interne deutéré, analogue du GHB, suivi
d’une dérivation du GHB par triméthylsilylation. Ainsi, un dosage urinaire
et trois dosages plasmatiques ont été effectués 2 heures, 4 heures et 4 h 30
aprés I’ingestion de Xyrem®.

Résultats : Un coma (score de Glasgow évalué a 7) avec hypothermie et
hypoxie a nécessité une hospitalisation de la patiente dans un service
de réanimation. Sa prise en charge médicale a consisté en une intubation
orotrachéale et une ventilation assistée. Une amélioration clinique a
rapidement été constatée et la patiente a pu quitter 1’hopital des le lendemain.
Le screening toxicologique par UPLC-DAD n’a détecté aucune substance
médicamenteuse, toxique ou stupéfiante excepté un traitement par modafinil
(Modiodal®), indiqué également dans la narcolepsie. Les dosages spécifiques
de GHB ont révélé des concentrations respectivement de 185 mg/L,
114 mg/L, 95 mg/L dans le plasma prélevé 2 heures, 4 heures et 4 heures 30
apres ingestion. La présence de GHB dans les urines a également été confirmée
par CG/SM. Le dosage du GHB a permis de confirmer I’intoxication par le
Xyrem® et de suivre I’élimination rapide du GHB plasmatique, concordant
avec 1’amélioration clinique de la patiente.

Conclusion : Le dosage de GHB trouve son utilité non seulement dans le
cadre de la recherche d’une administration de cette substance a des fins de
soumission chimique, mais également en cas d’intoxication lorsqu’il est

S1-25



Ann Toxicol Anal.2012; 24(S1)

Abstracts

absorbé ou administré sous forme médicamenteuse d’oxybate de sodium
(Xyrem®, Gamma OH®).

P3. Impact of lowering confirmatory test cutoff value in
urine cannabinoids screening program

Y. Lecompte, O. Roussel, M. Perrin
Département Toxicologie, Institut de Recherche Criminelle de la
Gendarmerie Nationale, Rosny sous Bois

Purpose: The guidelines for urinary cannabinoids screening require that all
specimens tested positive should be confirmed by gas chromatography/mass
spectrometry (GC/MS) at a confirmatory test cutoff value of 15 ng/mL of
11-nor-9-carboxy-A9-tétrahydrocannabinol (THCCOOH). The aim of this
poster presentation is to assess the impact of lowering the confirmatory test
cutoff value on the diagnostic sensitivity and efficiency of a cannabinoids
pre-enlisment testing program.

Methods: The results of 986 confirmation analyses of positive screening
tests, carried out in the framework of medical fitness examinations prior
to enlistment in the Gendarmerie, by the toxicology department of the
Forensic Science Institute of the French Gendarmerie (IRCGN), between
January 1, 2005 and December 31, 2009, were retrospectively studied. This
laboratory has set the confirmatory test cutoff value to 5 ng/mL instead of the
recommended 15 ng/mL.

Results: Lowering the confirmatory test cutoff to 5 ng/mL of 11-nor-9-
carboxy-A9-tetrahydrocannabinol (THCCOOH), increases the number
of confirmed results by 25.2%. The positive predictive value of the initial
screening test rises from 63.9 to 80.0%. Only one true-positive applicant
has appealed. His THCCOOH urinary concentration, which was moreover
incompatible with passive cannabis smoke exposure, was confirmed by
another laboratory. In addition, recent studies have confirmed that passive
exposure to cannabis smoke can not solely generate positive results in initial
screening tests using the recommended screening test cutoff of 50 ng/mL
THCCOOH [1, 2].

Conclusion: The use of a confirmatory test cutoff value lower than that
recommended significantly increases the diagnostic sensitivity of the pre-
enlisment urinary cannabinoids screening program without altering its
specificity.

References: 1. Rohrich T etal. Concentrations of delta9-tetrahydrocannabinol
and 11-nor-9-carboxytetrahydrocannabinol in blood and urine after passive
exposure to Cannabis smoke in a coffee shop. J Anal Toxicol. 2010; 34(4):
196-203. 2. Niedbala RS et al. Passive cannabis smoke exposure and oral
fluid testing. II. Two studies of extreme cannabis smoke exposure in a motor
vehicle. J Anal Toxicol. 2005; 29(7): 607-615.

P4. Codéine et bronchopneumopathie chronique obstructive :
a propos d’un cas mortel

A. Cesbron', F. Briand'?, P. Laburthe-Tolra?, D. Debruyne!, V. Lelong-
Boulouard', F. Papin-Lefebvre?, A. Coquerel', M. Loilier'

'Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU, Caen; ‘Institut de
Meédecine Légale, CHU, Caen

Introduction : La codéine est un alcaloide de 1’opium, utilisée comme
analgésique et antitussif. Les effets indésirables, pouvant se manifester
notamment par une dépression aigué des centres respiratoires, sont moins
marqués qu’avec les autres opiacés. Les intoxications létales sont rares,
et surviennent le plus souvent lors d’associations a d’autres dépresseurs
du systeme nerveux central. Nous présentons ici le cas d’un surdosage en
codéine, associé a une benzodiazépine, chez une personne décédée atteinte
de bronchopneumopathie chronique obstructive.

Description du cas : Une personne de 58 ans est retrouvée morte dans son
lit a son domicile, verrouillé de ’intérieur. Elle est connue et traitée par
corticoides inhalés et tiotropium pour une bronchopneumopathie chronique
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obstructive. L’autopsie révele un liquide épais et puriforme au niveau des
deux bronches souches des deux poumons, sans aucune autre anomalie, et
conclut a une mort non provoquée par un tiers. Des échantillons biologiques
sont adressés au laboratoire pour analyse toxicologique.

Méthodes : Un dépistage urinaire de toxiques est effectué en immunochimie.
Des recherches larges par méthodes séparatives de substances toxiques et
médicamenteuses sont également faites sur les urines, la bile et le liquide
gastrique, par chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre de masse
(GC/MS) et par chromatographie liquide couplée a un spectrometre de
masse en tandem (LC/MS/MS), apres extraction liquide-liquide. Les dosages
spécifiques des molécules identifiées sont réalisés par différentes méthodes
chromatographiques ou immunochimiques.

Résultats : De la codéine et du tétrazepam ont été retrouvés dans tous les
liquides biologiques. Du paracétamol est également présent dans les urines
et la bile. La codéine, la morphine et le tétrazepam ont été quantifiés dans
le sang en LC/MS/MS, le paracétamol en immunochimie par polarisation
de fluorescence. La concentration sanguine en codéine est de 495 ug/L
(concentration toxique > 300 pg/L, 1étale > 1600 pg/L), associée a 17 ug/L
de morphine en lien avec le métabolisme de la codéine. Une concentration en
codéine de 5645 ng/L a été retrouvée dans le liquide gastrique, suggérant une
prise récente. Les concentrations sanguines en tétrazepam et en paracétamol
sont en zone thérapeutique, respectivement a 130 ug/L et 11 mg/L. Il n’a pas
été retrouvé d’éthanol associé.

Conclusion : L’analyse toxicologique a montré une concentration toxique en
codéine, mais en dega des concentrations rencontrées dans les intoxications
létales (1). Cette concentration élevée de codéine a pu néanmoins entrainer
la survenue d’une dépression respiratoire, favorisée par la pathologie de
la personne décédée et par la prise d’une benzodiazépine associée. Etant
donné la demi-vie courte de la codéine et du paracétamol, la large différence
observée entre les concentrations de codéine et de paracétamol, n’évoque
pas la prise d’une spécialité médicamenteuse contenant ces 2 molécules mais
plutdt une prise importante de codéine seule.

Référence : 1. Therapeuticandtoxicdrugconcentrations: http://www.tiaft.org/
members/ttv/ttv_all.html (mars 2012).

P5. Dosage du kétoprofene dans le lait maternel par
chromatographie liquide haute performance

A. Florent', G. Roche!, P. Seraissol', P. Gandia'?, M. Lavit', G. Houin'
'Laboratoire de Pharmacocinétique et Toxicologie Clinique, Institut Fédératif
de Biologie Hopital Purpan, Toulouse ; *Laboratoire de Pharmacocinétique,
Institut Claudius Regaud, Toulouse

Objectif : Le kétoprofene est un anti-inflammatoire non stéroidien
administré de fagon exceptionnelle en post-partum afin d’atténuer les
douleurs articulaires créées par la grossesse. Le peu de données issues de
la littérature a rapporté, dans les cas les plus graves, des hypotensions,
des dépressions respiratoires, des hémorragies gastro-intestinales et plus
particulierement chez le nouveau-né, une atteinte rénale parfois irréversible,
conduisant ainsi a une contre-indication au cours de I’allaitement. Une
recherche du kétoprofene dans le lait maternel a différentes périodes post-
partum permettrait (1) d’estimer la quantité ingérée par le nourrisson au cours
de I’allaitement, et (2) proposer des recommandations objectives aux meres
allaitantes. L’objectif de ce travail a consisté a mettre au point et valider
une méthode de dosage du kétoproféne dans le lait maternel. Notre choix
s’est porté sur une méthode chromatographique liquide haute performance
(CLHP) couplée a un détecteur a barrette de diodes.

Méthodes : La méthode développée a été validée par I’étude de la linéarité,
la spécificité, le rendement d’extraction, la limite de détection et de
quantification, ainsi que la répétabilité et la reproductibilité sur 5 jours. En
plus des effets mémoire et de dilution, différentes conditions de stabilité
ont été étudiées : 3 et 6 heures a température ambiante, 3 jours a 4 °C, 1,
3, 6 et 12 mois a — 20 °C, ainsi que 3 cycles de congélation/décongélation.
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2 mL de prise d’essai de lait maternel ont été extraits, selon une double
extraction liquide-liquide, avec pour étalon interne le naproxene (Sigma
France). Le kétoprofene a été déterminé par CLHP couplée a un détecteur
UV (A =256 nm). La séparation chromatographique a été réalisée a I’aide
d’une colonne Protonsil 120-5-C]8-ACE-EPS (5,0 ym 5 125 mm x 4,6 mm ;
Bischoff). La phase mobile (acétonitrile, méthanol et tampon formate
d’ammonium pH 3) a été optimisée a 1’aide d’un gradient, sur une durée
d’acquisition de 13 minutes.

Résultats : Les temps de rétention ont été de 6,6 et 7,8 minutes pour le
kétoprofene et le naproxene, respectivement. La linéarité a été validée
pour une gamme de concentrations allant de 10 a 200 pg/L. La dilution au
dixieme a été validée permettant de déterminer des concentrations atteignant
2000 pg/L. Aucun effet mémoire n’a été observé. Un modele de régression
linéaire pondérée par 1/C a été utilisé, et le coefficient de régression linéaire
obtenu a toujours été supérieur a 0,999. Le taux d’extraction moyen pour
le kétoprofene et 1’étalon interne a été de 53 % et de 63 % respectivement,
avec une précision inférieure a 20 %. L’inexactitude a été¢ comprise entre
—8,3 % et — 7,1 % avec une précision maximale de 5,7 % pour la variabilité
intra-jour, et entre — 10,6 % et — 7,5 % avec une précision maximale de 4,7 %
pour la variabilité inter-jour. L’étude de la stabilité du kétoprofene dans le lait
maternel selon les différentes conditions de conservation a toujours rapporté
une dégradation inférieure a 15 % par rapport a la 1™ mesure.

Conclusion : Malgré une extraction compliquée et un mode de détection
classique (UV-barrette de diodes), cette méthode analytique, particulierement
sensible (10 ng/mL), est parfaitement adaptée pour une détermination, aussi
bien en recherche qu’en routine, du kétoproféne dans le lait maternel. Ainsi,
cette méthode de dosage permettra d’une part de mener une exploration
approfondie du passage du kétoprofene dans le lait maternel au cours d’un
PHRC, et d’autre part de répondre a la demande de cliniciens soucieux d’une
éventuelle toxicité chez le nouveau-né de meres allaitantes recevant a titre
exceptionnel du kétoproféne.

P6. Dual stages versus single stage solid phase extraction
protocols for basic, neutral and acidic drug of abuse

K. Amoura', L. Ferlin?, L. Humbert?, C. Richeval?, A. Rifflet?

'"Waters, Guyancourt, France; *Hospital Santanna, Como, Italy; *Biology
and Pathology Centre, CHRU, Lille, France

Objective: The analysis by LC/MS of the 4 drug of abuse classes is often
managed by applying a dual sample preparation: one for basic drug and
one for neutral/acidic drugs. This is applicable to liquid/liquid extraction or
to solid phase extraction. The current work is comparing two mixed mode
SPE protocols with a single mixed mode SPE protocol for the following
drugs: Amphetamine, Methamphetamine, MDMA, MDA, MDEA, MBDB,
Morphine, 6-MAM, Codeine, Dihydrocodeine, Cocaine, Benzoylecgonine,
Cocaethylene, EDDP, Buprenorphine, Norbuprenorphine, THC, and THC-
COOH.

