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RESUME

Du fait du nombre croissant d’intoxications par les pesti-
cides, il est important de développer des méthodes perfor-
mantes permettant l’identification et le dosage des molécules
appartenant a ’ensemble des classes de pesticides. Dans ce
but, nous avons développé une méthode de dosage originale
et sensible de 61 pesticides dans les matrices biologiques.
Cette méthode utilise une procédure d’extraction
solide/liquide sur support polymérique (HLB and MCX)
OASIS®. Le couplage chromatographie en phase
gazeuse/spectrométrie de masse (GC/MS) est utilisé pour les
pesticides volatils (organophosphorés, organochlorés, phta-
limides, uraciles) et un couplage chromatographie en phase
liquide/spectrométrie de masse (LC/MS) pour les pesticides
polaires et thermolabiles (carbamates, benzimidazoles).
L’acquisition est réalisée en mode fragmentométrique (SIM).
Les rendements d’extraction varient selon la nature des pes-
ticides dosés, mais restent satisfaisants pour ’ensemble des
pesticides. Les limites de détection (LOD) et les limites de
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SUMMARY

Considering the huge use of pesticides on a worldwide basis,
pesticides account for a small but increasing number of
human acute and severe intoxication. However, intoxication
cases attributed to pesticides are not always well diagnosed
nor documented. In clinical and forensic toxicology, identifi-
cation and quantification of the toxicants involved are essen-
tial for a good diagnosis. Hence, we developed an original
and sensitive multiresidue methods for the detection and
quantitation, in human biological matrices, of sixty one pes-
ticides of toxicological significance in human. These
methods involved rapid solid-phase extraction using new
polymeric support (HLB and MCX) OASIS® cartridges. Gas
chromatography-mass spectrometry (GC/MS) was used for
volatile (organophosphate, organochlorine, phtalimide, ura-
cil) pesticides and liquid chromatography-ionspray®-mass
spectrometry (LC/MS) for thermolabile and polar pesticides
(carbamates, benzimidazoles). Acquisition was performed in
the selected ion monitoring (SIM) mode. Extraction recove-
ry varied owing to the nature of pesticides but was satisfac-
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quantification (LOQ) sont réparties entre 2,5 et 20 ng/ml et
de 5 a 50 ng/ml. La linéarité a été étudiée entre les diffé-
rentes LOQ et 1000 ng/ml pour tous les pesticides étudiés.
Les résultats sont reproductibles et répétables, avec une
bonne précision et une bonne justesse. Des exemples d’in-
toxication permettent de montrer l’intérét diagnostique de
ces méthodes : deux cas d’intoxication mortelle a I’endosul-
fan et au carbofuran; trois autres d’intoxication aigué au
parathion-éthyle, a la bifenthrine et a l’aldicarbe.

MOTS-CLES
Pesticides, GC/MS, LC/MS, SPE, sérum, toxicologie clinique
et médico-légale.

Introduction

Les pesticides sont largement utilisés de par le monde
en agriculture, pour la protection des cultures, mais
aussi chez les particuliers. La plupart des intoxications
aigués sont soit le résultat d’'une mauvaise utilisation,
soit celui d’une intoxication volontaire. En milieu rural
en particulier, les intoxications suicidaires ne sont plus
exceptionnelles et leur nombre est souvent sous-estimé.
En effet, faute de moyens, les intoxications aigués par
les pesticides ne sont pas toujours bien diagnostiquées
ni bien documentées (1-3). De plus, les doses létales ne
sont pas connues pour la plupart des pesticides. Dans la
plupart des cas d’intoxication volontaire, 1’ingestion de
plusieurs pesticides ou xénobiotiques associés com-
plique le diagnostic. Si les organophosphorés, les orga-
nochlorés et les ammoniums quaternaires sont a 1’ori-
gine d’une majorité des intoxications, du fait de leur
utilisation croissante les autres classes de pesticides
(pyrethrinoides, carbamates) semblent de plus en plus
impliquées dans les intoxications humaines.
Paradoxalement, parmi les cas d’intoxication publiés,
peu de données quantifiées et de données humaines
sont disponibles dans la littérature (1, 4, 5). Il semble
donc nécessaire que le diagnostic d’intoxication aigué
soit complété par des méthodes analytiques quantita-
tives, spécifiques et sélectives (6, 7).

