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Résumé

L'objectif de I'étude a été de déterminer la platme la méthode screening par chromatographie
liquide a haute performance couplée a barrette idded par rapport aux autres méthodes
traditionnelles colorimétriques et immunologiqueulp le diagnostic des intoxications
médicamenteuses volontaires ou non.

La Toxicologie d'urgence associe la notion d'exgilon d'un trés vaste domaine de substances
chimiques a la notion d'efficacité de prise en ghathérapeutique du sujet intoxiqué par
médicament ou substance illicite en réanimationmm8i le bilan biologique prime sur I'analyse
toxicologique, il est apparu important de défimirplace de celle-ci. Seule une collaboration étroit
et continue entre clinicien et analyste permetgaadordonner les attentes de I'équipe médicale et
les solutions apportées par le biologiste, danbnide de ses capacités matérielles, humaines,
techniques et économiques.

Les méthodes spectrophotométriques et immunologigaet des méthodes de dépistage au champ
d'application limité et dont l'intérét est d'apgorrapidement une orientation sur l'origine de
l'intoxication. Les méthodes séparatives assoc#&@®s outils de détection (UV, SM) sont le
complément indispensable a lidentification des éuolles responsables de l'intoxication. En
derniére étape, l'analyse quantitative du produitque identifié peut faire appel a une méthode
immunologique ou chromatographique.

L'utilisation du systéme HPLC-BD permet d'établir screening toxicologique correspondant a la
base de données de I'appareil. Ce constat pernwtnderendre et d’encourager le développement
de ces techniques dans le cadre de l'urgence. Het, efes méthodes essentiellement
chromatographiques sont capables de détecterdetndiier un nombre important de xénobiotiques
avec une grande sélectivité.

Mots clés:

Screening — intoxications médicamenteuses — HPLC-BB méthodes traditionnelles de
dépistage — toxicologie d’'urgence.
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HPLC/LCHP : Chromatographie Liquide & Haute Performance
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Diodes

DL : Dose Létale
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EMIT : Enzyme Multiplied Immuno assay Test

FIA : Fluorescence Immuno Assay

CCM : Chromatographie en Couche Mince

GC-MS : Chromatographie en Chouche Mince avec Spécttopidirie de
Masse

El : Etalon Interne

MF : Match Factor (Facteur de concordance)

BDz : BenzoDiazépine

AD : AntiDépresseur
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L’augmentation sans cesse évoquée du nombre dexications aigues volontaires ou

accidentelles; le plus souvent d’étiologie médicatmese, conduit les laboratoires d’analyses a la
réalisation de plus en plus fréquente, dans leglitons et sous les contraintes de l'urgence,
d’examens toxicologiques tres variés en raisonadédiversification des composés chimiques qui
peuvent les motiver.

La prise en charge d’une intoxication grave pariggdent ou par substance illicite en réanimation
nécessite une coopération étroite entre l'analgstée clinicien. En effet, le malade, son état
clinique et son évolution constituent le sujet majde préoccupation pour I'équipe clinique. A
partir de ces préoccupations, le clinicien exproles besoins aupres de son laboratoire pour une
réponse medicale adaptée a cette intoxication.

Le biologiste de son cété doit s’efforcer de réperalces demandes en fonction de ses possibilités
(équipement, personnel, budget, analyse spéciatigéare). La mise en accord de ces contraintes
est une nécessité premiere, elle doit permettriohealiser des recommandations en matiére de
bonnes pratiques et d’établir des guidelines pogariser de maniere optimale la prise en charge
médicale du malade. Le plus souvent dans lintdidcagrave par médicament ou par substance
illicite, le ou les produits consommés sont conneis,la symptomatologie clinique observée
correspond a celle qui est attendue, ce qui pedmadimiter les examens complémentaires. Mais
dans certains cas, la nature de la substanceres&gyou elle n’explique pas le tableau clinique,
'analyse toxicologique peut s’avérer extrémemeité.u

L’échange entre le clinicien et I'analyste s’impaders pour orienter les recherches. [1]

La toxicologie médicale a pour point commun ['étugtele traitement chez 'lhomme des effets
toxiques liés a la pénétration dans I'organismesdestances étrangeres (xénobiotiques). Cette
définition illustre la multiplicité et la complexéitde ses différents aspects liés a la variété des
toxiques (médicaments, produits chimiques, plantesins. . .), des voies de pénétration, des types
d’exposition (aigué ou chronique), des modalitéd’ideoxication (accidentelle ou volontaire), des
symptémes qui peuvent concerner tous les orgartestes les fonctions.

La toxicologie clinique concerne principalementilgexications, en particulier aigués, qui sont une
cause fréquente d’admission dans les services al@ntétion et d’urgences. Au cours des 20
derniéres années le « paysage toxicologique » gteftndément modifié. La nature des toxiques
incriminés a évolué en fonction de l'introduction de la disparition de substances disponibles sur

le marché mais aussi des changements dans leadegbide prescription médicamenteuse.
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Le diagnostic d’'une intoxication meédicamenteuseosepessentiellement sur 'anamnese et les

résultats de I'examen clinique, cependant I'analgsécologique garde toute sa place en cas de
méconnaissance du médicament pris et/ou la présieregmptomatologie non spécifique.

Plusieurs techniques pour la recherche et/ou dagageédicament ont été développées, notamment
les testes colorimétriques, immunoenzymatiquep@ttsoscopiques, ces examens sont limités par
leurs sensibilités et leurs spécificités.

Cette situation montre l'importance d'associer mm&hode physicochimique du type CPG ou
CLHP a I'approche immunologique classiquementséidi

La chromatographie liquide haute performance cauplé&n détecteur a barrette de diode (CLHP-
BD) est une des techniques alternatives disponibilgerses configurations analytiques permettent
de réaliser un screening par CLHP-BD.

L'intérét d'une méthode de screening toxicologigae CLHP-BD s'avere déterminant dans deux
types d'applications :

* Tout d'abord, le diagnostic des intoxicationsypadicamenteuses:

Cette technique permet en une seule analyse dfidenplusieurs composés ou molécules
appartenant a des classes chimiques et médicarsestdifférentes.