Methods: Sample preparation methods where tested on whole blood and
urine. The first protocol is based on a 1 cm® Mixed Mode Cation Exchange
for basic drugs and a 1 mL. Mixed Mode Anion Exchange for neutral and
acidic drugs. The basic drugs workflow consist of a dilution (1/2 — V/V)
with phosphoric acid. For whole blood a precipitation using acetonitrile prior
to acidification is made. The mixture is then extracted following a series
of steps for cleaning. The final elution is made with Ammonium formate
in MeOH. Neutral and acidic drugs workflow consist of a dilution in 1%
ammonia (whole blood) or ammonium hydroxide (urine). Mixture is then
extracted following a series of steps for cleaning (1). The final elution is
made with Hexane/Ethylacetate/Acetic Acid (48/48/2 — V/V/V). The second
protocol is based on a single 1 mL Mixed Mode Cation Exchange. Sample are
diluted with phosphoric acid (1/1 — V/V) prior to extraction. After a series of
cleaning steps the final elution is made with a mixture of (dichloromethane/
isopropyl alcohol/Ammoniac — 71.25/23.75/5 — V/V). All final elution

mixtures are evaporated to dryness and reconstitute into mobile phase prior
to injection. Analysis were performed using 2 LC-MS/MS systems (Alliance
2695/Quattro micro and Acquity UPLC/Acquity TQD).

Results: With the protocol #1, all limit of quantification where equal or better
than 0.5 ng/mL in whole blood and urine. Matrix volumes needed are 0.2 mL
for basic drugs and 1 mL for neutral and acidic drugs. With the protocol #2
all limit of quantification where better or equal to 1 ng/mL in whole blood
and urine. All ion suppression are lower than 25% (2).

Extraction recoveries as listed in the table:

PROTOCOL #1 PROTOCOL #2
Morphine 76% 90%
Dihydrocodeine 74% 96%
Codeine 81% 95%
Amphetamine 87% 96%
MDA 78% 100%
6-MAM 88% 90%
Methamphetamine 66% 96%
MDMA 56% 96%
MDEA 62% 97%
Benzoylecgonine 100% 90%
MBDB 70% 93%
Cocaine 96% 96%
Norbuprenorphine 85% 99%
Buprenorphine 73% 100%
EDDP 85% 98%
THC 78% 35%
THCCOOH 70% 25%

Conclusion: The dual stage SPE protocol lead better sensitivity, more
consistent recoveries when total matrix consumption are comparable
between the 2 protocols. The single stage protocol is cheaper and easiest to
implement.

References: 1. Stout PR et coll. Solid-phase extraction and GC-MS analysis
of THC-COOH method optimized for a high-throughput forensic drug-testing
laboratory, J Anal Toxicol. 2001; 25(7):550-554. 2. Matuszewski et coll.
Strategies for the assessment of matrix effect in quantitative bioanalytical
methods based on HPLC-MS/MS, Anal Chem. 2003, 75, 3019-3030.

P7. Laspectrometrie de masse haute résolution : applications
cliniques dans un laboratoire de pharmacologie et de
toxicologie hospitalier

L. Xavier', J. Pinguet'?, P. Herviou', N. Authier*, A. Eschalier'??,
D. Richard'?

'Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU, Clermont-Ferrand ;
*Centre d’addicto-vigilance, CHU, Clermont-Ferrand ; ’UMR INSERM 1107
Neurodol, Université d’Auvergne, Faculté de Médecine, Clermont-Ferrand
Objectif : La spectrometrie de masse haute résolution (HRMS) est un outil
récent en toxicologie hospitaliere. Il apporte de nombreux avantages et peut
avoir de trés nombreuses applications. Le couplage a une chromatographie
liquide associant une purification en ligne permet 1’extraction automatisée
des échantillons et facilite le développement des méthodes d’analyse.
Jusqu’a présent, nous I’avons utilisé pour des méthodes quantitatives mono
ou multiparamétriques (buprénorphine, stupéfiants, psychotropes,...) et une
méthode qualitative (screening toxicologique) est en cours de validation.
Ici, nous présenterons deux exemples d’application particuliers : ’analyse
spécifique en urgence, du contenu d’une seringue et une étude rétrospective
sur une conduite addictive des patients toxicomanes.

Meéthodes : Le systeme présenté ici est constitué d’un systeme « Turbulents
Flow » couplé a un spectrometre de masse haute résolution de technologie
Orbitrap® (Exactive®, ThermoFisher). Le premier cas présenté est un exemple
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d’application réalisé en infusion puis en injection directe afin d’identifier le
contenu d’une seringue par I’intermédiaire d’une acquisition full scan sur
une grande plage de masse et a trés grande résolution. Le deuxieme cas est
une recherche rétrospective « d’héroine saumon » (I’alprazolam étant utilisé
comme produit de coupe de 1’héroine) chez des patients détectés positifs
en opiacés naturels (immuno-analyse) au niveau de la matrice urinaire et
confirmés par la méthode spécifique sur le TLX- Exactive®.

Résultats : Dans le premier exemple, en 1’absence de standard de référence
dans le laboratoire, nous sommes capables de prédire le spectre de masse
théorique d’un médicament contenu d’une seringue qui a été administré par
erreur a un patient d’un service de neurologie vasculaire. Dans un contexte
de prise en charge hospitaliere post-chirurgicale, une seringue d’héparine
a été prescrite au patient. Rapidement, le patient présente un tableau
clinique qui s’aggrave avec apparition d’un coma et d’une hypoglycémie
majeure. Le contenu du pousse seringue est incriminé et est tout de suite
arrété pour étre envoyé au laboratoire. L’administration d’insuline est donc
suspectée. Rapidement, la confirmation a été faite, en utilisant uniquement
les données théoriques de I’insuline (formule brute, masse exacte, ion
mono, bi, tri ou tétravalent, pattern isotopique...). Dans le second exemple,
apres sollicitations des praticiens des centres d’addictologie du CHU, nous
avons réalisé une recherche rétrospective de la présence d’alprazolam chez
des patients détectés positifs en opiacés naturels dans la matrice urinaire,
ceci en s’appuyant sur la formule brute de I’alprazolam (C,;H,,CIN,), sur
sa masse exacte théorique (308.082886 Da), son pattern isotopique. Ceci
nous a permis d’identifier sept patients consommateurs. Enfin, nous avons
pu confirmer ces données par I’injection du standard d’alprazolam. Un
suivi plus spécifique de ces patients a donc été réalisé lors des consultations
d’addictologie suivantes.

Conclusion : Grice a ses nombreux avantages, la spectrométrie de masse
haute résolution, permet de nombreuses applications y compris dans le
domaine de la toxicologie hospitaliere. Elle permet de répondre rapidement et
efficacement aux différentes sollicitations des services cliniques de la région.

P8. Validation du dosage du titane sanguin par ICP-MS avec
cellule de collision

A. Garat'?, J. Girard?, C. Richeval', D. Alexandre', B. Dehon', H. Migaud?,
M. Lhermitte?, D. Allorge'

Laboratoire de Toxicologie, Centre de Biologie Pathologie, CHRU, Lille ;
2Centre Antipoison, CHRU, Lille ; Service d’Orthopédie C, Hopital Roger
Salengro, CHRU, Lille

Objectif : Le titane est un métal de transition utilisé dans de nombreux
secteurs d’activité. Dans le domaine industriel, on le retrouve massivement
sous forme de dioxyde de titane. Dans le domaine biomédical, il entre dans
la constitution d’alliages hautement résistants utilisés pour la fabrication de
protheses chirurgicales (1). Le dosage sanguin du titane a été développé pour
assurer la surveillance de patients porteurs de prothése, de maniere a repérer
précocement un potentiel relargage de ce métal.

Méthodes : Le dosage du “Ti est effectué sur un ICP-MS (Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry) de type Varian 820-MS (Bruker,
Wissembourg, France) équipé d’une cellule de collision permettant
d’éliminer les interférences spectroscopiques. L'hélium est utilisé comme
gaz de collision a un débit de 130 mL/min. Les échantillons sanguins sont
dilués au 1/10 dans de I’eau purifiée sur le systéme Synergy™ 185 (Millipore,
St-Quentin en Yvelines, France) contenant 0,05 % d’ammoniaque et 0,1 %
de triton. Le sang témoin utilisé pour la validation de la méthode provient
de I’Etablissement Francais du Sang (Lille). Le controle de qualité interne
est réalisé a I’aide de sang titré en titane (Sero, Billingstad, Norvege). Apres
validation de la méthode, celle-ci a été appliquée a 38 patients (18 femmes
et 20 hommes) candidats a une arthroplastie de hanche ou de genou et ne
présentant pas d’autres sources endogeénes potentiellement pourvoyeuses
d’ions métalliques (amalgame dentaire, prothése métallique, vis, plaque...).
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Résultats : La méthode développée est linéaire entre 0,1 et 8 pg/L (1> > 0,99).
La limite de détection est de 0,05 ug/L et la limite de quantification est de
0,1 ug/L. La répétabilité et la fidélité intermédiaire sont respectivement
inférieures a 6 et 8 %, et I’exactitude est de 98 %. Chez les 38 patients
étudiés, la concentration moyenne de titane sanguin, avant arthroplastie de
hanche ou de genou, est de 2,1 pg/L [1,7-3,6].

Conclusion : Une méthode de dosage du titane dans le sang, simple, rapide
et sensible, a été développée et validée par ICP-MS. Les concentrations
mesurées chez des patients en pré-opératoire permettront, d’une part, de
définir les concentrations usuelles de ce métal en population générale, et,
d’autre part, de suivre un éventuel relargage apres pose de prothése. Par
ailleurs, le titane dosé par cette méthode en mode monoélémentaire pourra
également étre dosé en mode multiélémentaire en associant les dosages
d’autres métaux (vanadium, manganese, nickel, zinc, arsenic, cadmium et
chrome). Ce dosage pourra également étre utilisé en médecine du travail dans
le cadre du suivi des salariés exposés au dioxyde de titane.

Référence : 1. Lauwerys P. et coll. Principales substances inorganiques et
organo-métalliques. Toxicologie industrielle et intoxications professionnelles.
2007 ; 5¢ éd. : pp 469-473.

P9. I’analyse des aglycones des glycosides de I’if comme outil
diagnostic d’une intoxication a I’if

V. Varlet, M. Augsburger

Unité de Toxicologie et Chimie Forensiques, Centre Universitaire Romand
de Médecine Légale, Lausanne, Suisse

Objectif : Evaluer la pertinence et la faisabilité du suivi des aglycones volatils
des glycosides de I’if pour mettre en évidence sa présence dans 1’organisme
en cas d’intoxication. Le 3,5-dimethoxyphénol (3,5-DMP) a déja fait I’objet
d’investigation dans le cas d’intoxication a I’if (1) mais demeure également
présent dans d’autres plantes. Il s’agit d’affiner le diagnostic de la présence
d’if par un ratio entre trois aglycones volatils majoritaires de I'if : le 3,5-
DMP, le 1-octen-3-ol et le myrténol.

Méthodes : Des aiguilles d’if (Taxus baccata) ont été séchées, broyées et
la poudre résultante a été extraite avec 20 mL d’un mélange méthanol/eau
(15:5) sous agitation pendant 2 heures. 100 uL. d’une solution de phénol a
1,5 mg/mL sont ajoutés comme étalon interne. Apres filtration et évaporation
du méthanol, la phase aqueuse est lavée avec 2 mL d’hexane puis prélevée et
25 uL de B-glucosidase sont ajoutés pour réaliser I'hydrolyse des glycosides
(15 heures, 40 °C) avant d’étre stockée au froid positif pour éviter les pertes
en aglycones volatils. Les aglycones volatils sont ensuite extraits a froid avec
2,5 mL de pentane, concentrés ultérieurement jusqu’a 500 uL dont 1 pL est
injecté en split (5:1) et analysé par GC-MS (acquisition SIM) (2).

Résultats : L'extraction enzymatique a permis de libérer les aglycones
volatils recherchés des glycosides de I’if. Toutefois, une quantité minimale
de substrat (0,25 g) est nécessaire pour générer une production enzymatique
satisfaisante d’aglycones. La présence d’if peut étre formellement établie si
la présence de 3,5-DMP est confirmée et que le ratio 1-octén-3-ol / myrténol
se situe entre 1,5 et 3, la variabilité de ce ratio étant soumise aux variations
saisonniéres. La performance de ces indicateurs a, par la suite, été vérifiée et
validée sur un échantillon de contenu gastrique fortifié¢ avec 2,5 g d’if.
Conclusion : Le suivi des aglycones volatils des glycosides de I'if permet
d’effectuer un premier diagnostic forensique pour confirmer une intoxication
a I'if sans déployer de méthodes analytiques coliteuses. Avant d’engager des
dosages spécifiques par LC-MS/MS des taxines de I’if et obligatoires pour
conclure au role 1étal de I’if, ce protocole permet de confirmer ou d’infirmer
la présence d’if de maniere certaine.

