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Résumé — Objectifs : Une méthode semi-quantitative en toxicologie clinique a été développée utilisant une extraction
par micro-élution en phase solide suivie d’une analyse par un systeme de chromatographie liquide ultra-haute perfor-
mance couplée a une spectrométrie UV-visible a barrettes de diodes (PDA) (UHPLC-PDA). Cette étude a été réalisée
sur 122 molécules médicamenteuses en respectant les recommandations de la norme NF EN ISO 15189. Méthodes :
Parmi différentes cartouches SPE (Solid-Phase Extraction) testées, la cartouche Strata®-X a été sélectionnée pour ses
meilleurs rendements d’extraction. Un protocole d’extraction manuelle a partir de plasma sanguin a été mis en place
pour 3 concentrations (0,1 mg/L, 1 mg/L et 10 mg/L) avec le méthanol comme solvant d’élution. La séparation sur
UHPLC a été réalisée avec un gradient de phase mobile acétate d’ammonium 5 mM/acétonitrile (ACN) (85/15; V/V)
a pH 3,8 + 0,05 et d’ACN sur une colonne BEH C18 1,7 um, 2,1 mm X 150 mm avec un débit de 0,45 mL/min.
Les analytes ont été détectés par PDA (190-400 nm). Résultats : Les rendements d’extraction étaient satisfaisants
de méme que la précision (CV% répétabilité < 6,54 %). Les CV inter-essais étaient élevés (CV > 15 % pour cer-
taines molécules) mais diminuaient lorsqu’ils étaient rapportés aux 2 étalons internes (flurazépam et prazépam). La
semi-quantification s’est faite a I’aide de 2 facteurs de réponses et les LOD et LOQ ont été comparées aux valeurs thé-
rapeutiques ou toxiques. Conclusion : La méthode décrite est simple et rapide. Les résultats ont montré la capacité de
la cartouche Strata®-X i extraire des molécules appartenant 2 plusieurs classes pharmacologiques avec des propriétés
physico-chimiques différentes.

Mots clés : Screening, SPE, UHPLC-PDA, toxicologie clinique, micro-élution

Abstract — Objectives: A semi-quantitative method in clinical toxicology was developed using an extraction with
a micro-elution solid phase (SPE) followed by an analysis with an Ultra-High-Performance Liquid Chromatography-
Photodiode Array system (UHPLC-PDA). The study was performed on 122 medicinal compounds according to the
recommendations of the NF EN ISO 15189. Methods: After testing different SPE cartridges, the Strata®-X cartridge
was selected based on its better extraction yields. A manual extraction protocol from plasma was set up for 3 concen-
trations (0.1 mg/L, 1 mg/L and 10 mg/L) with methanol as the eluting solvent. UHPLC analysis was performed with
a mobile phase gradient of ammonium acetate 5 mM/Acetonitrile (ACN) (85/15, v/v) at pH 3.8 + 0.05 and ACN on a
BEH column C18 1.7 um, 2.1 mm X 150 mm. The flow rate was 0.45 mL/min and the analytes were detected by PDA
(190-400 nm). Results: Extraction yields were satisfactory, as well as the precision (repeatability CV% < 6.54%).
Inter-assay CVs were high (CV > 15% for a few molecules) but were less significant when relativized by the two inter-
nal standards (flurazepam and prazepam). The semi-quantification was achieved with the support of two endpoints, and
LOD and LOQ values were compared with therapeutic or toxic values. Conclusion: The method described is simple
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and fast. The results showed the ability of the Strata®-X to extract molecules belonging to several classes of drugs with

different physicochemical properties.
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1 Introduction