* L'identification formelle de composés non recanmpar les tests immunochimiques constitue le
deuxieme apport déterminant de la CLHP-BD.

Cette technique est applicable a l'analyse desnéttbas non biologiques (poudre, comprimés)
parfois retrouvés aupres des patients intoxiqudsmtil est utile de connaitre la composition. [3]
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PRESENTATION DU CENTRE ANTI POISON ET DE PHARMACOVI GILANCE DU
MAROC
Le centre antipoison et de pharmacovigilance duoRIdCAPM) a été crée en 1989. C'est un
service d'utilité publique sous la tutelle du migie de la santé, sa fonction principale est de :
« Délivrer l'information sur tout produit potentieffeent toxique quelque soit son origine
(médicament, plante, aliment, produit ménager, gitedndustriel...) ;
* Informer sur la conduite & tenir en cas d’intoxXimat

» Faire des analyses toxicologiques d’'urgence etk thérapeutique.

Grace a un personnel médical et scientifique gaadif a des banques de données informatisées sur
les produits toxiques, les conseils donnés parlBNT permettent :
» Dréviter 'encombrement des services des urgences ;

» Diminuer le colt et la durée d’hospitalisation &itant les manceuvres intempestives.

Ce centre comporte plusieurs départements :

I.Information toxicologique

Le centre dispose d'un service Téléphonique lancél@1 assuré par un médecin pharmaco
toxicologue et fonctionne 24 heures sur 24 et Tsjeur 7. C’est une unité médicale spécialisée qui
consiste a délivrer l'information en réponse a deenande de renseignement en toxicologie, en
pharmacologie ou a une situation d’intoxicationleEdonne des éléments de diagnostic,
d’évaluation, de prise en charge thérapeutiquesgtrdnostic (numeéro de téléphone des urgences
0537686464 ; numéro économique 0801000180).

Il.Pharmacovigilance

La pharmacovigilance est une spécialité médicabmiagour objet la détection, I'évaluation et la
prévention des effets indésirables de tout pradiiganté survenant dans une population.

Le centre national de pharmacovigilance est recema992 comme le 3% membre du centre
collaborateur de 'OMS pour la surveillance desesffindésirables des médicaments (Uppsala
Monitoring Centre : UMC).

Dans son fonctionnement quotidien, le centre ckstieer :
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- Le recueil exhaustif des déclarations d'effets siddles médicamenteux qui lui sont

communiqués par :
* Les professionnels de santé (médecins, pharmaabirsygiens, sages femmes et
infirmiers) ;
» Les centres régionaux de pharmacovigilance ;
* Le centre antipoison ;
» Les laboratoires fabriquant des produits de santé ;
* Le public.
- Lévaluation de la relation de cause a effet edé®g produits de santé et les effets
indésirables observés.
- L'organisation d'une consultation spécialisée padtablir le diagnostic clinique et
étiologique d’'un effet indésirable chez un malade.
- L'évaluation d'un systeme de gestion des donnéeslia de générer les signaux et les
alertes.
- L'analyse et I'exploitation des données statistgjaa vue d’évaluer la frequence des effets
indésirables ainsi que la morbidité gu'ils induigtse

[ll.Toxicovigilance

La toxicovigilance est une spécialité médicale gwiccupe de la détection, I'évaluation et la
prévention des risques encourus par 'hnomme suite @ontact direct ou indirect par inhalation ou
ingestion d’un agent toxique pouvant générer ueteffiisible.

Le département s’occupe de l'identification, I'éaion et de la prévention des risques de toxicité
existants dans une communauté pour les réduireesuéliminer et ceci selon l'analyse des
déclarations.

IV.Laboratoire

Le laboratoire de toxicologie et de pharmacologs fenctionnel depuis 1994. Il couvre les
examens de toxicologie médicale ainsi que les assdgs médicaments pour le suivi thérapeutique
des patients, son objectif est de :

» Confirmer, infirmer ou compléter un diagnosticndixication ;
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e Surveillance thérapeutique : dosage des médicamamis assurer un meilleur

traitement et pour I'adaptation de posologie.

Le laboratoire se compose de deux unités :

* Unité de pharmacologie : elle assure le dosagentidicaments chez les patients sous
traitement chronique dans le but de :

- Eviter les surdosages qui favorisent I'apparitioeffdts indésirables médicamenteux et les
sous dosages qui sont la cause d’échecs thérapesitiq

- Veérifier 'observance des patients au traitement.

» Unité de toxicologie : elle est spécialisée dailitification et le dosage des toxiques dans
les liquides biologiques (sang, urine, liquide a\ealge gastrique...).
Les techniques analytiques disponibles dans cerdtdice permettent de couvrir les
toxiques les plus fréquemment rencontrés au Maroc.

V.Cellule de communication et d’'information

Afin de promouvoir ses travaux scientifiques ehtaques et de favoriser leur utilisation, le CAPM
s’est doté d’'une cellule de communication informatijui est chargée de :
* Promouvoir les prestations du CAPM et de s’occugerl’organisation de colloques,
conférences, séminaires, congres...
» Contribuer & la promotion des activités du CAPMleHjere les documents et outils
d’'information du CAPM ;
» Faciliter les contacts internes et externes popetsonnel du centre.

VI.Assurance qualité

Il s’agit d’un département visant a installer uréam@rche qualité pour certifier la conformité du
CAPM a un label de qualité internationalement reconla norme 1ISO 9001 version 2000 pour les
départements médicaux et ISO 17025 pour I'accriatitalu laboratoire. Elle base son travail sur
l'installation de procédures d’analyses, de gesties ressources matérielles et humaines, de suivi
de l'application et d'évaluation des actions powramtir 'amélioration des prestations, de
rendement a colt moindre et de satisfaction datclie
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Objectif du travail

L’objectif de I'étude est de déterminer la placdalenéthode screening par
chromatographie liquide a haute performance couplggrette de diodes par rapport
aux autres meéthodes traditionnelles colorimétriggiesimunologiques pour le
diagnostic des intoxications médicamenteuses vail@s ou non.