La plupart des méthodes de dosage chromatogra-
phiques de pesticides dans les matrices biologiques
publiées ne permettent de doser qu’un faible nombre de
pesticides. Parmi ces méthodes chromatographiques,
la chromatographie en phase gazeuse (CPG) reste la
plus utilisée pour les pesticides volatils et non thermo-
sensibles (8-10). Ainsi, couplée avec des méthodes de
détection classiques comme la détection par ionisation
de flamme (FID) ou sélectives comme la détection
azote-phosphore (NPD) ou la détection par capture
d’électrons, la CPG permet de doser les organophos-
phorés, les organochlorés, les amides, les carbamates
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tory for all. Limits of detection (LODs) and limits of quanti-
tation (LOQs) ranged respectively from 2.5 to 20 ng/ml and
from 5 to 50 ng/ml. An excellent linearity was observed from
LOQs up to 1000 ng/ml for all the pesticides studied. The
proposed procedures yielded reproducible results with good
inter-assay accuracy and precision. A few cases of intoxica-
tion are presented to demonstrate the diagnostic interest of
these methods: in two cases were determined lethal concen-
trations of endosulfan and carbofuran; in three other cases,
the procedures helped diagnose intoxication with respective-
ly parathion-ethyl, bifenthrin and aldicarb.

KEY-WORDS
Pesticides, GC/MS, LC/MS, SPE, serum, clinical toxicology;
forensic toxicology.

ainsi que les pyréthrinoides. La chromatographie liqui-
de (CLHP) est la méthode adaptée pour les molécules
polaires ou thermosensibles (11-13), telles que les car-
bamates, les pyréthrinoides ou les triazines. Les
méthodes de détection spectrométriques a barrette de
diodes (UV-BD) ou fluorimétrique (FL) sont utilisées
quotidiennement, mais ne sont pas suffisamment spéci-
fiques ou universelles (14). La détection par spectro-
métrie de masse reste actuellement le seul mode de
détection vraiment spécifique, et quasiment universel.
Ainsi, des méthodes utilisant la spectrométrie de masse
en tandem (GC-MS-MS, LC-MS-MS) s’averent per-
formantes pour doser les pesticides et leurs métabolites
dans I’urine ou le sang avec des sensibilités élevées, en
éliminant les nombreuses interférences coextraites (14,
15). En particulier, les couplages LC-MS et LC-MS-
MS utilisant soit I’1onisation a pression atmosphérique
par thermospray (TS), électrospray (ES) ou I’ionisation
chimique a pression atmosphérique (APCI) prennent
une part croissante dans les méthodes publiées, du fait
de leur sensibilité et de leur facilité d’utilisation (16,
17). La présence, dans les pesticides, de métaux
comme le fer, le manganese et le zinc peut étre détec-
tée par spectrométrie d’absorption atomique (AAS) ou
par ionisation par plasma induit-spectrométrie de
masse (ICP-MS) (18).

L’extraction liquide/liquide (LLE) est encore largement
utilisée dans les méthodes de screening de pesticides
dans les matrices biologiques. Toutefois, 1’extraction
sur support solide (SPE) et la micro-extraction sur sup-
port solide (SPME) permettent d’éviter notamment la
formation d’émulsions souvent observées en LLE. Par
ailleurs, les propriétés physico-chimiques des supports
polymériques ont largement contribué a leur essor, en
améliorant la rétention et la purification des analytes,
mais aussi en simplifiant les procédures d’extraction.
Ainsi, la SPME développée par Pawliszyn (19, 20) per-
met de réaliser 1’extraction dans les matrices biolo-
giques, la concentration et I’injection en une seule
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€tape. En toxicologie d’urgence, la SPME présente
I’avantage d’étre rapide, mais elle est peu sensible ; la
LLE est peu onéreuse, cependant elle demande plus de
temps de manipulation ; enfin la SPE a I’avantage
d’étre sensible et automatisable, mais elle est d’un cofit
plus élevé. Les méthodes publiées sont en général com-
plexes (21, 22) : les méthodes d’extraction sont longues
et une étape de dérivation est souvent nécessaire. Elles
ne sont donc pas applicables dans des cas d’intoxica-
tions en urgence. Ainsi, il nous a semblé important de
développer des méthodes simples, rapides et spéci-
fiques, permettant I’ identification et la quantification de
nombreux pesticides dans les matrices biologiques par
spectrométrie de masse. Des exemples de cas d’intoxi-
cation pour lesquels ces méthodes ont été utilisées sont
décrits, afin de démontrer leur intérét dans le diagnos-
tic toxicologique.