Les admissions au service des urgences pour cause
d’intoxications médicamenteuses sont de plus en plus fré-
quentes. Les substances médicamenteuses sont a I’origine de
la plupart des intoxications, qu’elles soient volontaires ou ac-
cidentelles [1] : elles peuvent étre dues a une forte absorp-
tion lors de tentatives de suicide ou au non-respect des doses
médicamenteuses prescrites (erreur de posologie) et souvent
a une ingestion accidentelle par les enfants. Parmi les sub-
stances les plus fréquemment rencontrées dans les intoxica-
tions, deux classes de médicaments : les analgésiques (11,5 %)
et les sédatifs et hypnotiques (6,0 %) [2]. De méme, les intoxi-
cations constituent la seconde cause de morbidité et mortalité
aux Etats-Unis avec plus de 2,4 millions de cas d’exposition a
des toxiques chaque année [3]. Enfin un récent rapport britan-
nique considere que les hospitalisations dues aux intoxications
sont aussi nombreuses que celles dues aux infarctus du myo-
carde [4]. Les analyses toxicologiques ont donc un role essen-
tiel lors de la prise en charge d’une intoxication médicamen-
teuse permettant un diagnostic précoce et une prise en charge
optimisée. Il est donc nécessaire de disposer de méthodes
analytiques pour I’identification et la quantification de ces mo-
lécules toxiques. Le centre hospitalier de Pontoise (Val d’Oise,
France) recueille annuellement environ 1000 cas d’intoxica-
tions et ce nombre est en constante augmentation. A ce jour, il
existe de nombreuses techniques d’identification et de quantifi-
cation de nombreuses substances médicamenteuses et drogues
telles que la chromatographie liquide, gazeuse ou encore des
méthodes immuno-enzymatiques avec différents types de dé-
tecteurs comme 1’UV-visible, la SM et la fluorescence. Cha-
cune de ces méthodes analytiques présente ses avantages et
ses limites (rapidité, sensibilité, spécificité, coit...) et chaque
laboratoire est équipé différemment selon ses moyens et ses
besoins [5-11].

L’analyse et le dosage de xénobiotiques au laboratoire de
Biochimie-Toxicologie du centre hospitalier de Pontoise se fait
par HPLC couplée a une spectrométrie de masse en tandem.
Pour une recherche globale de toxiques, la technique analy-
tique utilisée est 'UHPLC couplée a la spectrophotométrie
UV-visible a barrettes de diodes (PDA). Ces deux méthodes
sont précédées d’une étape d’extraction en phase solide (SPE).
En effet, I'une des étapes les plus importantes dans le proces-
sus analytique est la préparation des échantillons. Ces derniers
subissent souvent un traitement avant analyse afin d’isoler les
toxiques des autres constituants présents dans les liquides bio-
logiques. L’ objectif est de réduire au maximum les interférents
afin d’éviter que la matrice n’influe sur le rapport signal/bruit
de fond et la qualité des pics chromatographiques, les va-
leurs de limite de détection (LOD) et de quantification (LOQ).
Cette étape d’extraction permet de purifier et de concentrer
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les analytes avant leur injection dans la colonne chromatogra-
phique [7, 8]. L’extraction en phase solide est une méthode
performante de préparation des échantillons. Elle est de plus
en plus utilisée dans les laboratoires surtout pour les analyses
toxicologiques du fait notamment de son faible coft, sa ra-
pidité et sa facilité d’utilisation [9]. A ce titre, les industriels
s’engagent davantage dans 1’innovation de nouveaux supports
pour des recherches larges ou des recherches de plus en plus
ciblées de toxiques et ce, pour diverses matrices. Ainsi, des
cartouches permettant une extraction-concentration sans étape
d’évaporation ont été mises au point [12, 13]. Ces cartouches
utilisent la méthode de la micro-élution avec un volume de
prise d’essai du spécimen biologique qui est plus important
que le volume de solvant d’élution. Les laboratoires de bio-
logie médicale sont soumis a la norme NF EN ISO 15 189,
notamment, la SH GTA 04 — SH FORM 43 qui oblige chaque
laboratoire a valider et/ou a vérifier les méthodes analytiques
utilisées [14—16]. Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est
de mettre en place une méthode d’analyse semi-quantitative
par UHPLC rapide et efficace afin d’apporter une aide au cli-
nicien dans son diagnostic. La mise en place de cette méthode
semi-quantitative a nécessité, tout d’abord, de définir le pro-
tocole de préparation des échantillons. L’étude a porté sur un
total de 122 molécules médicamenteuses.

2 Matériels et méthodes

2.1 Choix des substances

D’apres le registre des examens de toxicologie du labora-
toire de Biochimie-Toxicologie de I’hdpital de Pontoise, les
toxiques les plus fréquemment retrouvés au cours des quatre
dernieres années sont les benzodiazépines, les barbituriques,
les antidépresseurs, le paracétamol, les phénothiazines (neu-
roleptiques), ainsi que les stupéfiants. La liste des molécules
utilisées dans cette étude se base sur ce registre.