Références : 1. R. Froldi et coll. Preliminary gas chromatography with mass
spectrometry determination of 3,5-dimethoxyphenol in biological specimens
as evidence of Taxus poisoning. J. Anal. Toxicol. 2010 ; 34 : 53-56. 2. V. Varlet
et coll. Monitoring of aglycons of yew glycosides (3,5-dimethoxyphenol,
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myrtenol and 1-octen-3-ol) as first indicator of yew presence. Drug Testing
Analysis. 2012; DOI 10.1002/dta.391.

P10. Dosage de glycols en chromatographie gazeuse couplée
a un détecteur FID

M. Lavit', A. Florent', C. Moulin', P. Seraissol', P. Gandia'?, G. Houin'
Laboratoire de Pharmacocinétique et Toxicologie Clinique, Institut Fédératif
de Biologie Hopital Purpan, Toulouse ; *Laboratoire de Pharmacocinétique,
Institut Claudius Regaud, Toulouse.

Objectif : Les intoxications par les glycols sont des sujets de préoccupation
majeure en toxicologie clinique en raison de leur gravité. L’éthylene
glycol est le plus fréquemment incriminé avec un pronostic vital engagé
suite a l’ingestion de quelques dizaines de millilitres. En cas d’ingestion
accidentelle ou volontaire de glycols, un diagnostic rapide et précis de la
nature de I’intoxication, ainsi qu’une prise en charge thérapeutique précoce,
augmentera considérablement les chances de survie des patients. De ce fait,
le dosage des glycols en urgence est extrémement utile. L’objectif de ce
travail a consisté a mettre au point et valider une méthode de dosage rapide,
facile a mettre en ceuvre et pouvant étre réalisée 24 h/24 - 7 J/J. Notre choix
s’est porté sur une méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a
un détecteur FID (CPG-FID).

Méthodes : La méthode développée a été validée par I’étude de la linéarité,
la spécificité, le rendement d’extraction, la limite de quantification, la
dilution, la stabilité ainsi que la répétabilité et la reproductibilité sur 5 jours.
Selon une extraction liquide-liquide, 200 uL de plasma ont été extraits, avec
pour étalon interne le 1,2-butanediol. Six glycols ont été déterminés par
CPG-FID ; I’éthylene glycol, le diéthylene glycol, le triméthylene glycol,
le propylene glycol, le 2,3-butyléne glycol ainsi que le triéthylene glycol.
La séparation chromatographique a été réalisée a 1’aide d’une colonne
Permabond—-CW20M-DEG 25 m x 0,25 mm. Le gaz vecteur utilisé a été de
I’azote a un débit de 2 mL/min. Un programme de températures a été choisi
pour optimiser la séparation des glycols, avec une durée d’acquisition de
20 min. Une étude de stabilité complete des glycols a été réalisée dans la
matrice biologique : 3 et 6 heures a température ambiante, 1, 2 et 3 jours a
4°C, 1, 3 et 6 mois a — 20 °C ainsi qu’un cycle congélation-décongélation.
Résultats : Les temps de rétention se sont échelonnés de 9 a 19 minutes, avec
des pics parfaitement symétriques. La linéarité a été validée pour une gamme
de concentration comprise entre 25 et 2000 mg/L. Un modele de régression
linéaire pondérée par 1/C a été utilisé, et le coefficient de régression
linéaire obtenu a toujours été > 0,999 pour I’ensemble des glycols. Le taux
d’extraction moyen pour les 6 glycols a été compris entre 83 et 90 % et a
été de 67 % pour I’étalon interne, avec une précision inférieure a 20 %. Les
inexactitudes ont été comprises entre — 10,80 et 8,42 % pour la variabilité
intra-jour, et entre —2,17 et 8,70 % pour la variabilité inter-jour, avec des
coefficients de variations toujours inférieur a 10 %. L’étude de la stabilité
des glycols dans le plasma selon les différentes conditions de conservation a
montré une perte maximale de 16,86 % par rapport a la 1™ mesure, excepté
pour le diéthylene glycol et le triéthyleéne glycol dont la stabilité est limitée
a2 joursa4°C.

JO J1 J2 J5 J10
2,0 1,61 1,56 1,53 1,37
1,03 0,78 0,78 0,68 0,65
0,54 0,42 0,40 0,33 0,33
0,22 0,16 0,14 0,12 0,13

Conclusion : Les services d’urgence sollicitent de plus en plus un dosage
rapide et précis des glycols, en particulier en pédiatrie. La méthode proposée
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, et peu onéreuse en terme d’équipements. Pour exemple,
durant la période de décembre 2011 a avril 2012 (24 h/24-7 J/7), 28 demandes
de dosages on €té traitées par le Laboratoire de Pharmacocinétique et
Toxicologie Clinique de 1’Hopital Purpan (Toulouse). Parmi ces dosages,
6 ont été positifs a 1’éthylene glycol dont 2 avec des valeurs supérieures a
500 mg/L orientant vers une intoxication grave. La rapidité d’exécution de
ce dosage a permis une prise en charge optimisée des patients intoxiqués.

P12. Implementing Exactive ultra high resolution mass
spectrometer and ExactFinder data processing software in
targeted and unknown screening method for urine analysis

M. Kozak!, B. Duretz!, M. Lee?, C. Stefan?, E. Wang?

"Thermo Fisher Scientific, Les Ulis, France; *Center of Addiction and Mental
Health, Toronto, Canada

Objective: Fast methods allowing identification of unlimited number of
compounds with capability of retrospective data analysis are required in
toxicology laboratories for quick and confident analysis of urine samples.
Using Exactive™ ultra-high resolution mass spectrometer for urine screening
utilizing simple urine dilution for sample preparation with ExactFinder™
data processing software meets these expectations.

Method: Urine (optionally hydrolyzed) was spiked with internal standards,
diluted 20 times with distilled water and analyzed on PFP (pentafluorophenyl)
column with 15 min LC (Liquid Chromatography) gradient. Mass spectrometer
was equipped with ESI (Electrospray Source Ionization) source. Full scan
data in m/z range 100-1000 amu followed by Higher Energy Collisional
Dissociation (HCD) was collected in positive and negative switching
ionization modes. Resolution was 50K and 25K (FWHM) for full scans
and fragmentation scans respectively. ExactFinder software identified target
compounds based on exact mass, retention time, isotopic pattern, presence of
fragments in all ions fragmentation spectra or by MS? spectra library reverse
search. Unknown compounds were identified based on exact mass and isotopic
pattern; proposed molecular formulas were searched against ChemSpider
libraries. Library of 2100, MS/MS spectra collected with 3 different collision
energies for 700 compounds was created using hybrid ion trap-Orbitrap mass
spectrometer

Results and discussion: Data collected with screening application on
Exactive Orbitrap mass spectrometer and processed with ExactFinder
software correlates very well with GC-MS and immunoassay data. All
compounds identified with GC-MS and immunoassay were identified
with our method. Additional compounds and more metabolites (including
glucuronides) confirming presence of parent drug were identified with
Exactive screening. Collected data allowed for high confidence identification
using m/z, retention time, isotopic pattern and all ions fragmentation spectra.
By processing data with different combinations of identification parameters
we found that if information about retention time is not available, fragments
in all ion fragmentation spectra in addition to m/z provide high confidence in
compounds identification.

Conclusion: Implementation of Exactive ultra high resolution mass
spectrometer and ExactFinder software allowed us to develop efficient
screening method which correlates well with traditional screening techniques,
allows for unlimited number of target compounds, retrospective data analysis
and unknown compounds identification.

P13. Intoxication mortelle par I’aténolol : a propos d’un cas
A. Barret', N. Allibe!, V. Scolan', J.E. Jourdil’, L. Barret', H. Eysseric'?,
F. Stanke-Labesque?

'Laboratoire de Médecine Légale, UJF, Grenoble ; UM Pharmacologie-
toxicologie, CHU, Grenoble

Objectif : Nous rapportons les recherches toxicologiques effectuées suite a
I’autopsie d’une femme de 53 ans, infirmiere exercant en milieu hospitalier
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retrouvée décédée a son domicile afin d’établir une cause toxique éventuelle.
Dans le cadre de I’enquéte, un écrit adressé a sa famille a été retrouvé aupres
d’elle, laissant supposer une tentative d’autolyse. Aucune indication sur un
traitement éventuel, une toxicomanie ou des boites vides de médicaments
retrouvées auprés du corps ne nous est rapportée. Les conclusions de
I’autopsie ne présentent aucun signe particulier.

Méthodes : Nous disposons de prélevements de sang cardiaque et
périphérique, d’urines et de liquide gastrique. Les analyses de dépistage
ont été réalisées a 1’aide de cinq types de méthodes : une recherche des
substances volatiles par chromatographie gazeuse couplée a une détection
par ionisation de flamme dans tous les prélevements ; un dépistage direct
par méthode immunochimique appliquée aux médicaments et stupéfiants les
plus courants (sur sang et urine) ; un criblage par chromatographie liquide
sur colonne Nucléosil C18 couplée a une détection par barrette de diodes
(CL-BD) (sur sang et liquide gastrique) ; un criblage par chromatographie
gazeuse couplée a un spectrometre de masse (CPG-SM) (sur sang et urine) et
un criblage par chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse
comprenant un triple quadrip6le associé a une trappe linéaire (CL/SM/SM)
apres extraction alcaline (sur sang et urine).

Résultats : Des benzodiazépines sont retrouvées dans les milieux biologiques
mais aucune n’est mesurée a une concentration sanguine d’ordre toxique :
diazépam (1146 ug/L), nordiazépam (127 ug/L), oxazépam (traces non
quantifiables <30 pg/L) et témazépam (64 ug/L). La grande quantité de
diazépam dans le liquide gastrique est en faveur d’une absorption peu avant
la survenue du déces. De I'aténolol est dépisté par CPG-SM uniquement
dans 'urine. Les recherches sont donc poursuivies et confirment la présence
d’aténolol dans le sang et 1'urine grace au criblage en CL/SM/SM sur
API 3200 QTRAP. Une méthode de dosage spécifique a été développée
et validée : apres défécation du sang par de I’acétonitrile, une séparation
chromatographique sur une colonne MACHEREY NAGEL Nucléodur HILIC
200A [3 pm, 125 x 2 mm], couplée a une détection par un spectrometre de
masse en tandem API 3200 QTRAP en mode é€lectrospray positif a 1’aide de
deux transitions (267,2/145,3 et 267,2/190,2) et en présence d’un standard
interne deutéré 1’aténolol-d7. L’aténolol est mesuré a une concentration
sanguine d’ordre toxique et potentiellement létal (8,3 mg/L). Parallelement, il
est mesuré a 1290 mg/L dans Iurine et a 427 mg/L dans le liquide gastrique.
Conclusion : Ces résultats sont compatibles avec un déces survenu suite
a une intoxication par un bétabloquant. En cas de surdosage, 1’aténolol,
bétabloquant béta 1 sélectif peut provoquer : un ralentissement du rythme
cardiaque pouvant aboutir a un bloc auriculo-ventriculaire, une hypotension,
un coma, des convulsions (minorées par le diazépam associé), une
dépression respiratoire et des troubles métaboliques pouvant entrainer une
apnée mortelle.

Dans cette expertise, 'utilisation de la CL/SM/SM a été déterminante
pour confirmer et doser ce bétabloquant, en effet le screening BD/DAD ne
détecte pas 1’aténolol trop polaire pour étre retenu sur la colonne utilisée.
Les analyses sur des matrices autres que le sang sont indispensables (sans
les urines passées en CPG/SM, 1’aténolol n’aurait pas été suspecté). Les
perspectives offertes par le screening en masse exacte s’appliqueraient tout a
fait a ce type de recherche en toxicologie.

P14. Concentrations de médicaments retrouvées dans les
cheveux d’enfants aprés administration délictueuse

V. Cirimele', C. Chatterton?, M. Duez!, N. Klinger', M. Etter', K. Turner'
Laboratoire ChemTox, Illkirch, France ; Office of the Medical Examiner,
Edmonton, Alberta, Canada

Objectif : Il existe peu de données dans la littérature concernant les
concentrations de médicaments mesurées dans les cheveux d’enfants et sur leur
interprétation. Dans cette étude sont rapportées trois situations d’administration
volontaire avouée de méthadone, d’amitriptyline et de tramadol a des enfants
ou les concentrations capillaires ont pu étre déterminées.

51-30

Méthodes : Les meches de cheveux ont été décontaminées par deux passages
successifs dans du dichlorométhane puis séchées. Apres segmentation
appropriée, les cheveux ont ét€ coupés en segments courts (< 1 mm) et
incubés dans un tampon, une nuit a pH 9,5, en présence d’analogues deutérés
(méthadone-d,, tramadol-d, et diazépam-d,). Apres extraction liquide-liquide
par un mélange dichlorométhane/propanol-2/n-heptane (25:10:65, v/v/v) et
évaporation de la phase organique, les extraits ont été analysés par HPLC-
ESI-MSMS al’aide d’une colonne XTerra® MS C (2,1 x 100 mm x 3,5 mm)
et de phases mobiles constituées d’acétonitrile et formate d’ammonium
(débit 0,2 mL/min). La détection était conditionnée par la présence de deux
transitions MRM pour chaque molécule ciblée.