Matériel et méthode
Matériel

Tous les solvants et réactifs proviennent de chez
Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France). L’ensemble des
61 pesticides ont été fournis par Cluzeau Info Labo
(Sainte-Foy-La-Grande, France). Le tampon phosphate
(0,1 M) est préparé apres dissolution de 6,81 g de phos-
phate de potassium monosodique dans 450 ml d’eau
désionisée, ajusté a pH 7,0 avec de I’hydroxyde de
potassium (1,0 M), jusqu’a un volume total de 500 ml.
Une solution de méthanol alcalin est préparée en ajou-
tant 2,5 ml d’ammoniaque (3 N) dans 47,5 ml de
méthanol.

Couplage chromatographie en phase
gazeuse/spectrométrie de masse (GC/MS)

Le couplage GC/MS utilisé est un spectrométre de
masse Shimadzu QP 5000 couplé a un chromatographe
en phase gazeuse Shimadzu GC 17A, équipé d’un
injecteur automatique AOC 14000 et du logiciel Class
5000 version 2.2 (Shimadzu, Courtaboeuf, France).
La colonne capillaire est une Supelco PTES 5 % phe-
nyl-95 % méthyl siloxane (30 m x 0,25 mm d. i., 0,25
um d’épaisseur de film). L’injecteur est utilisé dans le
mode splitless et sa température est fixée a 250° C. Le
gaz vecteur est de I’hélium N 535 et son débit est fixé a
2,1 ml/min. Le méme gradient de température est utili-
sé pour les 29 pesticides organophosphorés et les 18
pesticides organochlorés. La température du four passe
de 60° C (pendant 2 min) a 280° C (pendant 5 min) en
10° C/min. L’ionisation est réalisée par impact électro-
nique (70 eV).

La quantification est réalis€e en mode fragmentomé-
trique ou SIM (single ion monitoring) en suivant I’ion
le plus intense pour la quantification, et quand cela est
possible, deux ions pour la confirmation.
L’identification des produits est réalisée en déterminant
le temps de rétention relatif (RRT) du pic chromatogra-
phique et I’abondance relative des ions de confirmation
par rapport a I'ion de quantification (Tableaux 1 et 2).

Couplage chromatographie en phase
liquide/spectrométrie de masse (LC/MS)

Le couplage LC/MS est composé de pompes Shimadzu
LC 10AD, d’un injecteur automatique series 200
Perkin-Elmer (Courtaboeuf, France) et d’un spectro-
metre de masse PE-Biosystems API 100 piloté par un
logiciel Masschrom (PE Biosystems, Courtaboeuf,
France). La colonne chromatographique est une
Nucléosil C18, 5 ym (150 x | mm d.i.) de Polymer
Laboratories (Marseille, France). L’élution est réalisée
a un débit de 50 pl/min en utilisant un gradient de 30 %
a 80 % d’acétonitrile (ACN) dans un tampon de for-
miate d’ammonium (2 mM, pH 3). L’ionisation est
assurée par une source lonspray®.

La quantification est réalisée par fragmentométrie en
mode SIM en suivant I’ion pseudomoléculaire (le plus
abondant) pour la quantification, et quand cela est pos-
sible, deux 1ons pour la confirmation. L’identification
des produits est réalisé en déterminant le temps de
rétention relatif (RRT) du pic chromatographique et
I’abondance relative des ions de confirmation par rap-
port a I’ion de quantification (Tableau 3).

Méthodes d’extraction
Avant la GC/MS

Les 47 pesticides volatiles (organophosphorés, organo-
chlorés, phtalimides, pyréthrinoides et uraciles) dosés
par GC/MS sont extraits sur cartouche Oasis®
Hydrophily and Lypophily Balanced Matrix (HLB)
(Waters, Guyancourt, France). Les cartouches sont
conditionnées avec 1 ml de méthanol et 1 ml d’eau
désionisée, puis est déposé 1 ml de sérum surchargé
avec 2 pug de cyproheptadine comme étalon interne
(EI). La colonne est ensuite lavée avec 2 ml d’eau
désionisée et séchée sous vide. L’élution des analytes
est réalis€e avec 3 ml d’acétate d’éthyle, puis 1’€luat est
évaporé a sec. L’extrait sec est dissout dans 100 pl
d’acétate d’éthyle et 2 ul sont injectés dans le couplage
GC/MS.
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Tableau I : Ions sélectionnés, limites de détection (LDD) et de quantification (LDQ) et gamme de linéarité de la méthode

GC/MS pour le dosage de 29 pesticides organophosphorés dans le sérum.