2.2 Matériels et réactifs

Les solvants utilisés pour la préparation des solutions
et pour l’analyse chromatographique sont tous de qua-
lit¢ HPLC, LC-MS : méthanol (VWR Prolabo®, France),
eau (VWR Prolabo®, France), ACN (VWR Prolabo®,
France). Les pools de sérum et plasma utilisés pro-
viennent de patients dont 1’absence de molécules d’inté-
réts a été au préalable vérifiée par UHPLC apres une
extraction en phase solide avec Oasis HLB®. Les sub-
stances médicamenteuses analysées proviennent de LGC
Standards® (Molsheim, France). Ces substances sont les sui-
vantes : 11 OH THC, 6 MAM, 7-amino clonazépam, 7-amino
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Fig. 1. Exemple d’un chromatogramme avec 7 molécules étudiées a 1 mg/L et les 2 étalons internes E1 et E2, obtenu par PDA Max Plot
190-800 nm. A : Benzoylecgonine ; B : Papaverine ; C : Fentanyl ; D : Chlordiazépoxide ; E : Sécobarbital ; F : Alprazolam ; G : Naproxene.

flunitrazépam, 9-OH rispéridone, acébutolol, alimémazine,
a-OH alprazolam, a-OH midazolam, alprazolam, amisul-
pride, amitriptyline, amphétamine, aripiprazole, aténolol, ben-
zoylecgonine, bétaxolol, bipéridene, bisoprolol, bromazépam,
buflomédil, buprénorphine, carbamazépine, chlordiazépoxide,
chloroquine, citalopram, clobazam, clomipramine, clonazé-
pam, clotiazépam, clozapine, cocaéthyléne, cocaine, codéine,
cyamémazine, désipramine, desméthyl flunitrazépam, dex-
chlorphéniramine, dextropropoxyphene, diacétylmorphine,
diazépam, dihydrocodéine, diltiazem, dompéridone, doxyla-
mine, duloxétine, éphédrine, estazolam, éthylmorphine, fen-
tanyl, flunitrazépam, fluoxétine, flurbiprofene, fluvoxamine,
furosémide, glibornuride, gliclazide, halopéridol, hydrochlo-
rothiazide, hydroquinidine, hydroxyzine, ibuproféne, imipra-
mine, kétamine, levomépromazine, lidocaine, lorazépam, lor-
métazépam, loxapine, maprotiline, MBDB, MDA, MDEA,
MDMA, médifoxamine, méprobamate, metamphétamine, mé-
thadone, méthylphénidate, miansérine, midazolam, milna-
cipran, mirtazapine, modafinil, N-desméthyl clomipramine,
nadolol, naproxene, nicotine, nitrazépam, norbuprénorphine,
nordazépam, nortriptyline, olanzapine, oxazépam, papavé-
rine, paroxétine, phénobarbital, pholcodine, propranolol, qui-
nine, rispéridone, scopolamine, sécobarbital, sertraline, spi-
ronolactone, sufentanyl, sulpuride, témazépam, tétrazépam,
théophylline, thiopental, tianeptine, triazolam, trimétazidine,
trimipramine, urapidil, valproate, venlafaxine, viloxazine,
zolpidem, zopiclone et zuclopenthixol.

2.3 Préparation des échantillons

Les molécules sont soit achetées dissoutes dans du mé-
thanol et de I’acétonitrile selon leur stabilité de conservation
soit achetées en poudre puis dissoutes dans le méthanol (VWR
Prolabo®, France) lors de la phase de préparation des échan-
tillons. La concentration des solutions meres est de 1 mg/mL
ou 0,1 mg/mL et sont conservées a la température de —20 °C.

Les solutions de travail sont préparées a partir des solutions
meres 2 1 mg/mL ou 0,1 mg/ mL. Avec un nombre important
de molécules a tester, les solutions de travail ont été préparées

a partir de mélanges de plusieurs molécules a trois concentra-
tions : 0,1 mg/L, 1 mg/L et 10 mg/L. Ces molécules ont été
choisies en fonction de leur temps de rétention afin d’éviter les
phénomenes de co-€lution (figure 1).

Les échantillons injectés tels quels dans I"UHPLC sont di-
lués dans de I’eau LCMS a des concentrations de 1 mg/L et
10 mg/L. Avant la phase d’extraction solide (SPE), les échan-
tillons sont dilués dans du plasma humain aux trois concen-
trations mentionnées ci-dessus, puis laissés au repos pendant
une heure avant centrifugation (Thermo Scientific Heraeus®
Pico 17) a 7500 rpm durant 10 min.