Résultats : Dans le premier cas, les cheveux d’un enfant de 14 mois retrouvé
décédé, et ceux de son frere de 4 ans, ont été analysés pour la méthadone et
de son métabolite, le 2-éthylidene-1,5-diméthyl-3,3-diphényl-1-pyrrolidine
(EDDP). Pour I’enfant décédé, la méthadone a été détectée a 0,65 ng/mg
dans le segment proximal de 3 centimetres et 0,99 ng/mg dans le segment
distal de trois centimetres avec présence d’EDDP a des concentrations
inférieures a la limite de quantification de la méthode (0,1 ng/mg). Pour le
frere de 4 ans, la méthadone a été détectée a des concentrations allant de
< 0,1 20,40 ng/mg dans les six premiers segments d’un centimetre. L'EDDP
a été détecté dans cinq des six segments. La mere et son partenaire avoueront
des administrations répétées de méthadone aux deux enfants.

Dans le deuxieme cas, les cheveux d’un enfant de 3 ans ont été analysés
pour le tramadol. Cet analgésique a été détecté dans les 3 premiers segments
de 2 centimetres a des concentrations comprises entre 1,5 a 2,2 ng/mg.
Finalement, la mere plaidera coupable et ne contestera pas les preuves.
Dans le dernier cas, les cheveux d’un enfant de 7 ans ont été analysés pour
I’amitriptyline et son métabolite, la nortriptyline. Cet antidépresseur a été dosé
dans les trois premiers segments de deux centimetres a des concentrations
variant de 0,18 a 1,06 ng/mg. La nortriptyline a été identifiée dans tous les
segments avec des concentrations comprises entre 0,38 et 2,0 ng/mg.
Conclusions : Les cas rapportés démontrent la valeur ajoutée de
I’analyse capillaire pour compléter les analyses conventionnelles, et plus
particulierement dans les cas de suspicion d’administration de substances
psychoactives a des enfants.

P15. Baclofene proposition d’une technique d’identification
et de dosage rapide

G. Szymanski', M. Bartoli', N. Allibe?, J.F. Jourdil', J. Tonini!, H. Eysseric'?,
F. Stanke-Labesque'

'UM Pharmacologie et Toxicologie, Département de Biochimie, Toxicologie
et Pharmacologie, CHU, Grenoble ; *Laboratoire de Médecine Légale, UJF,
Grenoble

Objectif : L'utilisation élargie du baclofene, a forte posologie, dans
la prise en charge du sevrage alcoolique, confronte les laboratoires de
toxicologie a une demande accrue de recherche et dosage en cas de suspicion
d’intoxication (concentrations sanguines thérapeutiques de 80 a 600 pg/L et
toxiques a partir de 1100 pg/L (1)). Cette demande se heurte a la difficulté de
détection de ce composé (2) et a I’absence de techniques spécifiques dans la
plupart des laboratoires. Notre objectif était de comparer différents tests de
criblage toxicologique afin de proposer une méthode rapide d’identification
et de dosage.

Méthodes : La sensibilité de différentes techniques a été testée par I’injection
de solutions aqueuses de bacloféne sans étape préalable d’extraction, puis,
apres 4 types de préparation, appliquées a un plasma surchargé : 1-extraction
liquide/liquide (L/L) hexane/dichlorométhane 4/3 (v/v) a pH=9,2; 2 et
3-extraction Toxitube® A et B (Varian) ; 4-déprotéinisation par I’ acétonitrile
(200 uL). Les prises d’essais étaient de 100 pL (CL-SM/SM) et 1 mL
(CL-BD, CPG-SM). Les différents systeémes utilisés étaient les suivants :
CL-BD (Prominence® Shimadzu, colonne CI18 Nucleosil); CPG-SM
(6890N/5975 Agilent, colonne DB-5MS UI) ; CL-SM/SM (Prominence®
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Shimadzu, colonne PFP, 3200 QTRAP® AB Sciex). Une méthode de dosage
a été développée en CPG-SM apres extraction Toxitube® A, en présence de
proadifen (500 ng), sur 1 mL de plasma témoin.

Résultats : Les performances de chaque technique figurent dans le tableau

suivant :
Préparati

Teparation CL-BD CPG-SM CL-SM/SM
de I’échantillon
Sans extraction LD =200 ug/L NR LD =700 ug/L
Extraction L/L pH 9,2 [ND 4 10000 pg/L. |LD = 2000 pg/L NR

X LD =LQ =200 pg/L

Toxitube® A ND a 10000 pg/L NR

oxitube 4 HE | Linéarité 200 2 6000 pg/L
Toxitube® B ND 2 10000 pg/L |LD =200 pg/l NR
Déprotéinisation NR NR LD =700 ug/L

LD : limite de détection, LQ : limite de quantification, ND : non détecté,
NR : non réalisé

Conclusion : Comme le montrent les résultats obtenus en CL-BD, les
difficultés de criblage du baclofene sont dues essentiellement a sa faible
solubilité dans les solvants organiques et a sa faible absorption dans I’UV. La
LD observée en CL-SM/SM permet de détecter des concentrations toxiques.
Néanmoins c’est la technique par CPG-SM apres extraction par Toxitube® A
qui présente la meilleure sensibilité et que nous avons retenue pour réaliser
le criblage et la quantification dans une gamme de linéarité étendue (200 a
6000 pg/L).

Références : 1. Reference blood level of therapeutic and toxic substances.
http://www.tiaft.org/toxic_values (acces en 2012). 2. Rustem et coll. Simple
and Rapid Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatographic
Determination of Baclofen in Human Plasma with Ultraviolet Detection. J.
Chromatogr. 1989; 487: 107-115.

P16. Kit de prélevement d’Aide aux Victimes d’Agressions
Sexuelles : Kit A.V.A.S.®

D. Richard'?, P. Herviou!, G. Chapdelaine®, S. Foucaud', A. Eschalier'??,
F. Libert'?

'Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, CHU Gabriel Montpied,
Clermont-Ferrand ; ?°UMR INSERM 1107 Neurodol, Université d’Auvergne,
Faculté de médecine, Clermont-Ferrand ; >Centre d’addictovigilance
Auvergne / Consultation Pharmacodépendance, CHU Gabriel Montpied,
Clermont-Ferrand ; *Société APRI 2000, Aubiére.

Objectifs : Le suivi des patients agressés sexuellement nécessite une prise
en charge médicale en urgence. En milieu hospitalier spécialisé (pole
de violences sexuelles, service d’aide aux victimes...), dans un hopital
périphérique, ou bien en cabinet médical, les patients sont a la recherche
d’une prise en charge globale incluant un soutien psychologique, une prise
en charge médicale voir médicamenteuse, et le besoin de prouver leurs dires
au travers d’expertises médico-1égales ou d’une prise en charge hospitalicre
en vue d’un dépot de plainte futur. En fonction du lieu de consultation et de
I’expérience du professionnel de santé, cette prise en charge médicale peut
différer. L’objectif du kit A.V.A.S.® est de proposer aux corps médical un
outil de prise en charge uniforme des patients agressés sexuellement.
Méthodes : La création d’un kit de prélevement s’appuit dans un premier
temps sur un interrogatoire rapide et précis, associé dans un second temps a la
réalisation des prélevements biologiques adéquats. Pour cela trois expertises
médico-légales pourront étre réalisées : la recherche de spermatozoides,
la recherche et I'identification d’ADN, et une expertise toxicologique
complete. L’ensemble des prélévements externes et biologiques devront étre
réalisés aisément. Le kit doit donc proposer les outils de prélevements et de
conservation adéquats pour une transmission et la réalisation des expertises
dans des conditions les meilleures.

Résultats : L’interrogatoire effectué par le médecin lors de la consultation
médicale permet le recueil des informations nécessaires pour I’enquéte et
le suivi du patient. L’identité de la victime, du (ou des) agresseur(s), les
consommations de médicaments et/ou toxiques, le déroulement de 1’agression
(violence, arme, contacts agresseur/agressé), ainsi qu’un examen externe de
la victime sont donc référencés. Sur seulement quatre feuillets différents, auto
imprimables, le médecin pourra renseigner le dossier médical de la victime,
la justice et les laboratoires d’expertises des faits qui ont eu lieux. Une fiche
générale de suivi des prélevements permet de guider leurs réalisations dans
un ordre compatible avec le suivi médical des patients. Un code couleur
assure le bon déroulement des prélevements du dossier et 1’orientation des
expertises en fonction des demandes. Des supports de recueil d’ADN et de
spermatozoides sont proposés (lavage buccal, vaginal, écouvillons secs ou
humidifiés, lames de conservation...), ainsi que du matériel de collecte de
prélevements biologiques pour la réalisation d’expertises toxicologiques
dans le cadre de soumission chimique. Le volume et le conditionnement des
matrices biologiques liquides (sang et urines) sont indispensables pour la
réalisation d’analyses toxicologiques de qualité. Réalisé systématiquement
dans toutes les agressions sexuelles de moins de 5 jours, la recherche et le
dosage des substances amnésiantes et de leurs métabolites apportent aux
faits incriminés des circonstances aggravantes. La matrice cheveu peut, par
la réalisation d’une analyse segmentaire, associer la notion de chronicité
dans le mode de consommation des xénobiotiques. Pour cela, un protocole
rigoureux de prélevement et d’orientation des meéches de cheveux est
indispensable et ne peut étre réalisé qu’au travers d’un kit de prélevement
adéquat.

Conclusions : La prise en charge médicale des patients agressés sexuellement
nécessite une formation minimum suffisante afin de recueillir I’ensemble des
informations sur 1’agression, le recueil des prélevements de qualité, une prise
en charge des troubles somatiques et psychologiques associés. Pour cela, le
kit de prélevement A.V.A.S.® permet d’apporter aux médecins un support
pour la prise en charge de ses patients. Support technique pour une prise en
charge médicale et médico-légale qui se doit d’étre constante d’un patient a
I’autre et d’un médecin a I’autre.

P17. Dosage des stupéfiants dans le sang total, le plasma et
les urines par un systéme d’extraction en ligne couplé a la
spectrométrie de masse a haute résolution

J. Pinguet'?, P. Herviou', D. Richard'?, A. Eschalier'?3, L. Xavier'
'Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, CHU Gabriel Montpied,
Clermont-Ferrand ; 2UMR INSERM 1107 Neurodol, Université d’Auvergne,
Faculté de médecine, Clermont-Ferrand ; 3Centre d’addictovigilance
Auvergne / Consultation Pharmacodépendance, CHU Gabriel Montpied,
Clermont-Ferrand

Objectif : La consommation de substances illégales est 1'un des plus
grands défis auxquels notre société actuelle est confrontée. Que ce soit les
tests de conduites sous I’influence de la drogue, la toxicologie clinique et
médicolégale ou encore les analyses de dopage, tous se focalisent sur la
recherche des stupéfiants. La plupart des approches analytiques pour détecter
et quantifier ce type de molécules dans les matrices biologiques utilise
principalement la technologie triple quadripole MS. Cette approche nécessite
I’optimisation de parametres comme les valeurs m/z en Q1 et Q3, I’énergie
de collision et les différentes tensions de focalisation et de transmission des
ions. Par ailleurs, elle ne permet de détecter que les composés spécifiés et
I’information sur d’autres molécules présentes dans I’échantillon est ainsi
perdue. Le spectrométre de masse a haute résolution Orbitrap® permet
d’effectuer, quant a lui, des acquisitions en mode full scan MS pour I’analyse
quantitative et élimine ainsi les étapes d’optimisation des parameétres tout
en détectant les autres composés présents dans 1’échantillon. L’objectif de
ce travail est d’utiliser cette technologie afin de développer une méthode de
dosage rapide, sensible et spécifique permettant de rechercher et de quantifier
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simultanément les amphétamines, les opiacés, les cocainiques et leurs dérivés
dans le sang total, le sérum et les urines.