PESTICIDES _ Ions sélectionnés Limites Linéarité
(m/z) - (ugh) (ngh)

. Quant.® |  Conf® LDD ' ~LDQ et
Azinphos-€éthyle 132 160 5 10 10-1000
Azinphos-méthyle 104 132 5 10 10-1000
Bromophos-méthyle 331 329 5 10 10-1000
Cadusaphos 159 158 5 10 10-1000
Chlorpyriphos-éthyle 197 314 5 10 10-1000
Chlorpyriphos-méthyle 288 125 5 10 10-1000
Coumaphos 362 226,210 5 10 10-1000
Dimethoate 125 172,229 5 10 10-1000
Ethion 231 384,153 5 10 10-1000
Ethoprophos 158 242,200 5 10 10-1000
Fénitrothion 277 260,125 5 10 10-1000
Fenthion 278 169,153 5 10 10-1000
Fonophos 246 137,109 5 10 10-1000
Isophenfos 213 255,185 5 10 10-1000
Malathion 125 173,158 5 10 10-1000
Métidathion 145 125,85 5 10 10-1000
Mévinphos 127 164,192 5 10 10-1000
Parathion-éthyle 291 97,109 5 10 10-1000
Parathion-méthyle 263 125,109 5 10 10-1000
Phénamiphos 303 288,217 5 10 10-1000
Phorate 260 231,121 5 10 10-1000
Phosalone 182 367,184 5 10 10-1000
Phosmet 160 161,317 5 10 10-1000
Pirimiphos-éthyle 318 333,109 5 10 10-1000
Pirimiphos-méthyle 290 305,125 5 10 10-1000
Pyraphos 221 232,373 5 10 10-1000
Quinalphos 146 298,157 5 10 10-1000
Terbuphos 231 186,153 5 10 10-1000
Vamidothion 87 215,229 5 10 10-1000

(a) Quant. : ion de quantification

(b) Conf. : ion de confirmation

Avant la LC/MS

Les 14 molécules polaires (carbamates, benzimida-
zoles) analysées par LC/MS sont extraites en utilisant
des colonnes Oasis® Matrix Cation Exchange (MCX)
(Waters, Guyancourt, France). Les cartouches sont
conditionnées successivement avec 1 ml de méthanol et
1 ml de tampon phosphate 0,1 M (a pH 7), puis est
déposé 1 ml de-sérum surchargé avec 1 pg de parben-
dazole utilisé comme étalon interne (EI). La colonne
est lavée avec 1 ml d’eau désionisée. Une premiere élu-
tion est réalisée avec 1 ml de méthanol. Apres un
second lavage a avec 1 ml d’une solution d’HCI 0,1 N,
une deuxieme élution est réalisée avec 1 ml de métha-
nol et 1 ml de méthanol ammoniaqué (5 %). Lés phases
organiques sont assemblées et évaporées a sec.
L’extrait sec est dissout dans 100 ul de phase mobile et
2 pl sont injectés dans le systeme LC/MS.
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Résultats et discussions

Performance des méthodes

Pour les deux méthodes, utilisant la GC/MS et la
LC/MS les rendements d’extraction obtenus a une
concentration et a forte concentration varient selon les
pesticides et sont satisfaisants (de 70 a 99 %). Les
limites de détection (LOD) et les limites de quantifica-
tion (LOQ) sont comprises entre 2,5 et 50 ng/ml et
entre 5 et 100 ng/ml, respectivement (Tableaux 1-3).