A partir des solutions méres 2 1 mg/mL, une solution
constituée de deux étalons internes a été préparée par dilution
du flurazépam et du prazépam au 1/20° dans du méthanol, soit
aune concentration de 50 mg/L. Les étalons internes sont ajou-
tés a raison de 20 uL par échantillon, soit une concentration
unique a 1 mg/L.

Les solutions meres et les étalons internes sont stockés
a —20 °C. Le pourcentage de méthanol dans les échantillons
ne doit pas dépasser 10 % du volume total.

2.4 Lextraction SPE

Deux systemes d’extraction en phase solide basés sur le
méme principe ont été utilisés : le systeme d’extraction uti-
lisé pour les tests avec Oasis HLB® sur plaque est un sys-
téme manuel par pression négative (Waters®, USA) relié a
une pompe a vide. Il est composé d’une plaque 96 puits, d’un
support et d’une plaque collectrice. Pour les différents types
de cartouches utilisés lors des essais, un systeme d’extraction
manuel par pression négative (Supelco Visiprep DL, pompe
a vide Gast DOA-V161-BN, MFG.Corp., USA) a été utilisé.
Celui-ci est composé d’une cuve en verre avec un couvercle
percé d’orifices sur lesquels sont fixées les cartouches. Afin de
sélectionner la cartouche SPE utilisée pour 1’étude des 122 mo-
1écules, plusieurs adsorbants ont été testés et comparés. S’ agis-
sant d’une analyse globale de toxiques, un protocole unique
a été établi pour toutes les cartouches, se limitant aux SPE
de types polymériques en phase inverse. Les différents sup-
ports solides utilisés sont : Oasis HLB® (Waters, USA), 2 mg,
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Tableau I. Gradient d’élution. L’éluant Al est un tampon acétate
(contenant 5 mM d’acétate d’ammonium et d’acétonitrile (85/15)
(v/v), ajusté a pH 3,8 + 0,05 par de I’acide chlorhydrique). L’éluant
B1 est de 1’acétonitrile.

7(min) Débit (mL/min) Al (%) BI (%)
2,40 0,45 100,0 0,0
2,80 0,45 89,0 11,0
11,0 0,45 25,0 75,0
13,0 0,45 25,0 75,0
13,5 0,45 100,0 0,0
16,5 0,45 100,0 0,0

30 um; Sola® (Thermo Scientific, USA), 10 mg; Strata®-X
RP (Phenomenex, France), 10 mg, 33 um et Strata®-X-N Drug
RP (Phenomenex, France), 10 mg, 100 pm.

Lors de la procédure d’extraction la colonne est condition-
née par 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau avec une aspi-
ration rapide. Un volume de 700 puL d’échantillon est alors
déposé dans la cartouche. L’aspiration se fait lentement car
I’échantillon doit passer goutte a goutte dans la cartouche afin
que I’extraction soit efficace. La colonne est ensuite rincée et
séchée a forte aspiration (—15 mmHg) pendant 3 min. Enfin,
I’échantillon est élué 2 fois avec 100 uL. de méthanol LC-MS.
Lextrait est collecté dans un flacon transparent et prét a étre
analysé par UHPLC-PDA.

2.5 Lanalyse UHPLC-PDA

L’ Acquity® (Waters, USA) utilise un systéme de détection
a barrettes de diodes PDA. La séparation des composés s’est
faite sur une colonne Acquity® UHPLC BEH CI18 1,7 um
2,1 mm X 150 mm (Waters, USA). L’élution des composés
s’est faite avec un gradient de phase mobile détaillé dans le ta-
bleau I. L’identification des composés s’est faite par comparai-
son des spectres des composés élués ainsi que leur temps de ré-
tention avec ceux des standards stockés dans une bibliotheque
interne. Le détecteur PDA mesure 1’absorbance des molécules
sur tout le spectre UV-visible (190—400 nm pour cette mé-
thode).

La colonne est chauffée a 50 °C, le débit est de
0,45 mL/min, la durée d’une analyse de 16 min et le volume
de solution injecté de 5 uL.. Le systeéme d’acquisition et le trai-
tement de toutes les données ont été réalisés avec le logiciel
Empower pro 2® (Waters, USA).