Méthodes : Le systeme utilisé est constitué d’un systeme TurboFlow™
couplé a un spectrometre de masse a haute résolution de technologie
Orbitrap® (Exactive®, ThermoFisher)

Laliste des molécules dosées est 1a suivante : amphétamine, métamphétamine,
MBDB, MDA, MDEA, MDMA, méphedrone, cocaine, coca éthylene,
anhydroecgonine méthyl ester, benzoylecgonine, 6 acétylmorphine, codéine,
codéthyline, dihydrocodéine, morphine et pholcodine. Les échantillons
sont extraits en ligne sur une colonne turboflow Cyclone 0,5 x 50 mm. Les
molécules sont ensuite chromatographiées sur une colonne Thermo Betasil®
Phenyl-hexyl 50 x 3 mm, 3 um. L’acquisition s’effectue en mode full scan
MS a une résolution de 50 000 avec une source HESI (Heated Electrospray
Tonisation). L’extraction des valeurs m/z de chaque molécule (XIC) est
effectuée en utilisant une fenétre de 5 ppm (£ 2,5 ppm) autour de [M+H]*. Des
spectres de fragmentation HCD (High Collision Dissociation) sont collectés en
utilisant une énergie fixée a 30 eV. Les spectres obtenus sont ensuite comparés
a notre banque de données de fragmentation grice au logiciel ToxID®.
Résultats : Le temps d’analyse total, comprenant I’extraction en ligne et la
séparation chromatographique, est de 12 minutes. La méthode est linéaire
(R?>> 0,995, avec une pondération de 1/x) pour des concentrations allant de
2 2200 ng/mL dans le sang, le sérum et les urines. Les limites de détection
sont comprises entre 0,02 et 0,7 ng/mL La méthode quantitative a été validée
selon les criteres définis par le COFRAC (norme ISO 15189 : répétabilité,
reproductibilité, exactitude et justesse). Le rendement d’extraction moyen est
de 93 % et aucun effet matrice n’a été observé. Le carry over a été déterminé
comme inferieur a 20 % de la limite de quantification (LOQ).

Conclusion : L'utilisation d’un systeme d’extraction en ligne couplé a
la spectrométrie de masse a haute résolution permet 1’analyse spécifique
et sensible d’un nombre varié de stupéfiants et de leurs métabolites. Cette
méthode nécessite un temps de préparation d’échantillons et d’analyses
réduit et reste applicable aux différentes matrices (sang total, sérum et
urine). Ainsi, il permet un rendu de résultats dans les plus brefs délais,
notamment requis par les services des urgences lors des cas d’accidents
de la voie publique ou des gardes a vue. De plus, cet appareil de derniere
génération permet d’effectuer des études rétrospectives et I’identification de
molécules appartenant aux mémes classes chimiques. En effet, il est ainsi
possible de détecter dans des anciens fichiers MS la présence de molécules
dont la recherche n’avait pas été spécifiée précédemment. Nous pouvons
aussi appliquer une recherche spécifique (masse exacte et pattern isotopique
théoriques) d’une bibliotheque de 84 amphétamines sur I’ensemble de nos
échantillons patients sans pour autant disposer des standards spécifiques par
contre indispensables pour leurs quantifications.

P18. Evaluation du réactif immuno-enzymatique DRI®
Benzodiazepines Serum Tox (Thermo Fisher Scientific) sur
Cobas 6000 (Roche, module C501)

H. Grison-Hernando', G. Deslandes', C. Monteil-Ganiere', R. Bouquie'?,
C. Azoulay', E. Dailly'?, A. Pineau', P. Jolliet'?

'Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU, Nantes; 2EA 4275
Biostatistiques, Recherche Clinique et mesures subjectives en santé,
Université Médecine Pharmacie, Nantes

Objectif : Le test DRI® est un dosage immuno-enzymatique en phase
homogene, qui fait appel a des anticorps qui détectent la plupart des
benzodiazépines et métabolites dans le sérum ou le plasma, sans utilisation
préalable de béta-glucuronidase. 1’objectif de cette étude est d’évaluer le
réactif DRI® par analyse de plasmas contenant des benzodiazépines a des
concentrations connues.

Méthodes : 1) Analyse de plasmas surchargés a des concentrations
produisant selon le fabricant un résultat positif. 2) Analyse d’échantillons
plasmatiques issus de patients traités par différentes benzodiazépines a doses
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thérapeutiques par techniques immuno-enzymatique du réactif DRI® et
chromatographique (HPLC-DAD et LC-MS-MS).

Résultats :

1) Plasmas surchargés (concentrations en ng/mL) :

concentration produisant . résultat concentration
un résultat positif coni::tt;uon du test DRI® minimale
selon le fabricant (positif > 50) toxique”
alprazolam 200 200 89 + 100
bromazépam 750 769 24 - 300
clobazam non renseigné 1000 25 - non renseigné
clonazépam 150 166 25 - 100
diazépam 50 50 38 - 3000
nordiazépam 50 100 45 - 1500
lorazépam 600 625 32 - 300
lormétazépam non renseigné 500 50 + non renseigné
midazolam non renseigné 100 47 - 1000
oxazepam 200 1000 39 - 2000
tétrazépam non renseigné 200 66 + non renseigné

2)La comparaison des techniques DRI® et chromatographique sur
51 échantillons plasmatiques de patients traités par benzodiazépine n’a
donné aucun faux positif avec le test DRI®, 60 % de faux négatifs, 25 % de
vrais positifs et 15 % de vrais négatifs. Les 13 vrais positifs contenaient tous
du nordiazépam (molécule mere ou métabolite).

Conclusion : Aucune interférence n’a été retrouvée (pas de faux positif
observé). Cependant, un manque de sensibilit€ pour de nombreuses
benzodiazépines a été objectivé, notamment en ce qui concerne les plus
fréquemment utilisées en France (bromazépam, alprazolam), pour lesquelles
le seuil de positivité est largement supérieur aux concentrations toxiques.
De plus, les molécules apparentées (zolpidem, zopiclone) ne croisent pas.
D’autre part, les seuils indiqués par le fabricant n’ont pas été confirmés par
notre analyse : excepté pour 1’alprazolam, les concentrations censées rendre
un résultat positif d’apres le fabricant ont été¢ mesurées < 50, soit un résultat
négatif. De plus, seules 14 des 21 benzodiazépines commercialisées en
France ont été testées par le fabricant. Enfin, vu I’hétérogénéité des réponses,
un résultat positif peut indiquer une concentration soit thérapeutique, soit
toxique en fonction de la molécule présente, et un résultat négatif n’exclut
pas une intoxication.

Référence : 1. Schulz M. et coll., Therapeutic and toxic blood concentrations
of more than 800 drugs and others xenobiotics, Pharmazie 2003; 58: 447-474

P19. Dosage de sulfate de morphine (Skenan®) dans une
seringue de shoot

P. Herviou?, L. Xavier?, J. Pinguet>3, A. Cabecas®, S. Foucaud’, F. Libert>3,
A. Eschalier'?3, N. Authier'?

!Centre Addictovigilance Auvergne / Consultation Pharmacodépendance,
CHU Gabriel Montpied, Clermont-Ferrand ; *Laboratoire de Pharmacologie
et Toxicologie, CHU Gabriel Montpied Clermont-Ferrand ; 'UMR INSERM
1107 Neurodol, Université d’Auvergne, Faculté de Médecine, Clermont-
Ferrand

Objectif : La voie d’administration intraveineuse représente la 2¢voie
de mésusage chez les patients dépendants aux opiacés. D’apres 1’enquéte
OPPIDUM 2010 du réseau des centres d’addictovigilance, les médicaments
opioides concernés sont le sulfate de morphine et le chlorhydrate de
buprénorphine, avec des prévalences respectives de 27 % et 60,5 %.
En France, le sulfate de morphine n’a pas d’autorisation de mise sur le
marché comme médicament de substitution aux opiacés. Cependant,
I’administration du SKENAN® par voie intraveineuse est observée chez
75 % des patients le consommant. L’objectif principal de cette étude était
d’évaluer quantitativement la présence de sulfate de morphine dans une
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seringue d’injection préparée expérimentalement. Il sera aussi possible
d’évaluer ’effet des différents filtres utilisés ainsi que la solubilité de cette
molécule dans I’eau a différentes températures.

Meéthodes : Le dosage du sulfate de morphine a été réalisé par
chromatographie en phase liquide couplée a un détecteur de masse HPLC/
HRMS (Orbitrap®). L’analyse quantitative de chaque échantillon a été faite
a 1’aide d’une courbe de calibration et validée par des contrdles qualité
(linéarité, répétabilité, reproductibilité et contamination). 12 groupes ont
été constitués puis analysés (n = 5) avec les variables suivantes : dosage du
SKENAN® (100 mg ou 200 mg), mode de filtration (Stérifiltre®, Stéribox®
ou filtre de cigarette) et chauffage ou non de la solution. La préparation des
solutions est la suivante : ouverture des gélules, écrasement des microbilles
et solubilisation de la poudre obtenue dans 2 mL d’eau, puis transfert dans la
seringue a travers un des filtres.

Résultats : L'utilisation d’une méthode de chromatographie liquide couplée
2 un spectrometre de masse Exactive (Orbitrap®) a permis de doser de fagon
sensible et spécifique la morphine présente dans une seringue d’injection.
Les pourcentages d’extraction de cette molécule ont été calculés pour chaque
groupe. Ainsi, la meilleure extraction (100 %) est obtenue avec le Skenan®
100 mg, chauffé ou non, et filtré avec un Strérifiltre®. Les plus faibles
extractions (40 %) sont obtenus avec le Skenan® 200 mg non chauffé avec le
filtre Stéribox® et le Stérifiltre®.

Conclusion : Cette étude originale permet d’appréhender la quantité réelle
de sulfate de morphine Skenan® injectée par les patients selon le dosage
unitaire, le chauffage et le mode de filtration utilisés. Le but était d’obtenir
une concentration maximale de sulfate de morphine dans la seringue et donc
une extraction proche de 100 %. Cependant, les pourcentages d’extraction
ne sont pas les mémes selon les différentes conditions de préparation. Ces
variations sont dues a plusieurs facteurs, tels que la température de 1’eau
utilisée pour la préparation, la présence d’excipients qui ralentissent la
libération de la morphine et la quantité de ces excipients qui saturent la
solution.

Conservation a 20 °C :

JO J1 J2 15 J10
2,0 1,61 1,56 1,53 1,37
1,03 0,78 0,78 0,68 0,65
0,54 0,42 0,40 0,33 0,33
0,22 0,16 0,14 0,12 0,13

2) sang post-mortem :

prélévement sur le corps conservation [CN7] (mg/L)
JO -20°C 0,23
J1 -20°C 0,18

Conclusion : Cette étude montre une mauvaise stabilité des cyanures, que ce
soit a 4 °C ou a température ambiante et quelle que soit la concentration de
départ. La stabilité des cyanures dans le sang surchargé est meilleure a 4 °C
qu’a 20 °C, bien que I’on ait déja une diminution de 10 % en moyenne apres
24h a4 °C. A J10, les pourcentages de perte en cyanures sont importants,
en moyenne 17 % a4 °C et 37 % a 20 °C. Contrairement a ce qui est indiqué
dans la littérature (2), la diminution la plus marquée a été observée pour les
concentrations les plus faibles. D’autre part, la seule donnée que nous ayons
pour le moment sur la stabilité dans le corps post-mortem montre, au bout de
24 h a4 °C, une diminution plus importante dans le corps (22 %) que dans un
sang surchargé a une concentration proche (13,6 % pour 0,2 mg/L).

Cette étude montre la nécessité de réaliser le prélevement pour le dosage
des cyanures rapidement apres le déces, de 1’acheminer au laboratoire dans
un bref délai et de le conserver dans de bonnes conditions avant le dosage.
Références : 1. Sano A. et coll., High performance liquid chromatographic
determination of cyanide in human red blood cells by pre-column fluorescence
derivatization. J. Chromatogr. 1992; 582: 131-135. 2. McAllister J.L. et coll.,
Stability of cyanide in cadavers and in postmortem stored tissue specimens:
areview. J. Anal. Toxicol. 2008; 32: 612-620

P20. Stabilité des cyanures en post-mortem

H. Grison-Hernando!, L. Barrios?, C. Monteil-Ganiere!, R. Clement?,
P. Jolliet!

'Laboratoire de Pharmacologie-Toxicologie, CHU, Nantes; *Médecine
Légale, CHU, Nantes

Objectif : La toxicologie des victimes d’incendie peut fournir des
informations importantes sur les causes de la mort. Ainsi, les cyanures sont
formés lors de la combustion de dérivés nitrogénés, comme le polyuréthane,
le polyacrylonitrile, les acryliques. Les cyanures sont des composés tres
instables. L’ objectif de ce travail est d’étudier la stabilité des cyanures dans
les échantillons biologiques au laboratoire et dans le corps apres le déces.
Méthodes : Du sang total humain a été surchargé a différentes concentrations
de cyanure de potassium (0,2 ; 0,5 ; 1,0 et 2,0 mg/L) et conservé soit a 4 °C,
soit a température ambiante (20 °C). Les cyanures ont été dosés a JO, J1, J2,
J5 et J10 en HPLC apres dérivation avec une détection par fluorimétrie (1).
D’autre part, deux échantillons ont été prélevés en post-mortem sur un méme
corps, a des temps différents (6 h et 26 h apres le déces), le corps étant a
4 °C entre les deux prélevements. Les deux prélevements ont été conservés a
—20 °C avant le dosage. Chaque dosage a été effectué en double.