Le travail porte sur I'analyse de 38 prélevemeatgsins et urinaires regus au
CAPM-LAB durant 4mois, dont le but était de compaectableau clinique du

malade avec le résultat obtenu par méthode sciggestinle développer la

bibliotheque spectrale du CAPM par introductiomdeveaux standards.
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PARTIE I:
TOXICOLOGIE D’URGENCE
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.  GENERALITES

1. La toxicologie :

La toxicologie est la science des poisons. Elieliétles substances exogénes (xénobiotiques)
susceptibles d’exercer des effets déelétéres suorlganismes vivants et leur environnement. Son
importance est liée au nombre sans cesse croigsaptoduits chimiques (produits industriels,
pesticides...) et de nouveaux médicaments mis smalehé. Les études de toxicité chez I'animal,
permettent d’en proposer les mesures préventivppppees (restriction d’emploi, utilisation en
circuit fermé ...).

Plusieurs aspects de la toxicologie découlent dee adéfinition toxicologie descriptive dont
I'objectif est la mise en évidence des effets ask®des xénobiotiques :

- toxicologie réglementaire visant a satisfaire axkgences actuelles de I'évaluation du risque
toxique

- toxicologie clinique et analytique cherchant &éments du diagnostic positif et de la prise en
charge des intoxications chez 'lhomme

- toxicologie explicative (« mécanistique ») dom but est de comprendre les meécanismes
responsables de ces effets adverses ou qui ensanblapparition. En fait, nos connaissances des
mécanismes sont trés souvent fragmentaires.

1.1. Classification des toxiques:

Il n’existe pas de classification universelle desiques. On peut proposer une classification basée
sur :

- leur point d'impact (hépatotoxicité, immunotoxé&igénotoxicite ...)

- leurs modalités (médicaments, toxiques professts) toxiques environnementaux ...)

- leur mécanisme biochimique (poisons méthémogisaints, agents découplant ...).

Du point de vue de la toxicologie humaine, il edéressant de distinguer les toxiques fonctionnels
des toxiques lésionnels.

Toxiques fonctionnels: ils induisent une atteinte purement suspensiumed fonction vitale
(vigilance, respiration, hémodynamique ...), liéeeairl présence a concentration suffisante au
niveau des organes-cibles. Ces perturbations sénérglement réversibles et un traitement

correctement conduit permet, s’il n’est pas trogifaune restitution adintegrum. Les progrésale |
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réanimation ont considérablement amélioré le priamde ces intoxications. C’est le cas des comas

barbituriques dont la |étalité est passée de 3D trente ans, a moins de 1% aujourd’hui.
Toxiques lésionnels ils provoquent des Iésions irréversibles a l&doh tissulaire, moléculaire ...
ils sont a I'origine d’intoxications plus séveragjués aussi bien que chroniques. Le traitement doi
étre aussi précoce et énergique que possible pounér ces lésions.

1.2.Dose-réponse :

La plupart des effets toxiques obéissent a unebeodose-réponse : plus on augmente la dose, plus
la probabilité de voir apparaitre un effet toxigeccroit.

Chaque toxique se caractérise par sa propre caloberéponse : plus la pente est forte, plus la
toxicité est élevée.

Le concept de dose-réponse est largement utiligéxécologie expérimentale ; il est, par exemple,
a la base de la notion de DL50 ou dose létale 3Dfe faut pas oublier qu’il s’agit d’une valeur
statistique obtenue dans des conditions dont leodeygtibilité n’est pas toujours irréprochable. La
comparaison de la DL50 et de la DE50 (dose effi&®é) permet d’estimer I'index thérapeutique
d’'un médicament.

Toutefois, la courbe dose-réponse pour un produihd peut étre variable, en fonction de I'organe,
de la fonction ou du paramétre étudié; elle vagalément selon lindividu, I'espece... si elle
constitue un reflet de la toxicité intrinséque dwduit en cause, elle doit donc toujours étre

modulée par I'analyse soigneuse des circonstareémubxication.[4]
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2. Conduite a tenir devant une intoxication aigué

Le médecin doit toujours tenter d’identifier le kgxe, mais il ne faut pas que cette recherche
retarde les mesures thérapeutiques vitales. En, édf plupart des poisons n’ont pas d’antidote
spécifique. Le traitement symptomatique sera doiscam ceuvre d’aprés I'état clinique du malade
et n'‘exige pas la connaissance précise de l'agedfjie en cause. Les intoxiqués sont parfois
découverts dans des circonstances dramatiques.

Si I'on a affaire a un arrét cardiaque, il faut eee simultanément un massage cardiaque par voie
externe et une assistance ventilatoire apres ititubtandis qu’on alcalinise le patient.

Devant une détresse respiratoire aigué, il faus@sda respiration apres avoir extrait les predse
dentaires : par une intubation et une ventilatiorempéchant I'obstruction d’'une sonde orale grace
a une canule de Guédel.

Devant un état de mal convulsif, la perméabilité deies respiratoires doit étre assurée a tout prix
Il faut donc intuber et ventiler au besoin sousidMalou Rivotril par voie veineuse.

Le traitement des intoxiqués exige la connaissanda fois des principes généraux de soins
intensifs et des signes propres a chaque poisoaniprend 3 stades :

La prévention de I'adsorption et I'évacuation dxitoie,

L’administration éventuelle d’antidotes,

Le traitement symptomatique.

Les stades 1 et 3 concernent tous les toxiquesatke 2 ne peut étre envisagé que si le toxique en
cause est reconnu et s’il existe un antidote spéeif Le succes dépend de la précocité de la mise
en ceuvre du traitement ; si la clinique le demaplissieurs étapes thérapeutiques seront menées de
front.[5]
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3. Stratégies analytiques en toxicologie d’'urgence :

3.1 Diagnostic clinique des intoxications
Le diagnostic d’une intoxication est un préalabkoa traitement. Il est a la fois positif, diffétieh
et étiologique, et fait appel & 'anamnése, a Irega clinique et des données para-cliniques
(biologiques le plus souvent, notamment analytiguaagerie et exploration fonctionnelle parfois,
histologie plus rarement). En pratique, cet ordoeeanent est souvent pris en défaut par le
contexte d’'urgence et d’angoisse dans lequel sumeiet les intoxications aigués.
Un certain nombre d'éléments spécifiques, nécessadt souvent suffisants, permettent une
évaluation correcte de la situation et donc ungepen charge adéquate ; ce sont :
_ La nature exacte du produit auquel a été exmopatient ;
_ Les circonstances de I'intoxication ;
_ Les caractéristiques du patient : age, poidgcadents ;
_ Les symptémes et leur délai d’apparition ;
_ La comparaison de la dose estimée a la doseaumxiq
La connaissance de ces éléments et leur confrontatia toxicité connue du ou des produits en
cause, va permettre de déduire la conduite aleemieux adaptée.