Afin de sélectionner la cartouche d’extraction en SPE
micro-élution, un pool de plasma contenant 7 molécules a
une concentration de 1 mg/L (milnacipran, venlafaxine, flu-
razépam, imipramine, clobazam, diazépam et prazépam) a
été constitué. L’évaluation de la performance d’extraction de
4 cartouches SPE a été menée en se basant sur le rendement
d’extraction avec la méthode d’extraction avec Oasis HLB®
comme référence. Les tests ont été réalis€és comme indiqué
dans le tableau II. Des facteurs de concentration comparables
(rapport : Volume de prise d’essai/Volume d’élution) ont été
choisis pour toutes les extractions, soit un facteur de concen-
tration de 3,75 pour I’Oasis HLB et 3,5 pour les autres.

Les rendements d’extraction ont été calculés comme le
rapport de I'aire de la molécule extraite sur ’aire de la
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Tableau II. Protocole d’extraction Oasis HLB®, Sola® et Strata®.

Sola®/Strata-X®/

Adsorbant SPE Oasis HLB® Strata-X-N Drug®
Matrice Plasma 1 mg/L Plasma 1 mg/L
Volume prise d’essai 300 uL 700 uL
Eau distillée 300 uL
EXTRACTION

Conditionnement Méthanol 1 volume Méthanol 1 mL
Equilibration Eau 1 volume Eau 1 mL
Chargement Plasma préparé Plasma préparé
Lavage Eau 1 volume Eau 1 mL
Elution 2 X 40 uL 2% 100 pL

de méthanol de méthanol
Injection SuL SuL

molécule non extraite multiplié par le facteur de concentra-
tion. Le résultat est alors multiplié par 100 afin d’obtenir un
pourcentage. Les aires des 2 étalons internes ont également
été utilisées dans le développement de cette méthode de semi-
quantification. Ces derniers permettent de vérifier la répétabi-
lit¢ de I'injection mais aussi la qualité de I’extraction. Leurs
aires doivent étre supérieures a 100000 (en unité d’absor-
bance). Cette valeur limite a été fixée apres plusieurs essais
d’extraction et témoigne de la qualité d’extraction. La semi-
quantification a été caractérisée par des facteurs de réponse
(FR) (équations 1 et 2) plutot que des courbes d’étalonnage.
Ces facteurs de réponse sont calculés en se basant sur les 3 ex-
traits a 1 mg/L, de la maniere suivante :

FR1 = Aire de la molécule/Aire du flurazépam (D)
FR2 = Aire de la molécule/Aire du prazépam. 2)

A partir des FR calculés (tableau IV), il est alors possible d’es-
timer la concentration d’une molécule i (équations (3) et (4))
dans un échantillon plasmatique de la maniére suivante :

C; échantillon = (FR1; échantillon/FR1;) x 1 mg/L.  (3)
C; échantillon = (FR2; échantillon/FR2;) X 1 mg/L. (4)

Avec ;, étant le nom de la molécule présente dans un échan-
tillon plasmatique dont on cherche a estimer la concentration.

Par ailleurs, le rapport (FR; échantillon/FR;) a été multiplié
par la concentration de 5 mg/L pour les 5 molécules suivantes :
cocaine, héroine, maprotiline, sécobarbital et sulpiride. Si les
aires obtenues sont supérieures a un million (en unité d’ab-
sorbance), une nouvelle analyse par UHPLC est effectuée en
diluant I’échantillon et en diminuant le volume d’injection.

La limite de détection (LOD) est la plus petite concen-
tration d’analytes pouvant étre détectée et identifiée par
I’ Acquity® mais non quantifiée par la méthode de dosage dé-
veloppée dans cette étude. La limite de quantification (LOQ)
est quant a elle la plus petite concentration pouvant étre quan-
tifiée par la méthode de dosage développée. Elle est égale a
une aire de 10000 (en unité d’absorbance), car correspondant
aux limites instrumentales acceptables du PDA.
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Tableau III. Résultats en pourcentage des rendements (RE%) d’ex-
traction de 7 molécules par Oasis HLB®, Sola®, Strata-X® et Strata-
X-N Drug®.