Résultats : Ils sont donnés dans les tableaux :

1) Sang total humain surchargé : [CN"] (mg/L)

Conservation a 4 °C :

JO J1 J2 J5 J10
2,0 1,77 1,84 1,7 1,67
1,03 0,92 0,96 0,9 0,88
0,54 0,48 0,49 0,42 0,45
0,22 0,19 0,19 0,18 0,18

P21. Quand le choix du prélevement toxicologique analysé
peut conduire a I’erreur judiciaire

P. Sibille, N. Milan, O. Vieira, M.H. Ghysel

Laboratoire de toxicologie de la préfecture de police, INPS, Paris

Objectif : Malgré les préconisations de la Société Francaise de Toxicologie
Analytique (SFTA), de nombreuses analyses toxicologiques sont encore
réalisées uniquement sur du sang intracardiaque. Nous exposons ici 2 cas
pour lesquels les conclusions des premieres analyses étaient des intoxications
mortelles, pouvant étre une erreur médicale pour 1'un et un meurtre pour
l’autre. La demande d’analyse d’autres prélévements nous a permis
d’exclure I'intoxication. Cas n°l : Une femme de 58 ans décede suite a un
1éger accident de la circulation routiére, sans blessures apparentes. Au regard
du contexte routier, nous sommes requis uniquement pour la recherche
d’alcool et de produits stupéfiants dans le sang cardiaque. Suite aux résultats
communiqués mentionnant avec réserves une concentration toxique de
morphine, une instruction a été ouverte. Les résultats de 1’autopsie alors
effectuée ne mentionnent aucune 1ésion traumatique et concluent a une mort
d’origine cardiaque. En effet, le médecin légiste écrit « que la mort apparait
d’origine cardiaque sur coronaropathie ischémique et cardiomégalie ».
Nous avons été commis 2 mois plus tard afin de procéder a une analyse
toxicologique sur I’ensemble des prélevements autopsiques. Cas n°2 : Un
jeune garcon de 15 ans, encéphalopathe, est retrouvé décédé dans son lit
par sa mere, chimiste, dans un logis totalement insalubre. Les conclusions
du médecin 1égiste mentionnent un syndrome asphyxique marqué et une
pneumopathie aigué a 1’origine vraisemblable du déces tout en précisant
qu’une analyse toxicologique est nécessaire pour affirmer les causes du
déces. Du cyanure est mis en évidence a une trés forte concentration dans le
sang intra cardiaque. Pareillement au 1 cas, les résultats toxicologiques sont
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émis avec réserves et le procureur a immédiatement autorisé des analyses
complémentaires sur tous les prélevements autopsiques.

Meéthodes : La morphine est mise en évidence et dosée par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (mode Single Ion
Monitoring) aprés extraction liquide/liquide du sang total, suivie d’une
silylation. Les cyanures sont recherchés et dosés par chromatographie
liquide haute pression couplée a la spectrométrie de masse en tandem apres
complexation par la méthode de Tracqui (2). Ces deux techniques sont
validées et font I’objet d’une accréditation par le Cofrac.

Résultats : Cas n°1 : il a été identifié de la morphine dont les concentrations
mesurées dans les prélevements sanguins sont présentées ci-dessous :

Sang cardiaque Sang cardiaque Sang périphérique
1¢* analyse le 14 février 2 analyse le 15 avril analyse le 15 avril
0,74 mg/L 1,14 mg/L 0,10 mg/L

La seconde analyse confirme la présence de morphine dans le sang
périphérique mais a concentration thérapeutique. L importante concentration
mesurée dans le sang cardiaque, pres de 10 fois supérieure a celle dosée dans
le sang périphérique, est vraisemblablement liée aux redistributions post-
mortem.

Cas n°2: les résultats de 1’analyse toxicologique initiale montrent une
concentration tres €levée en cyanure dans le sang cardiaque, non confirmée
par I'analyse des autres prélevements obtenus sur accord du procureur
3 jours plus tard. Les résultats sont synthétisés dans le tableau ci-dessous :

Sang cardiaque Sang cardiaque Sang périphérique / Urine / Poumon /
1% analyse 2Me analyse Bol alimentaire / Foie / Bile

le 25 septembre le 28 septembre analysés le 28 septembre
1254 mg/L 218,6 mg/L Recherche négative

Le doublement de la concentration en cyanure en 3 jours dans le sang
cardiaque suggere une production de cyanure endogene et post-mortem par
des bactéries cyanogenes. L’absence de cyanure dans les autres prélevements
permet d’écarter toute hypothese d’intoxication.

Conclusions : Ces deux cas montrent bien 1’importance pour le toxicologue
d’avoir d’emblée a sa disposition 1’ensemble des prélevements biologiques
prélevés lors d’une autopsie. Si dans les deux cas présentés, les réserves
initialement émises quant aux concentrations mesurées ont pu étre levées,
ce n’est pas toujours le cas lorsque seul un examen externe a été réalisé.
Les conséquences peuvent &tre dramatiques : inculpation d’un personnel
soignant ou infanticide d’un handicapé dans nos cas.

Références : 1. Pépin G. et coll. Les prélevements d’autopsie nécessaires
a la bonne exécution des expertises toxicologiques. Consensus SFTA.
2. Tracqui A. et coll. Dosage des cyanures dans les milieux biologiques :
apport du couplage HPLC/MS. J Méd Lég Droit Méd. 2001 ; 44 : 375-381.

P22. Bilan du Controle de qualité externe « Toxicologie
urinaire » de PRO BIO QUAL

S. Cohen'?, C. Doche!?, J.C. Eynard', M. Manchon'?

!'Pro.Bio.Qual, Lyon ; *Laboratoire de biochimie-toxicologie, HCL, Lyon ;
SLaboratoire de biochimie-toxicologie, CH, Chambéry

Objectifs : Cette analyse réalisée sur 5 ans a pour objectif de voir I’évolution
des pratiques et de comparer les résultats obtenus sur les systémes analytiques
du marché

Méthode : Pro Bio Qual organise depuis 2007 un contrdle externe
« toxicologie » a partir d’urines de volontaires surchargées de toxiques connus
conditionnées a 1’état frais avec de I’azide de sodium a 1 g/L. 4 échantillons
par an sont analysés. Les analytes testés sont : antidépresseurs tricycliques
(ADT), amphétamines, barbituriques, benzodiazépines (BZD), cannabis,
cocaine, méthadone, opiacés. L’ objectif de ce contrdle est essentiellement
d’étudier les performances comparées des techniques utilisées tant au niveau
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sensibilité que spécificité. L’interférence possible des substances suivantes
a été vérifiée : heptaminol (0,15 mg/L), dobutamine (1 mg/L), alimémazine
(1 et 4 mg/L), cyamémazine (1 mg/L), acide niflumique (40 mg/L et urines
d’un volontaire ayant ingéré 3 gélules de Nifluril®), doxylamine (10 mg/L)
et ofloxacine (50 mg/L).

Résultats : Le nombre de laboratoires participant est en progression :
de 100 en 2007 a 211 en 2011. La popularité des techniques évolue. Les
tests unitaires sont de plus en plus présents (Drugcheck, Triage, BMD
multiscreen, Surestep et Ratisbonne), de 50 a 60 % d’utilisation en moyenne,
jusqu’a plus de 70 % pour les ADT et moins de 50 % pour les BZD. Pour
les méthodes automatisées, les méthodes EMIT sont en décroissance (22
a 19 %), FPIA peu utilisée (< 10 %) et en décroissance, CEDIA (5 %)
et KIMS assez stables (10 %). Les techniques séparatives sont trés peu
employées ; moins de 10 réponses par enquéte. Globalement, on constate
pour les tests unitaires, plus de faux positifs que de faux négatifs. S’agit-il
de difficulté de lecture ? Les résultats par tests sont 1) Amphétamines :
les seuils utilisés majoritairement sont élevés (1000 ng/mL) d’ou peu
de sensibilité. Seules les techniques CEDIA et FPIA détectent la forme
lévogyre de 1’amphétamine et I’ecstasy. 2 substances testées interferent,
I’heptaminol avec les techniques EMIT et la dobutamine avec la technique
CEDIA ; 2) ADT : les tests unitaires qui utilisent des seuils plus élevés sont
moins sensibles. L'interférence connue des phénothiazines est vérifiée avec
I’alimémazine ; elle est moindre avec la cyamémazine ; 3) Barbituriques :
bonne sensibilité et excellente spécificité dans 1’ensemble. Deux tests
unitaires, all diag et triage, sont moins sensibles pour le pentobarbital ;
4) BZD : les tests ont porté sur: diazépam, nordiazépam, clonazépam,
flunitrazépam, midazolam, alprazolam. Les méthodes CEDIA et KIMS
sont globalement plus sensibles. La spécificité de toutes les méthodes est
totale ; 5) Cannabis : toutes les méthodes détectent bien le THCCOOH
mais pas du tout le THC. L’acide niflumique interfere avec la plupart
des méthodes, un peu moins avec les méthodes FPIA et EMIT Siemens ;
6) Cocaine : toutes les méthodes détectent mal la cocaine. La spécificité
est excellente ; 7) Méthadone : bonne détection a 0,5 mg/L. La doxylamine
interfere avec plusieurs tests unitaires ; 8) Opiacés : la codéine, la morphine
et la pholcodine sont détectées a la valeur seuil. L’ ofloxacine interfére sur le
dépistage EMIT Siemens.

Conclusion : Ce contrdle tres informatif permet aux biologistes de se
comparer au sein d’un groupe de pairs et de compléter utilement les données
des fiches techniques

P23. Une stratégie analytique facilement accessible pour
caractériser le nitrite d’isopropyle, a propos d’un cas

C. Sansac, M. Delage, O. Mathieu

Laboratoire de Toxicologie-Pharmacologie, CHRU Lapeyronie, Montpellier
Objectif : Les nitrites d’alkyles, plus connus sous le nom « poppers », sont
une famille de molécules récréatives de par leurs propriétés vasodilatatrices
et euphorisantes. Au début des années 80, I’apparition du SIDA a permis
la mise a jour des propriétés immunosuppressives (Lymphocytes T CD3)
des poppers. Avant leur interdiction a la vente en 1990, ce sont les nitrites
de butyle, isobutyle et pentyle qui étaient les plus fréquemment utilisés.
L’engouement clinique et biologique (1) que ces molécules ont suscité n’a
pas été relayé sur le plan analytique. L’augmentation inexpliquée de la charge
virale d’'un homme de 38 ans a requis 1’analyse d’un poppers. L’étiquette
du flacon annongait la présence de nitrite d’isopropyle qu’il convenait de
confirmer. Il n’existe pas de méthode standardisée pour analyser les isomeres
de nitrite d’alkyle. Nous avons donc développé une stratégie pour synthétiser
puis caractériser le nitrite d’isopropyle, dont il n’existe pas de standard dans
le commerce.

Méthodes : Selon le procédé de Levin (2), de ’acide sulfurique est ajouté
avec précaution a un mélange de nitrite de sodium et de propan-2-ol. La
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phase organique est ensuite lavée et séchée pour obtenir I’étalon de nitrite
d’isopropyle pur. L’identification de la fonction nitrite est réalisée par ajout
d’une goutte de poppers a une solution isovolumétrique d’acide chlorhydrique
dilué et d’iodure de potassium a 10 %. La confirmation de la présence de
la fonction nitrite est réalisée par chromatographie gazeuse couplée a un
spectrometre de masse (GC/MS). Cette technique est précédée par une
dérivation par du bromure de pentafluorobenzyle. L’étalon interne (IS)
utilisé est du tribromo-benzene. En full scan en impact électronique positif
[m/z = 25-450], on recherche la présence des m/z 161 et 181 caractéristiques
du nitrite de pentafluorobenzyle. L’analyse du nitrite d’isopropyle est réalisée
en chromatographie gazeuse «espace de téte » couplée a un détecteur
a ionisation de flamme (HS-GC/FID) avec des températures de colonne
(DB-1) de 50 °C et de détecteur de 170 °C.

Résultats : Le test colorimétrique génére un simple anneau surmontant le
reste du mélange d’acide chlorhydrique et d’iodure de potassium qui prend
simplement une teinte cuivrée, alors qu’une franche coloration noire est
attendue. L’apparition des couleurs est instantanée et persiste plusieurs jours
a la fois pour le poppers incriminé, 1’étalon est une solution de nitrite de
sodium. Pour la GC/MS, I’IS a été élué et identifié a 8,57 minutes contre
9,95 minutes pour le produit dérivé. Leurs spectres respectifs montrent des
m/z a 314 pour le premier et a 161 et 181 pour le second. La HS-GC/FID
donne un temps de rétention de 4,26 minutes pour le poppers étudié ainsi que
pour I’étalon. Il existe une interférence avec 1’alcool homologue, le propan-
2-ol, dont le temps de rétention est de 4,25 minutes.