3.2.1. Nature du toxique en cause

L’interrogatoire doit étre méticuleux pour éviteg dous-estimer la gravité de I'intoxication ou a
l'inverse de pratiquer des gestes inutiles et pgaiement iatrogenes.

Lorsqu’il s'agit d’'un médicament, l'identification est relativement facile, qu'ilagisse d'une
prise volontaire ou accidentelle, mais les dodégaées sont souvent mal définies :

* En cas de tentative de suicide, on est le plusesduéduit & comptabiliser les emballages
vides trouvés aupres du patient; limpossibilitél ¢e refus de répondre, d’éventuelles
dissimulations, ne facilitent pas I'évaluation ddsses et incitent a adopter une attitude
thérapeutique maximaliste.

 En cas de prise accidentelle, notamment chez h&nilne faut pas hésiter a pousser
'entourage dans ses derniers retranchements c@eauti permettre de découvrir les comprimés

manquants sous un meuble plutét que dans I'estdméenfant....
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Lorsqu’il s’agit d’'un toxique non meédicamenteux l'identification est souvent plus difficile. La

encore, on s’attachera a déterminer le toxiqueaese; mais également a quantifier I'exposition; le
risque d’'une inhalation de vapeurs corrosives @stdment différent selon qu’il s’agisse d’'une ou
deux bouffées, respirées en travaux pratiques ideielklans un lycée, ou qu'’il s’agisse d’'un séjour
prolongé dans une atmosphere contaminée en miltkisiriel.

3.1.2. Circonstances de l'intoxication

Peu informative en matiere de tentative de suicidejescription aussi fidéle que possible des
circonstances exactes de l'intoxication est capipaur en évaluer la gravité, en particulier en cas
d’intoxication accidentelle chez I'enfant.
Un exemple illustratif est représenté par les pesigrour lave-vaisselle. Leur ingestion peut étre
grave et imposer une prise en charge précise esiesll importante ; en pratique, l'interrogatoire
minutieux de I'entourage montre, le plus souventil g’y a eu qu’un simple contact labial et /ou
lingual, sans grande conséquence.

3.1.3. Caractéristiques du patient

*L’age doit étre précisé, surtout aux deux extrémide la vie

*Le poids est un élément capital chez I'enfant ssaour autant négliger la grande différence
de corpulence entre une femme mince et un homntieopigue.

*Les antécédents peuvent représenter un facteunemyy (antécédents convulsifs et prise
de terpénes chez I'enfant, asthme et inhalatiosuthstances irritantes ...). lls doivent étre pris en
compte lors de linterprétation de certains dosaffemeur et taux sanguin de monoxyde de
carbone).

3.1.4. Délais et nature des symptébmes
L’examen clinique doit étre systématique pour aibosi possible a des regroupements
symptomatiques évocateurs (syndrome cholinergigbeio-narcotique...). La symptomatologie
doit étre interprétée avec un esprit critique cas de discordance entre la clinique, la dosewdigg
ou estimée et /ou les produits annoncés, la pidldit revenir a la clinique car la preuve formelle
de l'intoxication manque souvent (les résultats dlesages quand ils sont disponibles, sont souvent
différés). Par exemple, la présence de signesiaigoes au cours d’'une ingestion suicidaire de

benzodiazépines doit faire évoquer et rechercheris® associée d’antidépresseurs tricycliques et
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conduire a une surveillance adaptée. Les mémesrgasm S’appliguent aux examens para-

cliniques.
Le délai d’apparition des symptdomes, méme approxindoit étre précisé. Pour la plupart des
toxiques fonctionnels, les symptdmes sont maximatneela premiéere et la quatrieme heure. lls
sont habituellement retardés lorsqu’il s’agit dtorique lésionnel : cytolyse hépatique apparaissant
au-dela de la Z4®heure aprés ingestion de paracétamol.
Le délai de prise en charge est également esselitipgbrmet d’apprécier I'aspect clinique en
fonction du délai écoulé depuis I'ingestion ou iadation. Lors de I'examen initial, I'état clinique
réel du patient doit étre confronté aux symptontesndus en fonction de la dose alléguée, car les
mesures thérapeutiques sont tres différentes sekiade évolutif.

3.1.5. Dose toxique
L’'absence de définition de la dose toxique estaode difficultés. Il est habituel de comparer la
dose estimée a la dose toxique de la littératumet-@h la considérer comme la dose a partir de
laquelle le pronostic vital est en jeu ? ou cet@asant une prise en charge médicale ? ou celle au-
dela de laquelle une évacuation digestive s'imffose..
Devant I'absence de consensus général, la dosgux été définie, comme la dose a partir de
laquelle sont susceptibles d’apparaitre des sighesgjues nécessitant, en pratique, une prise en
charge médicale, sans qu’il s’agisse forcémentaieétes graves.
Dans ce contexte, la dose toxique est une valeyenme, basée sur I'expérience, et qu'il faut
savoir moduler en fonction de la susceptibilitéivialelle, I'existence d’'une pharmacodépendance
(psychotropes, opiacés...), voire d’une expositioxigioe antérieure. La dose toxique n’est donc
pas une valeur arithmétique, mais tout au plusepene chiffré orientant la prise en charge et le
pronostic.
Au total, I'abord du patient admis avec le diagidtintoxication n’est pas différent de celui d’'un
autre patient. Si les mesures symptomatiques inateslisont souvent prioritaires, les éléments
d’anamnése ne doivent pas étre négligés, car itegitent de préciser un diagnostic, d’envisager
un pronostic et de mettre en ceuvre un traitemeaytéd

3.2. Diagnostic biologique des intoxications

Le laboratoire de toxicologie apporte au cliniciere aide au diagnostic lors d’une intoxication. Ce
réle peut et doit, dans certains cas, étre rapadest un diagnostic d’'urgence qui vient confirmar
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infirmer une demande, plus ou moins orientée @aramnese. Dans d’autres cas, il peut étre utile a

titre rétrospectif pour confirmer la prise d’'un x@iotique et éventuellement la quantifier.