Les deux méthodes sont répétables avec une bonne pré-
cision (coefficient de variation, CV < 19 %). La linéari-
t6 a été vérifiée des LDQ respectives jusqu’a 1000
ng/ml pour tous les pesticides, avec des coefficients de
corrélation (r) entre 0,997 et 0,999. Par ailleurs, ces
méthodes ont été testées sur des échantillons réels dans
des cas d’intoxication.
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Tableau II : Ions sélectionnés, limites de détection (LDD) et de quantification (LDQ) et gamme de linéarité de la méthode
GC/MS pour le dosage de 12 organochlorés, d’un phtalimide, d’un uracile, de deux triazines et d’'un pyréthrinoide dans le

sérum.
PESTICIDES Ions sélectionnés Limites Linéarité
(m/z) ) )
Quant.® ~ Conf.® LDD ’ LDQ
ORGANOCHLORES
Alachlore 159 188,237 5 10 10-1000
Aldrine 263 293,265 5 10 10-1000
DDE 318 246,248 5 10 10-1000
DDT 235 237,165 5 10 10-1000
Dieldrine 277 263,279 5 10 10-1000
Endosulfan o 195 237,339 5 10 10-1000
Endosulfan f 195 229,341 5 10 10-1000
Endosulfan sulfate 229 272,385 5 10 10-1000
Heptachlore 272 237,337 5 10 10-1000
Hexachlorobenzéne 284 286,249 5 10 10-1000
Lindane 181 219,183 5 10 10-1000
Métolachlore 162 238,240 5 10 10-1000
PHTALIMIDE
Captane 151 79,80 5 10 10-1000
URACILE
Bromacile 207 205,231 5 10 10-1000
TRIAZINE
Atrazine 200 215,173 5 10 10-1000
Simazine 202 186,173 5 10 10-1000
PYRETHRINOIDES

Bifenthrine 181 165,166 5 10 10-1000
(a) Quant. : ion de quantification
(b) Conf. : ion de confirmation

Cas cliniques

Cas 1 : intoxication par le ’endosulfan

Un homme de 39 ans, ayant connu des épisodes dépres- 100

sifs, a ingéré volontairement une quantité inconnue de

pesticides. L’examen clinique a montré un syndrome « endodulfan

cholinergique, avec transpiration et myosis. Peu apres /

son admission, le patient a présenté des crises convul- 50

sives tonico-cloniques et a regu du diazépam et du phé- EI

. A . . . . B endodulfan

nobarbital. Les symptdmes cholinergiques et les crises

convulsives ont persisté. Une tachycardie et une fibril- LA.J\

lation ventriculaire ont ét€ observées. Une désaturation 0 !' Temps (min)

2 4 6 8 10 12 14

en oxygene durant les crises a nécessité une oxygéno-
thérapie. En dépit de tentatives de réanimation, le
patient est décédé quelques heures plus tard.

Dans ce cas, les résultats de I’analyse ont permis de
détecter et de doser des concentrations d’a- et de [3-
endosulfan de 6,5 et 1,3 mg/l, respectivement (Fig. 1).

Figure 1 : Chromatogramme reconstitué de GC/MS d’un
échantillon sérique de patient intoxiqué par l’endosulfan
(o-endosulfan 6,5 mg/l ; B-endosulfan 1,3 mg/l). L’étalon
interne utilisé était I’heptachlore au lieu de la cyprohepta-
-dine dans une premiére version de la méthode.
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Tableau III : Ions sélectionnés, limites de détection (LDD) et de quannﬁcatton (LDQ) et gamme de linéarité de la méthode

LC/MS pour le dosage de 11 carbamates et de 3 benzimidazoles dans le sérum.

PESTICIDES Tons séléctionnés " Limites - Linéarité
- | (w2 g (ng/

Q'"mt @ | Conf® | LDD Q.

CARBAMATE
Aldicarbe 89 116 10 20 20-1000
Carbaryl 145 155 20 50 50-1000
Carbofuran 123 165 2,5 5 5-1000
Chlorprophame 172 126 50 100 100-1000
Ethiofencarb 107 - 20 50 50-1000
Fenoxycarb 302 88 10 20 20-1000
Formétanate 110 93 20 50 50-1000
Méthiocarbe 121 169 50 100 100-1000
Méthomyl 88 106 20 50 50-1000
Pirimicarbe 239 182 2,5 5 5-1000
Prophame 138 120 50 100 100-1000

BENZIMIDAZOLE

Carbendazime 160 192 2,5 5 5-1000
Thiabendazole 202 175 2,5 5 5-1000
Thiophanate-méthyle 151 343 50 100 100-1000