Conclusion : La méthode de Levin permet d’obtenir simplement et
quantitativement du nitrite d’isopropyle pur a partir de son alcool homologue.
Le dépistage rapide de la fonction nitrite par la méthode colorimétrique
présente une positivité singuliere mais confirmée par la méthode GC/MS.
L’identification de la chaine latérale est réalisée par HS-GC/FID, cependant,
cette technique ne permet pas de séparer le nitrite d’isopropyle de son alcool
homologue. Il est donc nécessaire d’associer au moins deux de ces techniques
pour caractériser simplement le nitrite d’isopropyle. La confirmation
de I’identité du poppers a permis de retenir une cause toxicologique a
I’augmentation de la charge virale du patient. En raison de la cinétique du
poppers, cette stratégie n’est pas applicable pour le dosage sanguin.
Références : 1. Goedert J. et coll. Amyl nitrite may alter T lymphocytes in
homosexual men. Lancet. 1982; 319 (8269): 412-416. 2. Levin N. et coll.
Chloroisonitrosoacetophenone. Org Synth. 1944; 24: 25-27

P24. Soumission chimique chez DI’enfant? Analyse
segmentaire des cheveux sur une période de deux ans

E. Berland, M. Mauras, J. Burle, E. Kuhlmann

Institut National de Police Scientifique, Laboratoire de Marseille, Section
Toxicologie

Objectif : Nous rapportons le cas d’une fillette de 11 ans soustraite du milieu
familial en raison d’une suspicion de soumission chimique. La fillette, non
scolarisée, vivant seule avec sa mere, souffre d’une borréliose (maladie
infectieuse causée par une bactérie véhiculée et transmise a ’homme par
les tiques ou les poux) et reste tous les jours allongée sur un lit en raison
d’une douleur a la jambe. Nous sommes requis pour une analyse des cheveux
de I’enfant sur une période de deux ans. Les enfants sont des personnes
particulierement vulnérables. Peu de cas de soumission chimique chez
I’enfant sont rapportés (1). Seule une analyse segmentaire des cheveux
permet de mettre en évidence une exposition répétée a des substances
médicamenteuses (2).

Méthodes : Une meche de cheveux de couleur rousse et d’une longueur
d’environ 40 cm a été prélevée sur I’enfant. Douze segments de 2 cm
ont été préparés a partir de la racine puis décontaminés par deux lavages
successifs au dichlorométhane. Les segments ont ensuite ét€ découpés en
petits fragments inférieurs au millimétre a 1’aide de ciseaux et incubés toute

une nuit dans un tampon Soerensen a pH 7,6 en présence d’étalons internes.
Apres extraction liquide/liquide par un mélange dichlorométhane/éther
(80/20, v/v), les échantillons sont injectés sur une colonne PFP 150 x 2,1 cm
— 5 um, avec un gradient acétonitrile/ formiate d’ammonium 10 mM pH 3.
La détection est réalisée par un spectrometre de masse triple-quadripole TSQ
Quantum Ultra (ThermoFisher), avec une interface de type électrospray en
mode positif.

Résultats : L’analyse segmentaire des cheveux a permis d’identifier, dans
chaque segment, I’hydroxyzine (75-724 pg/mg), la cétirizine (9-21 pg/mg),
le tramadol (6-198 pg/mg) et ses métabolites le N-desméthyltramadol
(3-62 pg/mg) et le O-desméthyltramadol (3-8 pg/mg) ainsi que la lidocaine
(45-208 pg/mg) et son métabolite actifle MEGX ou monoéthylglycinexylidide
(7-37 pg/mg).

Conclusion : L’analyse des douze segments a permis de mettre en
évidence une exposition répétée et réguliere, sur une période de deux ans,
aux substances suivantes : hydroxyzine, cétirizine, tramadol et lidocaine.
En raison du faible nombre de données dans la littérature scientifique,
notamment chez les enfants, et des difficultés liées a I’analyse de cheveux
elle-méme (modes d’incorporation, stabilité, migration, influence des
traitements cosmétiques, variabilité interindividuelle), I’interprétation de
ces résultats reste délicate. Seule la poursuite de I’enquéte permettra de
déterminer s’il s agit d’une soumission chimique ou d’un traitement médical
suivi par I’enfant et d’établir un lien entre les résultats obtenus et les quantités
absorbées, documentant ainsi ce contexte d’analyse.

Références : 1. ANSM (AFSSAP). Soumission chimique — Résultats de
I’enquéte nationale 2009, avril 2011. 2. Kintz P. analytical and practical
aspects of drug testing in hair. Boca Raton: Taylor & Francis, 2006

P25. Biométrologie de I’exposition au chrome des salariés de
I’industrie du chromage électrolytique

N. Jacoby, A. Remy, F. Pierre, G. Antoine, M. Melczer, F. Diebold,
J.-F. Heilier, J. Devoy

Laboratoire de Surveillance Biologique de [’exposition aux Substances
Inorganiques, Institut National de Recherche et de Sécurité, Vandceuvre-les-
Nancy

Objectif : Les revétements électrolytiques de chrome sont utilisés pour
améliorer la résistance a ’usure et a la corrosion des éléments métalliques.
En France, le traitement de surface emploie pres de 25 000 personnes.
Les objectifs de 1’étude sont d’établir une cartographie de I’exposition au
chrome dans cette branche d’activité et d’établir une valeur limite biologique
spécifique au chrome urinaire.

Méthode : Cent dix-huit sujets appartenant a sept entreprises ont été
répartis en cinq catégories de métiers : chromeurs, polisseurs, monteurs,
techniciens et superviseurs. Ils ont fourni 2789 recueils urinaires. Des
mesures atmosphériques ont complété ces données (1). L’analyse du chrome
atmosphérique a été réalisée par spectrométrie d’émission optique (ICP-OES)
selon la méthode d’analyse décrite dans la base de données MétroPol (2). Les
analyses en chrome urinaire ont été effectuées par spectrométrie d’absorption
atomique. La structure hiérarchique des données a nécessité le recours a des
modeles multiniveau : le premier niveau correspond aux observations de
chromurie (variation intra-individuelle), le deuxieme aux individus (variation
inter-individuelle) et le dernier aux entreprises. La modélisation a pris en
considération divers facteurs confondants (alimentation, tabagisme,...).
L'utilisation de modeles multiniveau s’apparente a celle de modeles
mixtes, lesquels considérent simultanément des effets fixes et aléatoires.
Dans notre modele, les effets aléatoires décrivent les différents niveaux
de hiérarchisation, permettant ainsi d’estimer simultanément la variabilité
propre a chaque individu et a chaque entreprise.

Résultats : La relation entre le chrome urinaire (exprimé en pg/g de
créatinine) et le chrome atmosphérique (exprimé en pg de chrome hexavalent
soluble/m3) a été modélisée sur les données obtenues chez 32 volontaires
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appartenant a trois entreprises pour lesquels le niveau d’exposition en
chrome atmosphérique était supérieur a la limite de quantification de la
méthode utilisée (0,2 pg/m3). La majorité des concentrations de chrome
urinaire observée est inférieure a 1 ug/g de créatinine et se rapproche donc
des niveaux renseignés pour la population adulte francaise [0,54 pg/g de
créatinine (18 a 74 ans)]. Les chromeurs présentent une excrétion urinaire
significativement plus importante que les autres professions suivies.
Conclusion : Au niveau de la valeur limite d’exposition professionnelle
(50 pg/m®), le modele a permis d’inférer une valeur de chrome urinaire
de 15 pg/g créatinine (fin de poste) pour les chromeurs. L’étude souligne
la difficulté de définir une valeur limite biologique spécifique au chrome
urinaire utilisable pour différentes professions.

Références : 1.INRS - FEchantillonnage des aérosols. Echantillonnage
individuel d’un aérosol par cassette fermée (Méthode MétroPol fiche H2)
2004. 2. INRS - Chrome hexavalent. Spéciation du chrome - (MétroPol fiche
084) 2008

P26. Intéréts du bilan analytique de patients
polymédicamentés : intoxication a la colchicine par
potentialisation de son action par la fluoxetine

E. Bourgogne'?, C. Latour!, F.J. Baud*3, O. Laprevote'?

'Laboratoire de Toxicologie Biologique, Groupe Hospitalier Saint Louis
Lariboisiére, AP-HP ; 2Réanimation Médicale Toxicologique, Groupe
Hospitalier Saint Louis Lariboisiere, AP-HP ; ‘*Laboratoire Chimie
Toxicologie Analytique Cellulaire, EA 4463, Faculté de Pharmacie,
Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité

Objectif : La gravité d’une intoxication peut résulter d’interactions
médicamenteuses. Dans 1’expérience récente du laboratoire, un inhibiteur
reconnu du CYP 3A4, la fluoxétine, a pu interférer de facon significative
avec le métabolisme de la colchicine, médicament a un index thérapeutique
étroit, qui a abouti a des effets indésirables graves et mortels. L' objectif est de
présenter (1) une méthode de dosage de la colchicine (sang et urine) utilisée
au laboratoire en cas d’intoxication et (2) de discuter de la nécessité de
disposer de méthodes multi-composés qui permettront de mieux appréhender
la prise en charge clinique initiale du patient.

Méthodes : Les échantillons plasmatiques et urinaires ont été prélevés, a
I’abri de la lumiere, et congelés a —20 °C dans ’attente de 1’analyse de
la colchicine par LC-MS/MS. Dans le cadre du screening toxicologique
d’urgence, mis en ceuvre pour chaque arrivée en réanimation médicale et
toxicologique (RMT), aprés une préparation d’échantillon par SPE, la
fluoxétine fut identifiée et estimée par UPLC-DAD-MS.

Résultats : La méthode de quantification plasmatique et urinaire de la
colchicine a été validée, en utilisant une aliquote de 1 mL. Elle est linéaire sur
plus de 2 ordres de grandeur et permet d’atteindre une limite de quantification
de 500 pg/mL. Ces limites de quantification ont permis d’évaluer la cinétique
d’élimination de la colchicine. Un screening toxicologique d’urgence est
mis en ceuvre pour chaque arrivée en RMT dans le but d’obtenir un bilan
analytique initial du malade. De nombreux médicaments fréquemment
retrouvés en service de RMT peuvent étre estimés par absorbance UV (vs.
molécule de référence). La fluoxetine, connu fort inhibiteur CYP 3A4, fut
retrouvé lors de ce bilan et a permis d’expliquer I’intoxication a la colchicine.
Suite a cette co-médication, des concentrations plasmatiques en colchicine
de 22 ng/mL ont été atteintes (zone thérapeutique : 0,5 — 2,5 ng/mL) pour
une posologie modérée < 0,5 mg/kg.

Conclusion : Cet exemple illustre la nécessité de disposer de méthodes
multi-composés qui permettront de mieux appréhender la prise en charge
clinique initiale du patient. Une approche par un véritable bilan initial
analytique permettrait de faire le lien de causalité entre substance et sévérité
de la pathologie. La mise en place de ce bilan initial complet reposerait
sur le dosage systématique des substances suspectes d’intoxications mais
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aussi des métabolites actifs ainsi que tout médicament co-ingéré lors d’une
intoxication ou simplement prescrit.

P27. Identification et quantification de 7 cannabinoides de
synthese dans les urines par UPLC-MS/MS

A. Chemoul', N. Castaing', D. Ducint', R. Bedry?, M. Molimard', K. Titier!
Laboratoire de pharmaco-toxicologie, CHU Pellegrin, Bordeaux ; *Institut
de médecine légale-UHSI, Bordeaux

Objectif : Depuis quelques années, les cannabinoides de synthese ont
émergé sur le marché. Présentés comme de 1’encens, ils sont facilement
disponibles sur Internet sous 1’appellation Spice. Ce sont des agonistes
des récepteurs cannabiniques et leur affinité, nettement supérieure a celle
du THC, leur confére le statut d’alternative au cannabis. La publication
de cas d’intoxications', I’absence de détection par les tests actuellement
disponibles et la problématique décrite dans les prisons suédoises® nous
ont amené a développer une méthode afin de répondre aux attentes des
médecins de I’'UHSI (Unité Hospitaliere de Sécurité Interrégionale) et des
services d’urgence. Nous présentons ici une méthode permettant d’identifier
et de doser 7 cannabinoides de synthese et un métabolite dans les urines
par chromatographie a ultra haute performance couplée a une détection
par spectrométrie de masse en tandem (UPLC-MS/MS) : JIWH-018, JWH-
073 et son N-(3-hydroxybutyl) métabolite, JWH-200, JWH-250, HU-211,
CP47,497 et son homologue en C8.

Méthodes : 500 ul d’urines sont extraites par un mélange hexane/
dichlorométhane (90/10) en présence de tampon CH3COONa 1M pH7 apres
ajout des étalons internes (THC-d3 et 11-OH-THC-d3). Compte tenu du
métabolisme des cannabinoides de synthese, les urines sont préalablement
hydrolysées par hydrolyse enzymatique classique. 1 ul de I’éluat est injecté
sur un systtme UPLC Acquity® (Waters) équipé d’un détecteur de masse
TQD detector. L’élution se fait sur colonne BEH C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 um,
Waters®) par un gradient acétonitrile/eau avec 0,1 % d’acide formique (débit
0,3 ml/mn, temps d’analyse 5 mn). Le spectrometre de masse est utilisé en
mode d’ionisation positif pour les JWH et négatif pour les autres molécules.
L’acquisition se fait en mode MRM avec, pour chaque molécule, une
transition d’identification et une de quantification.