3.2.1. Milieux biologiques testés :

Les milieux biologiques testés sont trés diveriguitle gastrique, sang total, sérum ou plasma,
urines. D’autres milieux peuvent étre utilisésr. epiré, salive, sueur, liquide céphalorachidien,

liquide d’hémodialyse ou de dialyse péritonéale,.aditre médico-légal, divers organes.

« le sang doit étre considéré comme un milieu biologiquevif@gié. La concentration
sanguine des toxiques est en effet le plus sowx@nélée soit a un facteur de gravité, soit a un
facteur pronostic. De plus, le prélevement santpris d'une admission ne pose généralement pas

de problémes.
« les urinesrestent indispensables pour :

o le dépistage des stupéfiants et des substancesileiffa doser dans le sang (paraquat,

diquat, ...) ou facilement identifiables dans l'urifgarbamates, ...).

o la confirmation du ou des toxiques ingérés et fitifecation de ses métabolites ce qui

permet d’établir une premiére chronologie de I'kidation.

- le liquide gastrique peut étre tres utile lorsque I'histoire cliniqueggere une ingestion
récente car il contient de grandes quantités dguexnon métabolisé. Son utilisation est de moins
en moins fréquente du fait de son abandon prodressile I'instauration d’'un traitement au

charbon.

« autres types d’échantillonsimpliqués dans lintoxication peuvent aussi étrealgsés

(liquide céphalorachidien, comprimés, sachets, ....).

3.2.2. Le prélevement :
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Pour effectuer des prélevements et pour détectetoeiques dans les liquides biologiques, le
laboratoire doit tout d'abord disposer d’échantilo adéquats. Pour cela, quelques regles

importantes doivent étre respectées :

- Absence de toute contamination de I'échantillmrs|du prélevement par les solutions
désinfectantes (alcool, produits iodés,..) ou auigel a la lidocaine, ...).

- Choix des tubes spécifiques a certaines analyses

- Fermeture hermétique des tubes pour prévenirafiération des substances volatiles et la

contamination par les micro-organismes.

BN

- Collecte suffisante d’échantillons a l'admissiafin que des analyses rétrospectives restent

possibles si I'évolution clinique les rend nécessa(sérotheque, urothéque, ...)

3.2.3. Méthodes de recherche et de dosage :
Les techniques utilisables peuvent étre répartiede@x groupes.

c) Méthodes de recherche :

Elles sont bien adaptées au diagnostic toxicolagigiurgence, mais peuvent manquer de
spécificité et/ou de sensibilité. On distingue feshniques de mise en évidence d’'un groupe de
molécules et celles adaptées a une molécule gpéeifi

» Méthodes de mise en évidence d’'un groupe de moléesil:

La colorimétrie peut étre caractéristique d’'un groupement fonagbrd’'une structure chimique
donnée (noyau polycyclique). C’est une méthode ntaice employée pour le liquide gastrique et
les urines. Le seuil de positivité est variablauxfanégatifs) et la spécificité mise en défaut si la
fonction chimique se retrouve dans le milieu teistéependamment de I'existence du toxique (faux
positifs).

La spéctrophotométrie est utilisable pour de nombreux milieux biologigueurtout aprés
extraction grossiere des molécules suspectes.eCbritjues sont en principe plus spécifiques que
les précédentes.

Les immunodosagessont proposés pour les médicaments et les stapgfidddaptés a des
automates, ils sont trés pratiques dans le contkextairgence ; ils utilisent un traceur enzymagiqu

(EMIT) ou fluorimétrique (FIA). Les méthodes radimmmunologiques ne sont habituellement pas
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utilisées en urgence. Les anticorps sont prépamsecune molécule spécifique du groupe. De ce
fait, lors de la recherche, le seuil de réponsd e variable selon la molécule du groupe qui est
recherchée : des concentrations thérapeutiquesptdonner des résultats positifs si la molécule
réagit bien avec les anticorps utilisés ; inversgimsi la molécule ne réagit que faiblement, des
concentrations toxiques peuvent donner des résuleggatifs. La notion de réactivité de groupe est
donc importante lors de l'interprétation du rédulta

* Méthodes adaptées a une molécule donnée :

Ce sont la colorimétrie, la spectrométrie, la chmtographie en couche mince(CCM). Cette
derniere, d'utilisation plus ou moins facile, edaptée a la recherche des toxiques apres extraction
sommaire en milieu acide ou basique. L'utilisatimms de I'étape de révélation de diverses
réactions colorées permet I'identification du taxeq

d) Méthodes de dosageOn distingue deux grands groupes.

e Techniques adaptées a l'urgence :

Elles utilisent les principes de la colorimétries & spectrophotométrie, de la fluorimétrie. Les
immunodosages non radio-immunologiques, d’introductplus récente, sont bien adaptés a
'urgence d’autant qu’ils sont disponibles sur dgspareils automatisés. Il faut néanmoins en
connaitre les limites : possibilité de réactionsises avec les métabolites, ayant ou non un
potentiel toxique, taux surestimé dans le cas deposés réagissant avec l'anticorps utilisé
(digoxinémie et substances endogenes « digoxinslike

» Techniques d'utilisation différée :

Leur plus grande difficulté de mise en ceuvre nxclwg pas l'intérét, a titre rétrospectif ou long d
suivi d’'une intoxication (toxicocinétique). Les kaiques chromatographiques sont les plus
courantes : chromatographie liquide haute perfoomdRIPLC), chromatographie en phase gazeuse
(CPG, parfois employée en urgence). Ces méthodmssiéent un matériel particulier. L’évolution
de l'informatisation et de I'électronique permetsans doute a terme [l'utilisation de 'HPLC
comme technique de « semi-urgence ».