(a) Quant. : ion de quantification
(b) Conf. : ion de confirmation

Ces valeurs correspondent aux concentrations san-
guines (23-25) de 4 et 30 mg/l rapportées par
Coutselinis et al. (26) et Bernardelli et al. (23) dans des
cas d’intoxication mortelle. Les symptomes d’empoi-
sonnement aux organochlorés sont liés a la stimulation
du systeéme nerveux central avec hyperexcitabilité neu-
ronale. Les principaux signes cliniques sont les convul-
sions, le coma, la dépression respiratoire pouvant
conduire au déces (27-30). Le tableau s’accompagne
d’une acidose métabolique, et peut se compliquer
d’une rhabdomyolyse. Le diagnostic peut étre confirmé
et complété par un dosage sanguin du pesticide orga-
nochloré. 11 existe en effet une assez bonne corrélation
entre les effets cliniques et les concentrations (dans le
cas du lindane par exemple).

Cas 2 : intoxication par le carbofuran

Un homme de 72 ans a été€ trouvé dans le coma avec un
sachet de carbofuran & proximité. Un premier arrét car-
diaque a nécessité un massage, puis 1’administration
d’adrénaline. Le patient a ét€ immédiatement intubé et
ventilé mécaniquement. L’activité cardiaque s’est amé-
liorée (pulsations 100/min, pression sanguine 75 mm
Hg). Il a été admis a 1’hopital dans le coma (Glasgow
3). Son examen a montré une hypotension et des sécré-
tions bronchiques. Le tableau clinique s’est accompa-
gné d’un myosis et d’une hypothermie (31,2° C). Il a
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alors recu de 1’atropine. Une chute de I’activité choli-
nestérasique a été observée : activité de la cholinestéra-
se globulaire de 0,42 U/ml et de la cholinestérase
sérique de 1720 U/l. Un traitement au pralidoxime a
tout d’abord été administré, puis stoppé dés que I’in-
toxication aux carbamates a été¢ diagnostiquée. Les
autres anomalies biologiques étaient : une hyperkalié-
mie (6,1 mmol/l), une insuffisance rénale (créatininémie
: 410,73 mmol/l) et une cytolyse hépatique (SGPT :
1588 mU/ml, SGOT : 1624 mU/ml). Apres une forte
altération des fonctions respiratoires et cardiovascu-
laires, le patient est décédé 15 H aprés son admission.

Les concentrations de carbofuran mesurées ont ét€ de
1,5 mg/l a J1 (Fig. 2) et de 1,3 mg/l a J2. La seule
concentration sanguine létale publiée était de 9,7 mg/l
(31). Les symptomes cliniques d’une intoxication aux
carbamates sont comparables a ceux des organophos-
phorés (3, 30, 32). En effet, ils provoquent une diminu-
tion de I’activité cholinestérasique, mais contrairement
aux organophosphorés leur liaison avec les cholinesté-
rases est réversible. Dans ce cas, le résultat de 1’analy-
se toxicologique a permis d’arréter le traitement par les
oximes (en 1’occurrence le pralidoxime), car il n’est

pas recommandé comme antidote dans les cas d’intoxi-

cation aux carbamates. Il peut en effet aggraver la
symptomatologie des intoxications au -carbaryl, par
exemple (95).
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Figure 2 : Chromatogramme reconstitué de LC/MS d’un

échantillon sérique de pateint intoxiqué par le carbofuran
(1,5 mg/l).

Cas 3 : intoxication par la bifenthrine

Un homme de 80 ans a ingéré une solution insecticide
contenant de la bifenthrine. Il a été admis en urgence a
I’hdpital conscient, et les tests biologiques réalisés ont
montré une hypoalbuminémie avec un taux de pro-
thrombine 34 62 % et une faible hypoxémie.
L’électrocardiogramme et les examens cardiaques et
pulmonaires étaient normaux. La tomographie cérébra-
le s’est révélée normale elle aussi, exception faite de
quelques calcifications bilatérales. L’évolution clinique
a été favorable et le patient a pu quitter 1’hdpital apres
quelques jours.