Oasis HL® Sola® Strata-X® Strata-X-N Dru®

RE% RE% RE% RE %
Milnacipra >100 >100 >100
Venlafaxin >100  >100 >100 >100
Flurazépam 92,3 >100 >100 >100
Imipramine >100 34,2 >100 97,8
Clobazam >100 >100 >100 >100
Diazépam >100  >100 >100 >100
Prazépam >100  >100 >100 >100

3 Résultats

Toutes les molécules sont extraites et détectées avec I’Oa-
sis HLB® et les Strata® (tableau III). En revanche, une perte de
milnacipran est apparue lors de la phase d’extraction Sola®. La
cartouche Strata®-X a montré le meilleur rendement d’extrac-
tion pour toutes les molécules tests. Par conséquent, 1’étude
des 122 molécules a été réalisée en utilisant la Strata®-X pour
I’extraction des échantillons.

Les rendements d’extraction ont été calculés a partir des
échantillons plasmatiques a 1 mg/L (n = 3) et a 10 mg/L
(n = 1). Une moyenne absolue des aires a été calculée pour
la concentration a 1 mg/L. Les rendements d’extractions pour
chaque molécule sont présentés dans le tableau IV. L'ex-
traction sur SPE avec la cartouche Strata®-X RP a permis
d’extraire la majorité des molécules avec des rendements d’ex-
tractions satisfaisants a 1I’exception des anti-inflammatoires
non-stéroidiens (flurbiproféne, ibuproféne, naproxene) et I’ ari-
piprazole (52,19 % a 1 mg/L et 22,27 % a 10 mg/L). Certaines
molécules telles qu’aténolol, bipéridene, cocaine, héroine, ma-
protiline et sulpiride n’ont pas été détectées a 1 mg/L. Elles ont
ainsi été réétudiées a 5 mg/L.

La répétabilité (reproductibilité intra-essai) a été évaluée
en répliquant I’analyse (n = 3) a partir d’'un méme extrait
a 1 mg/L.

La reproductibilité inter-essais) a été déterminée en répli-
quant ’analyse sur 3 extraits différents (n = 3) a 1 mg/L
(ou a 5 mg/L pour 5 des molécules étudiées mentionnées ci-
dessus). Ces 2 parametres sont quantifiés par un coefficient de
variation (CV) considéré comme acceptable jusqu’a 15 %. Les
résultats obtenus pour les molécules testées dans cette étude
sont dans I’ensemble acceptables avec des CV intra-essai va-
riant de 0,07 a 6,54 %. En revanche, les CV inter-essais sont
plus variables dépassant pour certaines molécules la limite
d’acceptation de 15 % (tableau IV).

La moyenne et les coefficients de variation (CV) ont été
calculés pour les FR1 et FR2 pour chaque molécule testée
(tableau IV).

Les résultats sont acceptables pour la plupart des mo-
lécules sauf pour 11OHTHC, aripiprazole, cocaine, désipra-
mine, duloxétine, fentanyl, flurbiproféene, loxapine, métha-
done, phénobarbital, sécobarbital et triazolam.

Concernant le citalopram (7r (min) : 5,46 + 25 %), seul
le FR2 est calculé car cette molécule co-éluée avec 1’étalon
interne 1, le flurazépam (7r (min) : 5,56 + 25 %).

D. Chen et coll.

Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ)
sont présentées dans le tableau I'V.

4 Discussion

Les inconvénients de la SPE avec un systeme d’extraction
manuel sont les débits de percolation, d’élution et le séchage
des cartouches qui sont difficilement contrdlables. Ceci peut
expliquer les variations d’extractions observées d’ou I’intérét
d’utiliser des étalons internes qui permettent de s’en affranchir.
En effet, les variations absolues des aires sont parfois impor-
tantes comme en témoignent les CV inter-essais (CV > 15 %
pour 30 molécules) mais sont moins importantes lorsque 1’on
normalise par les aires des étalons internes (CV pour I'un des
deux FR > 15 % pour 17 molécules et CV pour les deux
FR > 15 % pour 8 molécules).