Enfin certaines méthodes nécessitent un matérigd gbphistiqué, telles que la spétrométrie

d’adsorption et d’émission atomique pour le dosdege métaux, la spectrométrie de masse couplée
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a la chromatographie en phase gazeuse (GC-MS)odetie référence pour l'identification d’'une
molécule et la confirmation de la prise de stupgfiaou de produits dopants.[6]

4. Démarche analytique en toxicologie d'urgence

La stratégie analytique mise en place dépendradeipement présent au sein du laboratoire.
4.1. Deépistage toxicologique

En I'absence de méthodes séparatives, la démacaciseste a utiliser dans un premier temps des
techniques qualitatives souvent peu spécifiques \aquit fournir en revanche des résultats
présomptifs rapides et qui seront secondairemenftrotés par des méthodes plus sophistiquées et
plus spécifiques. Le principe du dépistage se défomme une recherche rapide dans les milieux
biologiques des toxiques les plus souvent impligleass I'épidémiologie locale. Il consiste ainsi a
rechercher ou a exclure de maniére systématiquexepies par des methodes analytiques simples
et rapides. Ce type de dépistage tente de déteotersérie de substances ciblées dans les trois
milieux biologiques principaux : sang, urines gulde gastrique et peut étre envisagé en fonction

des circonstances et de la présentation cliniquécimanie, ingestion médicamenteuse, ...)
4.2. Screening toxicologique

Le progrés récent des méthodes séparatives set fpaduwne utilisation plus aisée grace a I'apport
de I'informatique et a un codt d’investissement sjast considérablement réduit. Ce constat permet
de comprendre et d’encourager le développemenesléechniques dans le cadre de I'urgence. En
effet, ces méthodes essentiellement chromatograghisont capables de détecter et d’'identifier un
nombre important de xénobiotiques avec une graptketsvité. Elles font appel en général a la
chromatographie sur couche mince, a la chromatb@dmuide haute performance couplée a un
détecteur de type barrettes de diodes ou balay&gellomatique ou non, et a la chromatographie

en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse

Apres l'identification d’un toxique et chaque fajge cela sera nécessaire, la confirmation par une
autre méthode sera quantitative afin de mieux decten I'intoxication. Elle s’avére parfois

nécessaire pour poser l'indication de traitemeatdarix ou invasifs comme linstauration :
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- d'une hémodialyse (lithium, méthanol, éthylengcgl) ou d’'une hémoperfusion (méprobamate,

phénobarbital, théophylline)
- d’'un traitement antidotique (paracétamol, méthaéthylene gycol, digitaliques)

- d’'une diurése forcée ou alcaline (salicylés, mbpmate)

L’approche analytique en toxicologie ne peut saliréda une seule technique méme séparative. Il
est donc nécessaire de batir un algorithme sus@mtéquipement et la nature du prélevement en
tenant compte des priorités préalablement étahlies les services cliniques.[7]

5. Méthodes d’analyses utilisées au CAPM-LAB :

5.1. Méthodes colorimétriques

Ces méthodes consistent a obtenir des réactionsees| développées par des composés contenus
dans I'échantillon au contact de certains réadifkes sont dédiées dans le laboratoire CAPM a la
recherche rapide de médicaments dans les liquidEgylmues notamment les urines :
- Salicylés: La recherche des salicylés se fait grace a leticdade Trinder (développement d'une
coloration violette en présence d'ions ferriquasfdhction phenol réagit avec le chlorure de fer))
dans l'urine (apres hydrolyse dans ce dernier pramsformer l'acide acétylsalicylique en acide
salicylique).
- Phénothiazines. La réaction de Forrest (développement d'unerattm rose fugace par le
trichlorure de fer en milieu perchlorique due apl&sence des insecticides) est une des seules
réactions utilisables pour la mise en évidenceptiésothiazines.

-Recherche déimipramine par la réaction au nitrite de sodium : une réacpositive se traduit
par une apparition d'un anneau bleu-vert en présgabichromate/pSOy/HNO3/HCIO ).

Ces reactions colorimétriques sont rapides (résalitenu en moins d'une demie heure), ne sont
pas cheres, ne demandent pas beaucoup de teclt@diépart du personnel, mais manquent de
spécificité (risque de faux positifs) et de sené{risque de faux négatifs).

5.2. Méthodes spectrométriques
Les méthodes spectrométrigues peuvent aller de ouésh simples et pas cheres
(spectrophotométres UV- Visible) a des méthodesudm#p plus sophistiquées et onéreuses

(absorption atomique, spectrométrie de masse)ribeipe de base consiste a mesurer I'absorbance
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d’'une lumiere monochromatique par les substancetecoes dans I'échantillon. Le CAPM dispose
de:

- deux spectrophotométres UV- Visible

Utilisés pour le dosage des médicaments (salicpléésnobarbital...), de la carboxyhémoglobine et
de la méthémoglobine. Ces méthodes spectrométrequnddaciles, peu onéreuses mais sujettes aux
interférences.
- Un photometre de flammaeutilisé pour le dosage du lithium
- Un spectrometre d’absorption atomiqueutilisé pour le dosage des métaux lourds notamieent
plomb et le cadmium. C’est une méthode spécifigarsible, qui permet la détection de traces mais
reste de maintenance difficile.[8]
5.3. Méthodes immunochimiques
Les tests immunochimiques sont basés sur le parépréactions antigene-anticorps. Au CAPM-
LAB. Les anticorps utilisés sont spécifiques d'atasse pharmacologique et non d'une molécule.
On dépiste, par ces méthodes, les barbituriques, blenzodiazépines, les antidépresseurs
tricycliques et les stupéfiants urinaires tels ¢meocaine, le cannabis, les amphétamines et les
opiacés.Ces tests sont rapides, peu onéreux, mais pelbkenst peu spécifiques
5.4. Méthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques consistent a saptezentes substances en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques, et quantifier lesdpits séparés. Elles peuvent aller de méthodes
simples (chromatographie sur couche mince) a dekaués plus sophistiquées (chromatographie
liquide haute performance et chromatographie esg@bazeuse).