Les cas d’intoxication aigu€s aux pyréthrinoides sont
rares (1, 7). Les ingestions suicidaires se manifestent
essentiellement par la stimulation du SNC et par des
troubles musculaires (tremblements, myoclonies,
convulsions) pouvant aboutir a la catatonie. Des mani-
festations ORL et respiratoires (toux, bronchospasme)
peuvent €tre observées chez les sujets sensibles.
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Figure 3 : Chromatogramme reconstitué de GC/MS d’un
échantillon sérique de patient intoxiqué par la bifenthrine
(20 ug/l). L’étalon interne utilisé était I’heptachlore au lieu
de la cyproheptadine dans une premiére version de la
méthode.

Généralement, le traitement est symptomatique.
L’adrénaline est requise contre les réactions d’hyper-
sensibilité aux pyréthrinoides. Il n’existe aucun antido-
te contre l’intoxication aux pyréthrinoides. Une
concentration fatale & 710 mg/l a été rapportée suite a
un contact sur la peau, en milieu professionnel (7).
Notre méthode a permis de déterminer une concentra-
tion de 20 pg/l dans le sérum (Fig. 3), en accord avec la
symptomatologie et I’évolution clinique du patient.

Cas 4 : intoxication par le parathion-
éthyle

Un homme de 59 ans ayant connu plusieurs épisodes
dépressifs, a ingéré volontairement une solution de
Rhodiatox® contenant 10 % de parathion—éthyle. Des
I’admission aux urgences, une dépression respiratoire
accompagnée d’une mydriase, d’un strabisme et d’une
vision trouble ont été observés. La mesure de I’activité
cholinestérasique a montré une chute de 1’activité glo-
bulaire (0,8 Ul/ml, normale : 2,3-4,7 ; sérique (1553
UM altl, 776 UM aJ3, 810 U/l a J4 ; normale : 7000-
19000 U/). Du pralidoxime (200 mg/24 h) a ensuite été
administré au patient. L’examen clinique a montré des
fasciculations musculaires. Aprés un arrét cardiaque,
un massage a été réalisé et de I’adrénaline administrée
au patient, qui a été€ ensuite intubé et ventilé. Le tableau
s’est accompagné d’une tachycardie ventriculaire,
d’une hypertension et d’un myosis. L’état général s’est
peu a peu amélioré, et le patient a quitté I’hopital 3
jours apreés son admission.

Les signes comme les troubles digestifs (nausées, dou-
leurs abdominales), les hypersécrétions muqueuses, les
signes neuromusculaires, 1’altération de la vision, les
fasciculations musculaires sont caractéristiques d’une
intoxication par les organophosphorés. Les troubles
métaboliques et cardiovasculaires représentent des
complications classiques. Le traitement comprend des
mesures de réanimation symptomatiques (intubation et
ventilation assistée, ...). Le traitement spécifique fait
appel a I'atropine qui est donnée pour préserver les
fonctions vitales dans des cas d’intoxication sévere et a
un antidote comme le pralidoxime qui doit étre admi-
nistré dés que possible (7).

Le parathion-éthyl est considéré comme tres toxique
parmi les organophosphorés [1, 13, 30, 33-34]. II est
fréquemment utilisé dans les suicides (7, 35). Ainsi, un
cas d’intoxication mortel a été publié avec une concen-
tration sérique de 70 ug/l (36). Dans le cas présent,
notre méthode a permis de déterminer une concentra-
tion non létale de 213 pg/l (Fig. 4).
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Figure 4 : Chromatogramme reconstitué de GC/MS d’un

échantillon sérique de patient intoxiqué par le parathion-
éthyle (213 ug/l).

Cas 5 : intoxication par I’aldicarbe

Un homme de 57 ans, hypertendu, est transporté aux
urgences dans le coma. Il présente des signes choliner-
giques, avec un myosis mais aussi une hypersécrétion
bronchique avec -dyspnée et une hyperthermie
(33,2° C). Le patient est immédiatement intubé et ven-
tilé. Devant ces symptémes muscariniques, une intoxi-
.cation par les organophosphorés a ét€ suspectée, puis
confirmée dans un premier temps par une diminution
de l’activité cholinestérasique. Du pralidoxime et de
I’atropine ont donc été administrés comme antago-
nistes. Apres extubation (a J3), I’évolution a été favo-
rable.