Les rendements a 1 mg/L et 10 mg/L pour chaque mo-
lécule sont majoritairement similaires et supérieurs a 100 %.
Le fait de procéder en deux fois a 1’étape d’élution permet
d’améliorer le rendement d’extraction. D’autre part, le volume
récupéré apres élution des composés d’intérét n’est pas iden-
tique pour chaque extraction et est toujours inférieur au vo-
lume d’élution qui est de 200 uL. Ceci peut contribuer a sur-
estimer le rendement d’extraction obtenu lors du dosage des
échantillons. Ainsi, il est difficile de comparer les rendements
d’extraction obtenus dans ce travail avec ceux trouvés dans la
littérature car de nombreux protocoles d’extraction different
de celui employé dans cette étude. Dans le cas présent, 1’ex-
trait recueilli apres élution est injecté tel quel dans la colonne
UHPLC alors que dans la littérature, I’échantillon a injecter
nécessite souvent une préparation au préalable (évaporation
de I’extrait puis reprise dans un solvant avec un volume dé-
fini) [18, 20, 22]. Ainsi, le protocole de micro-élution déve-
loppé dans cette étude, permet d’extraire les analytes dans la
phase d’élution avec un volume inférieur a celui de la prise
d’essai. Il s’agit donc d’une extraction-concentration. La SPE
a pour avantage d’étre automatisable, ce qui n’est pas le cas
des méthodes d’extraction liquide-liquide. Ainsi il serait pos-
sible de pallier aux problemes li€s aux systémes manuels et
permettre une meilleure reproductibilité a chaque étape de la
phase d’extraction [20]. Au final, la colonne Strata®-X a été
préférée a I’Oasis HLB®, dans sa configuration micro-élution
pour une raison majeure : I’absence de colmatage de la car-
touche Strata®-X lors des essais réalisés avec du sang de ca-
davre ou du sérum ou du plasma présentant un aspect propice a
un bouchage de la cartouche. Dans un travail antérieur [20], cet
avantage était plutdt retrouvé pour la cartouche Oasis HLB®,
mais dans sa configuration conventionnelle et non celle en
micro-élution. Le méprobamate, le valproate et la nicotine ne
figurant pas dans la bibliotheque interne, ont été dilués dans du
méthanol a 10 mg/L et analysés par UHPLC. Cependant, ces
trois molécules n’ont pas pu étre détectées. Le méprobamate et
le valproate sont des molécules non aromatiques qui absorbent
dans le proche infrarouge et non pas dans I’'UV [21,25]. Pour
la nicotine, I’hypothese est faite qu’elle présente un temps de
rétention assez court qui fait qu’elle est éluée assez tot de
la colonne et n’est ainsi pas détectée du fait des co-€élutions
avec les composants organiques du sérum/plasma tels que les
acides organiques. Les valeurs obtenues pour LOD et LOQ
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des molécules qui co-éluent, notamment au début du chroma-
togramme, sont faibles. Du fait de cette co-élution, 1’aténolol
n’a pas pu étre détecté. Ces obstacles auraient pu étre levés
par I'utilisation d’une détection par spectrométrie de masse.
Cependant, le choix d’une détection en UV-PDA a été dé-
libérément opéré dans 1’optique d’une utilisation en routine
24 h/24 h par I’ensemble du personnel.

La qualité des pics chromatographiques était satisfaisante
avec des pics fins et séparés pour la majorité des molécules.
Cependant, les pics obtenus pour olanzapine, codéthyline,
codéine et amisulpride étaient dédoublés. L’ ensemble des mo-
lécules était dilué dans du plasma humain et non dans un
solvant tel que le méthanol ou I’eau. La premiere explication
possible de ce dédoublement est que ces molécules pourraient
étre liées a un contre ion (par exemple Na+, K+, Cl—) modi-
fiant ainsi leur solvatation et donc leur élution. Dans ces cas,
I’aire prise en compte pour le calcul des rendements et des FR
est la somme des aires des deux pics. D’autre part, un pic dé-
doublé peut indiquer une mauvaise séparation des molécules.
Ainsi, il se peut que pour ces molécules, il y ait un mélange
de deux composés de structures voisines tels que des isomeres
altérant la qualité des pics chromatographiques. D’autant plus
que la colonne chromatographique utilisée dans le cadre de
cette étude n’est pas une colonne chirale, donc les énantio-
meres ne sont pas séparés.