* Chromatographie sur couche mince (CCM)
Il s’agit d'une technique économique de premiertention ou les molécules sont identifiées en
fonction de leur position de migration et de leaosileurs. Le produit est déposé sur une plaque
recouverte de phase stationnaire (gel de silicd.a)migration des produits est réalisée dans une
chambre a développement au moyen d’'un mélange ldant® appropriés (phase mobile). Cette
technique permet au CAPM-Lab la détection des @ds8 (organophosphorés, carbamates,
organochlorés). Elle est facile de manipulationayeu sensible et non quantitative.

» Chromatographie liquide haute performance (CLHP):
Dans la CLHP, une phase mobile constituée par uangé de solvants, tamponnée ou non, de

force ionique variable, traverse une colonne cariema phase stationnaire. Les composants de
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'échantillon sont séparés apres une étape d’didragréalable, puis détectés a l'aide d'un

détecteur spécifique (UV-Vis, UV-Vis a barrettesdiledes, fluorescence). Le signal obtenu permet
aussi bien une analyse qualitative (identificatigjune analyse quantitative. Le CAPM-LAB
dispose de deux chromatographes liquides dont Bsh dédié au suivi thérapeutique des
médicaments. Le deuxiéme chromatographe muni détiecteur a barrettes de diode est réservé au
développement du screening des meédicaments etrdgses illicites. La bibliotheque spectrale
développée dans le cadre du screening toxicologiqueient actuellement une cinquantaine de
molécules.

» Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
La CPG est une technique de séparation, réaliséensucolonne contenant une phase stationnaire
tandis qu’un flux de gaz vecteur réalise I'élutaes composeés et les entraine vers un détecteur.
Chaque molécule se trouvera ainsi assignée d’'updei® rétention caractéristique et spécifique des
conditions chromatographiques.
Le CAPM-LAB dispose d'un seul CPG utilisé pour kdyse des pesticides (organophosphorés,
carbamates). Ces deux dernieres techniques sanséresibles, tres spécifiques mais demandent

beaucoup de technicité de la part du personnel.[8]

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

. Programme du travail
Le travail consiste a :

- Comparer le tableau clinique du malade avec lesltats d’'analyse par screening

toxicologique.
- Développer la spectrothéque du CAPM-LAB par intrichn de nouveaux standards.
1. Appareillage

Nous utilisons une chaine HPLC Agilent 1100 coug@émm détecteur a barrette de diodes (HPLC-
BD), pilotée par le Logiciel de « Chemstation » petssédant la bibliotheque Toxicologie. La
colonne utilisée est une hypersil ODS C18, 5Sumx.@thm précédée d’'une précolonne 20 x 2 mm.
La phase mobile est un mélange tampon phosphaterétciée dont les proportions varient selon un
gradient et s'étalant sur une durée totale de 20tes. Le débit est de 0.4 ml/min. La séparation es

effectuée au sein d'une enceinte thermostatée@ 40°

L’appareil est constitué de :

- Bac a solvant ;

- Dégazeur a vide;

- Pompe quaternaire;

- Passeur automatique d’échantillons;
- Compartiment a colonne ;

- Détecteur UV a longueurs d’ondes variables.

Cet appareil est relié a un ordinateur ou estligglogiciel de pilotage « Chemstation ».

2. Technique du screening toxicologique

Une extraction préalable a I'analyse chromatodgageh est nécessaire. Nous utilisons une
extraction liquide-liquide avec un étalon interne est le prazépam (benzodiazépine).
L’extrait est injecté sur une colonne a phase swate HPLC pour la séparation par I'élution en

gradient.
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La spectrotheque du CAPM-LAB contient actuellemgbtspectres de référence correspondant a
des molécules appartenant a des classes trésagivepsychotropes stupéfiants, antihistaminiques,
anticoagulants, antibiotiques, antiparasitairestatiiéquants, antidiabétiques, antinéoplasiques,
pesticides... Elle est évolutive et d'autres madécpeuvent étre ajoutées a cette base.
L’identification s'effectue selon deux critereg témps de rétention et le spectre ultraviolet.

Le logiciel « Chemstation » permet de vérifier dareté des pics chromatographiques et de

comparer les spectres inconnus avec ceux de lathidtjue de spectres de référence.

Figurel : Schéma des composantes de I'appareil HELEBD

= —\
L1 [ I =]
Bac & solvant
1 | | L T T
[ — 1 [ | =]
Dégazeur a vide e ; e %:‘J
Err——p=s] ] =
Pompe

Module de commands

Passeur d'échantillons

Enceinte & colonnes

Détecteur
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PARTIE II :
SCREENING TOXICOLOGIQUE
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I. MATERIELS ET REACTIFS :

1. Matériel technique :

Un chromatographe liquide haute performance muon diétecteur UV a longueurs d’ondes
variables (Chromatographe Agilent 1100 Serie, Codo®DS 5um 100 x 2 mm + précolonne 20 x
2 mm)

» Détecteur-intégrateur

» Agitateur horizontal

» Agitateur rotatif

» Centrifugeuse réfrigérée a 21°C

* Bloc chauffant a 50°C avec rampe d’azote pour énzijom

» Systéme d’aspiration sous vide

» Sonificateur

e pH-metre

* Vortex

2. Matériel biologique :

Du sang veineux de 38 patients est prélevé sututbes a héparines ou EDTA. Le prélevement doit
étre effectué dans les premiéres 24 heures apragexitation, centrifugé a 3000tr/min et le
surnagent prélevé est conservé a 4 °C. 1 ml damalaservira pour la réalisation du screening
toxicologique.
L'urine des malades est également analysée pamdtwdes colorimétriques, spectrométriques et
enzymatiques. Les résultats obtenus par ces tagmigont comparés avec ceux du screening par
HPLC-BD.