Résultats : Cette méthode a été évaluée dans les urines pour sa répétabilité
et sa reproductibilité (CV < 15 %) a partir de 3 niveaux de controles (n =5,
3 jours). La méthode est linéaire de 5 a 100 ng/mL. La limite de quantification
est de 5 ng/mL pour les JWH, 20 ng/mL pour les autres (CV, biais < 20 %).
La limite de détection est a 1 ng/mL pour les JWH 15 ng/mL pour les autres.
Les cannabinoides sont détectés en 5 mn.

Conclusion : Cette méthode permet d’identifier et de quantifier les
cannabinoides de synthese les plus souvent contenus dans les Spice. La
précision, la sensibilité et la spécificité de cette méthode permettent son
utilisation en toxicologie médico-légale et clinique de routine.

Références : 1. Vardakou et al. Spice drugs as a new trend: mode of action,
identification and legislation; Toxicol Lett. 2010, 197,157. 2. EMCDDA
Poison Control Centre, Mainz, 2009b. Understanding the “Spice”
phenomenon. Via mass media and personal communication.

P28. Case report of drug-facilitated sexual assault with
GHB : interest of the hair

C. Duverneuil-Mayer, A. Knapp, 1. Etting, J.C. Alvarez

Laboratoire de toxicologie-pharmacologie, CHU R. Poincaré, Garches
Objective: The case we investigated in our lab focuses on a 15-year old
individual who was the victim of a drug-facilitated sexual assault by a friend
and the boyfriend of the latter. The victim lodged a complaint approximately
6 months after the presumed facts, therefore the only matrix available was the
hair. The aim of this study was to detect one or more psychoactive molecules
frequently used during chemical submission in this hair matrix.
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Method: Three locks of hair measuring approximately 32 centimeters
each were collected from the victim. The first lock was used to look for
78 molecules in a single technique by liquid chromatography coupled
with detection by mass spectrometry in tandem. This method allows the
simultaneous revealing of narcotics (cocaine, amphetamines, heroin),
benzodiazepines, zolpidem, zopiclone, dexchlorpheniramine, dipheniramine,
hydroxyzine, doxylamine, atropine, ketamine, meprobamate, scopolamine
and some neuroleptics. The second lock was used to detect and quantify
cannabinoides by GC-MS. For these two techniques, a segmental analysis
was made on two-centimeter long segments. The first three centimeters
having been removed, the second segment corresponded to the period of the
presumed facts. Four segments were analysed on these two locks. The third
lock was used for the determination of GHB by GC-MS. This lock was cut
into 5 mm long segments. The segments numbered 12 to 14 corresponded to
the time of the presumed facts. Twenty two segments were used to search for
GHB by GC-MS. After decontaminating the hair in warm water twice and
then with dichloromethane, each segment was crushed into fine powder in a
crusher using a coal nut.

Results: No narcotic drug was found on the four analysed hair segments.
However, hydroxyzine was found on four segments analyzed in concentrations
of 20 pg/mg in segment A, of 31 pg/mg in segment B, of 5 pg/mg in segment
C, of 5 pg/mg in segment D. The presence of its metabolite, cetirizine, was
also uncovered on segments A and B in the respective concentrations of
12 pg/mg and 21 pg/mg. The research of GHB in the victim’s hair allowed
to detect the GHB in 22 segments of analyzed hair in similar and relatively
low concentrations for 19 of these segments. Besides, three hair segments
corresponding to the time of the presumed facts revealed a peak of GHB.

GHB dans les cheveux
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Discussion: The strongest concentration of hydroxyzine on the first
2 segments of hair corresponds to occasional absorption of hydroxyzine
between 3 and 7 months before the analysis work, and to the distribution
of the molecule on the other segments. This intake of Atarax® had been
mentioned by the presumed victim.

In addition, the peak of GHB detected on three of the 22 segments of hair we
analyzed - segments determined as being segments corresponding to the time
of the presumed facts - seems compatible with an exogenous intake of GHB
at the time of the presumed facts.

Conclusion: This study shows the importance of the analysis of hair within
the context of chemical submission, in particular for the search for GHB.
Ultimately, the very short half-life of GHB makes it very difficult to reveal
exogenous takings if the analysis is limited to blood and/or urine samples.

P29. Dosage de D’atractyloside par HPLC-DAD dans les
racines du chardon a glu provenant de différentes régions
d’Algérie

LA. Larabi', M. Azzouz', R. Abtroun', M. Reggabi’, B. Alamir®
Laboratoire de Toxicologie, CHU Bab El Oued, Alger, Algérie ; *Laboratoire
de Biologie-Toxicologie, Etablissement Hospitalier Spécialisé Ait Idir,

Alger, Algérie ; Centre National de Toxicologie, INIPA Dely Brahim, Alger,
Algérie

Introduction : Atractylis gummifera ou chardon a glu, est une plante
d’ Afrique du nord appartenant a la famille des Astéracées. Elle se caractérise
par la production d’un métabolite secondaire hautement toxique, appelé
atractyloside (ATR). L’objectif de cette étude est d’apprécier la toxicité de
cette espece par la détermination des teneurs en atractyloside des échantillons
de racine récoltés dans différentes régions d’ Algérie.

Meéthode : Des échantillons de racine de chardon a glu sont récoltés dans six
régions différentes du pays (Alger, Tizi-Ouzou, Médéa, Béjaia, et Guelma) et
les extraits méthanoliques de ces derniers sont analysés par chromatographie
liquide haute performance couplée a un détecteur a barrette de diode (HPLC-
DAD).

Résultats : La concentration en atractyloside varie de 0,1 g% a 0,27 g% en
fonction de la région avec une moyenne de 0,17 g%.

Discussion : Les teneurs les plus faibles sont retrouvées dans les échantillons
provenant des villes cotieres, et les teneurs les plus élevées proviennent de
régions plus éloignées de la cote. Les quantités d’atractyloside retrouvées
sont rapportées aux doses l1étales 50 (DL50). Le calcul montre que 260 g de
racine seche correspondent a la DL50 chez le rat par voie orale et que pour
les voies intra-péritonéale, intramusculaire, et sous-cutanée, seulement 10 &
35 g permettent d’atteindre la DL50.

Chez I’homme, il n’existe pas de données concernant les doses létales de
I’atractyloside, et la transposition des données animales a 1’homme ne peut
étre appliquée en raison de I’absence de données relatives au volume de
distribution de 1’atractyloside.

Conclusion : Ce travail apporte des indications utiles quant aux teneurs en
atractyloside du chardon a glu. II est appelé a étre complété par d’autres
expertises impliquant un nombre plus important d’échantillons, et étudiant
les facteurs d’influence.

P30. A case report of drug-facilitated sexual assault between
spouses : the psychoactive substance was in the ice cube

A. Knapp, C. Duverneuil-Mayer, E. Abe, J.C. Alvarez

Laboratoire de toxicologie-pharmacologie, CHU, Garches

Objective: A 44 year old woman who felt sick every time she went to see
her ex-husband and had a drink with him, suspected him of introducing
some drug in the ice cube of her drink. One evening, she decided to keep
an ice cube of her drink and brought it to our laboratory. A sample of her
hair was also collected one month after the facts. The aim of this study was
to detect one or several psychoactive drugs frequently used during chemical
submission in the ice cube and in the hair.

Method: Three strands of hair (26 to 28 cm each) were collected from
the victim. Liquid Chromatography coupled with detection by Mass
Spectrometry in tandem (LC-MS/MS) was used to detect 78 molecules
in one strand. A segmental analysis was carried out on 2 cm-length
segments. Six segments were analysed (segment A to F, A representing
the period of the alleged facts). This method allows the simultaneous
measurement of narcotics, benzodiazepines, zolpidem, zopiclone,
dexchlorpheniramine, dipheniramine, hydroxyzine, doxylamine, atropine,
ketamine, meprobamate, scopolamine and some antipsychotic. The two
other strands were processed by gas chromatography-mass spectrometry
to detect and quantify respectively cannabinoids and gamma hydroxy
butyric acid (GHB). A segmental analysis was carried out on the second
strand for the research of cannabinoids on 2 cm-length segments in the
same way as the first strand. A segmental analysis was carried out on the
third strand on 5 mm-length segments for the research of GHB. Twenty
segments were analyzed, segments n° 2 and 3 represents the period of the
alleged facts. Each strand was decontaminated in warm water twice then
with dichloromethane, each segment was ground into fine powder prior
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to the analysis. Psychoactive substances were researched from the melted
ice cube with the LC-MS/MS method allowing detection of 78 molecules
simultaneously.

Results: Only zolpidem was detected in the melted ice cube. In hair,
pseudoephedrine highlighted on the segments A and B (respectively, 99
and 7 pg/mg). Furthermore, three molecules were detected (zolpidem,
tetrazepam, dexchlorpheniramine) in all analysed segments and one molecule
(doxylamine) in segments D, E and F. GHB was found on all the 20 analyzed
segments in similar and relatively low concentrations.

Discussion: The association of pseudoephedrine and dexchlorpheniramine
is commonly use to treat allergic cough. The other drugs are not assigned
to any medical treatment. The presence of Doxylamine on segments D to F
reflects the consumption of this substance between 6 and 12 months before
the sampling. The presence of zolpidem and tetrazepam on all analysed
segments is probably due to punctual but regular administration of these two
molecules.

Conclusion: This study showed the importance of analyzing any kind of
sample associated with biological samples. In this case, the analysis of both
the melted ice cube and the hair sample had revealed the administration of
zolpidem since at least 12 months, alternately with some other compounds
like tetrazepam or doxylamine, in a case of drug-facilitated sexual assault
between spouses.

P31. Biochemical parameters and determination of
emamectin benzoate in plasmas by Ultra-performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, as part of a
toxicological study on male Wistar rat

H. Khaldoun-Oularbi'?, C. Richeval?, M. Lhermitte**, L. Humbert?
!Research Laboratory of Animal Biology and Physiology, E.N.S, Kouba,
Alger, Algérie; Department of Biology, Faculty of Agro-Veterinary Sciences,
University of SAAD-Dahlab Blida, Algérie; *Laboratoire de Toxicologie
CHRU, Lille, France; *Université Lille Nord de France, Lille, France
Objective: Emamectin benzoate (EMB), mixture of natural Avermectins
Bla and B1b, is the active principle in Proclaim®. Avermectin derivatives
are the most widely used xenobiotics in animal health and agriculture. Due
to its toxicity, EMB is administered in very low doses (ug kg™'); sensitive
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methods are required for its determination in biological samples. A
sensitive, specific and rapid UPLC-MS/MS method has been developed for
the determination of EMB (Bla and B1b) in rat plasmas after subchronic
oral toxicity.

Materials and methods: Twenty one male Wistar rats were randomly
divided into three equal groups. The control group received distilled
water and EMB treated groups were given 0.08 and 0.04 mg/kg b.w.
by oral gavage, in a volume of 1 mL/ rat, for six weeks. Animals were
maintained after this period in the same conditions without treatment for
six other weeks. Plasma samples were used to determine AChE Activity,
Biochemical parameters and determination of Emamectin benzoate mixture
Bla and Blb. UPLC separations were carried out on Acquitytm UPLC™
system (Waters Corp., USA) with a BEH C18 column (100 mm x 2.1 mm,
1.7 um). (Waters, USA) separation time was 5 min, Flow rate 0.4 mL min™',
column and sample temperature 50 °C and the injection volume 15 pL
were used in all experiments. The UPLC system was connected to Waters
Quatro Premier Tandem quadrupole instrument UPLC MS/MS, operated
in positive ESI mode. In all experiments, following parameters were used:
capillary voltage 1 kV, extractor voltage 3V, source temperature 150 °C,
desolvation temperature 350 °C, cone gas flow 1000 L h™' and desolvation
gas flow 50 L h™'. All data collected in MRM mode were acquired using
Mass lynxTM NT 4.1 software. Post acquisition quantitative analyses were
performed using a QuanLynxTM program.

Results: A decrease in body weight after six weeks of treatment and a
significant increase at the end of experiment were observed in EMB High
dose group. Treatment with EMB did not affect the mean weight of most
organs. There were no differences in activity of AChE, but a significant
increase in glucose and uric acid levels are seen in rat plasmas after 14 and
45 days of EMB exposure. In the rat plasma samples after 28 days, EMB,
Bla: 37.28 ug/mL and B1b: 7.64 pg/mL, were clearly detected.

Discussion and conclusion: Avermectins are highly toxic to insects and
may be highly toxic to mammals. Tests with laboratory animals show that
avermectin Bla is not readily absorbed into the bloodstream by mammals;
it is rapidly eliminated from the body within 2 days via the feces. The
analytical method developed in our study shows that EMB Bla and Blb
mixture were clearly detected after 28 days of treatment. This sensitive and
rapid method will be useful for the analysis of EMB in plasma and probably
in all biological samples.
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