Hydrochlorothiazide et 6 MAM ont été co-éluées avec des
composés présents dans le plasma notamment avec les mé-
tabolites de la caféine. Leurs temps de rétention sont assez
proches : 1,51 min pour 6 MAM, 1,59 min pour hydrochloro-
thiazide et 1,51 min et 1,40 min, pour les métabolites caféine.
L’ensemble des plasmas utilisés dans cette analyse contenait
des métabolites de la caféine en quantité plus ou moins im-
portante. De ce fait, afin de calculer le rendement et les FR
de ces molécules, elles ont été diluées dans de 1’eau puis ex-
traites suivant le méme protocole d’extraction. Les pics chro-
matographiques obtenus a 1 mg/L étaient dédoublés. Il n’a pas
été possible d’investiguer davantage sur ce probleme car cela
aurait nécessité une modification compléte du protocole d’ex-
traction (en changeant par exemple la composition et le volume
des solvants, le pH et les solutions tampons) ce qui n’était pas
I’objectif premier de cette étude. En effet, il ne s’agissait pas
dans ce travail d’optimiser une méthode pour une molécule en
particulier ou une classe de molécules. Le but était plutot de
travailler avec un protocole unique sur un grand nombre de
molécules ayant des propriétés physico chimiques différentes
et voir ainsi quels composés étaient extraits avec la Strata®-X.
De plus, le probleme de dédoublement des pics n’était observé
que pour 6 molécules sur un total de 119 molécules testées.

Le détecteur PDA mesure simultanément 1’absorbance sur
plusieurs longueurs d’ondes et permet une identification des
molécules en comparant le temps de rétention et le spectre ac-
quis avec les données stockées dans la bibliotheque interne.
Cependant, il présente des difficultés & identifier des compo-
sés co-élués et a différencier distinctement une molécule de
ses métabolites (en particulier si ces derniers ont un temps de
rétention proche ou un spectre similaire). De ce fait, lors des
essais les molécules ont judicieusement été choisies (en fonc-
tion des temps de rétention) pour constituer les solutions de
travail afin de s’ affranchir d’éventuelles co-élutions sur le tracé
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chromatographique. Les 7 molécules utilisées pour évaluer la
performance des 4 cartouches SPE ont été choisies pour cette
méme raison.

De plus, la semi-quantification ne serait pas possible en
présence de ces phénomenes de co-élution. Pour certaines
molécules (alprazolam, carbamazépine, furosémide, paroxé-
tine, tétrazépam), la LOD et la LOQ obtenues étaient
supérieures aux concentrations thérapeutiques ou aux concen-
trations toxiques [23,24]. Des méthodes plus sensibles utilisant
la spectrométrie de masse pourraient remédier a ces pro-
blemes et permettraient notamment 1’identification des molé-
cules co-éluées, leur quantification et la diminution des LOD
et LOQ [25-28].

Dans la littérature, plusieurs procédures analytiques utili-
sant la SPE ont porté leur choix sur la cartouche Strata®-X
du fait des meilleurs résultats obtenus par rapport aux autres
cartouches SPE. Cependant, il est difficile de comparer ces ré-
sultats obtenus avec ceux obtenus dans la présente étude du
fait de la différence de matrice [29, 30].

5 Conclusion

Ce travail a permis de mettre au point une méthode d’ana-
lyse semi-quantitative simple et rapide a mettre en ceuvre. Les
solvants utilisés pour la préparation des échantillons avant ana-
lyse par UHPLC-PDA sont I’eau et le méthanol. A 1’exception
de trois composés (méprobamate, valproate et nicotine) qui ne
sont pas détectés a I’'UHPLC-PDA, toutes les molécules tes-
tées ont été extraites avec des rendements d’extraction satis-
faisants et ce, avec un protocole unique.

La méthode décrite a montré une reproductibilité intra-
essai et inter-essais satisfaisante apreés normalisation par les
deux étalons internes. La semi-quantification se fait avec deux
facteurs de réponses calculés pour chaque molécule et com-
parés aux valeurs thérapeutiques ou toxiques. Les niveaux de
concentrations données aux cliniciens se feront avec un sys-
teme de « + ». L’étude des molécules a montré la capacité
de la cartouche Strata®-X 2 extraire un large éventail de mo-
1écules (stupéfiants, benzodiazépines, antidépresseurs, neuro-
leptiques, antiarythmiques, antalgiques, antidiabétiques, diu-
rétiques) aux propriétés physicochimiques différentes. Ceci
constitue un des points essentiels dans le screening toxicolo-
gique. Afin de valider cliniquement la méthode, il faudrait ef-
fectuer des tests avec des sérums contrdles qualité titrés et avec
des échantillons plasmatiques de patients en pratique réelle.
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