La méthode analytique développée nous a permis
d’identifier I’aldicarbe comme responsable de I’intoxi-
cation (Fig. 5), mais non de le quantifier car la matrice
étudiée était du liquide gastrique en trés faible quanti-
té. L’aldicarbe est considéré comme fortement toxique
comparé aux autres carbamates ; la concentration san-
guine non fatale la plus élevée publiée est de 3 mg/l
(37-39).

7.106

6.10¢ Aldicarbe

5.10¢

4106

3.10 ¢

2.10¢
I

1.10¢

5.10 5 UAKJ L/\__L_—_—a———"

0 5 10 15 20 25

Temps (min)

Figure 5 : Chromatogramme reconstitué de LC/MS d’un
échantillon sérique de patient intoxiqué par ’aldicarbe.
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Discussions

Les méthodes analytiques présentées ici utilisent I’ex-
traction sur phase solide (SPE) et les couplages GC/MS
et LC/MS, permettant I’identification et le dosage de 61
pesticides (organophosphorés, organochlorés, phtali-
mides, uraciles, pyréthrinoides, carbamates et benzimi-
dazoles), de volatilité, de polarité et de stabilité ther-
miques variables, et souvent impliqués dans des intoxi-
cations aigués (Tableaux 1-3). Les cartouches d’extrac-
tion SPE munies de supports polymériques tels que
OASIS®HLB et MCX (40, 41), favorisent la rétention
de molécules aussi bien polaires qu’apolaires et dimi-
nuent I’influence du pH sur la rétention. Par ailleurs,
'utilisation de couplages LC/MS et GC/MS confére a
cette méthode une haute spécificité et I’acquisition en
mode fragmentométrique une sensibilité élevée (42).
Les carbamates (aldicarbe et carbofuran) sont dosés par
LC/MS, alors que les organophosphorés (parathion-
éthyl), les organochlorés (endosulfan), les uraciles
(bromacile) et les pyréthrinoides (bifenthrine) sont
dosés avec une plus grande sensibilité a 1’aide d’un
couplage GC/MS. Pour des questions de résolution
chromatographique, il a été nécessaire de créer deux
méthodes GC/MS différentes (bien qu’elles partagent
les mé€mes conditions chromatographiques), I’une pour
29 organophosphorés (tableau 1) et 1’autres pour 18
pesticides (tableau 2). Les limites de quantification
obtenues sont parmi les plus faibles publiées a ce jour
9, 16, 17, 24, 43). De plus, les méthodes utilisées sont
simples, sans étapes de lavage supplémentaire ni déri-
vation. Dans les cing cas cliniques étudiés, 1’1dentifica-
tion et la quantification du pesticide en cause ont aidé
au diagnostic final. En effet, la certitude diagnostique
est parfois limitée par la nature ou la quantité de
matrices biologiques disponibles ou par la performan-
ce de la méthode analytique utilisée (44).

Généralement, le traitement des intoxications par les
pesticides est symptomatique, exception faite des orga-
nophosphorés pour lesquels les oximes sont des anti-
dotes spécifiques. Au contraire, aprés une intoxication
par les carbamates !’administration de pralidoxime
(Contrathion®) comme antidote, est considérée comme
inutile et peut méme aggraver la symptomatologie. En
effet, les oximes modifient les structures des cholines-
térases, alors que la liaison carbamate/enzyme n’est pas
covalente, contrairement a celles des organophosphorés
(1, 38). Ainsi, le traitement par les oximes a été arrété
dans deux des cas cliniques rapportés, des que I’ intoxi-
cation par les carbamates a été connue. Devant |’ obser-
vation de symptdémes muscariniques et d’une diminu-
tion de I’activité cholinestérasique, il est donc intéres-
sant de pouvoir différencier une intoxication par les
organophosphorés d’une intoxication par les carba-
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mates. Toutefois, les poly-intoxications peuvent provo-
quer de nombreux symptomes cliniques qui ne sont pas
toujours caractéristiques. L’analyse toxicologique peut
ainsi étre déterminante pour le traitement des intoxica-
tions aigués, aussi bien que pour I’investigation des cas
médico-légaux.

10.

11.

12.

Conclusion

Nous avons développé des méthodes sensibles, spéci-
fiques et complémentaires pour 1’identification et le
dosage de pesticides appartenant a différentes classes.
Elles sont simples et adaptées au diagnostic rapide
d’intoxication aigué, et peuvent aussi bien étre utilisées
pour documenter des cas médico-1égaux.
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