3. Réactifs:
*Eau pour HPLC
*Acétonitrile pour chromatographie
* Dichlorométhane pour analyses des résidus

* Méthanol pour analyses
* Dihydrogénophosphate de potassium ¢gRI,) préparation de tampon

* Triethylamine (EtN) pour préparation du tampon
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* Tampon phosphate
*HCI

* Hydroxyde de sodium (soude), ampoule Titrisol

* NapCOs

* NaHCO;3

* Tampon carbonate

* Prazépam 20mg/I

*Médicaments divers en produit pur (Propranololtrag&épam...... )
I. METHODES

1. Préparation des réactifs :

* Solution-mére de Prazépam (0,5g/L) :

Dans une fiole jaugée de 20ml, on met :
10 mg Prazépam en poudre et on remplit avec duameétijusqu’au trait.

* Solution-fille de Prazépam a 20 mg/L [solutioraBn Interne (EN] :

Dans une fiole jaugée de 25ml on mélange :
1ml de la solution mére et on remplit jusqu’autteaiec du méthanol.

* Solution-mére des médicaments (1g/L) :

Dans une fiole jaugée de 20ml on met :

10 mg de poudre (ou équivalent 10 mg, selon la éos@l) de chaque médicament ou substance, et on

remplit avec du méthanol jusqu’au trait.

* Tampon phosphate 1M :

Dans une éprouvette de 100ml, on met :
13,6 g KhPOq + 2,5 ml EgN et on ajoute I'eau déminéralisée jusqu’au trait.

* Tampon carbonate pH 9.2, 0.25 M

- Solution (1) NaCO3 1M: 10,6 g/100ml HO déminéralisée

- Solution (2) NaHC@ 1M : 8,4 g/100ml KO déminéralisée.
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Dans une éprouvette de 100ml on met:
2ml de la solution(1) + 23ml de la solution (2)petremplit avec 100ml d’eau déminéralisée.

* Soude 1M : on dilue une ampoule Titrisol

» Solvant d'élution A : HO déminéralisée

e Solvant d'élution B ;

Dans une éprouvette de 500ml on met :
*10ml du tampon phosphate et on remplit jusqu’ait tivec I'eau déminéralisée

* Solvant d'élution C : acétonitrile pour chromatgzhie
2. Mode opératoire
2.1. Protocole d’extraction :
Dans un tube de 25ml a bout rond et bouchon apréalablement rincé tube-bouchon au
dichlorométhane) on mesure :
* 50 ul de solution fille de prazépame
* 1ml de plasma
* 60ul de soude 1M (+ 500ul carbonate 0,25M sie)rinMélangé
* 10ml de dichlorométhane (distributeur)
- on bouche les tubes et on s'assure de |'abserfodel
- on agite 15 min a I'agitateur mécanique (vite$se9
-on récupére dans des tubes de 30ml
- on centrifuge pendant 10min a 3000tr/min
- on aspire la phase aqueuse surnageante a lagtr@wige equipée d'une pointe jaune.
- on transvase délicatement la phase organiquelwdange de 25ml
- on évapore a 50°C sous azote
- on Laisse refroidir.
- on reprend le résidu sec par 100ul de méthanol gliromatographie et on agite pendant 1

min au vortex.
- on ajoute 40 pl bO et on agite 30 secondes.

-on met tout le volume dans des vials pour injectio
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2.2. Protocole d’alimentation de la bibliothequegectrale CAPM :

- Les solutions meéredes standards (médicaments) a 0.5g/I sont obtgraredissolution de 10mg
de poudre dans des fioles jaugées de 20ml avecthanol.

- Pour préparer les solutions filles a 20mg/l, aend 1ml de la solution mére de chaque
médicament en fiole jaugée de 25ml et on rem@igyrau trait par du méthanol.

- on met un petit volume de chaque solution fikesl des vials pour injection.

3. Conditions chromatographiques
- La phase stationnaire: Colonne ODS 5um 100 x 2#nprécolonne 20 x 2 mm).
- La phase mobile : Tampon Phosphate 85% +Aceiienits%.
- Longueur d’onde de détection : UV=210nm, 230t@54nm
- Débit de la phase mobile : 0.4 ml/min
- Volume d’injection : 10 pl
- Température : 40°C

4. Interprétation des chromatogrammes :

- Les chromatogrammes de chaque analyse sontusbtgnenregistrés pour les trois longueurs
d’ondes utilisées : 210,230 et 254 nm.

- Chague pic du chromatogramme est caractériségmatemps de rétention et son spectre UV. Qui
permettent son identification dans la bibliothegpectrale angevine.

- Le Logiciel Chemstation permet la déterminatiom ld concordance du spectre élué a son
homologue en bibliothéque qui est évaluée par kemfactor et la concordance entre les molécules
est acceptée a une valeur supérieure ou égale/ 20980

- les pics non identifiés sont expliqués soit patemps de rétention qui est trop différent deiaiu

mémoire, soit le pic est "impur” ou la substanestpas référencée en bibliotheque.

Figure 2 : Photo de la chaine HPLC-BD Agilent 110a6u CAPM
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RESULTATS
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Notre étude a été faite sur 38 patients d’age, segtat clinique différents.

Le plasma du sang centrifugé est utilisé pour teestng toxicologique par HPLC-BD. Les urines

ont servi pour les analyses colorimétriques, enzigimes et spectrophotométriques.

Pour remplir le tableau clinique du malade, dégrmations ont été recueillies et inscrites sur une

fiche de patient.
I. Résultats d’analyses de screening toxicologique patPLC-BD :

Sur les 38 cas regus, 8 n'ont pas été traitédegaméthodes colorimétriques et/ou enzymatiques

parce gque nous n'avons pas recu d’urines.

Nous avons effectué un screening toxicologiqueHitC-BD sur les plasmas des 38 patients dont
on connait le tableau clinique. Les résultats almegour 29 cas ont montré une bonne corrélation

entre Le Screening toxicologique et le tableaudaplia du patient (Tableau I).

La non concordance a été notée dans 9 cas quiegm@sentés par Tableau Il.
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Tableau | : Comparaison des résultats de la méthoddu screening toxicologique par HPLC-
BD avec le tableau clinique du malade.

Cas Etat clinique Méthodes colorimétriques, Screening par HPLC-BD
enzymatiques et Molécules identifiées Temps de | MF*
spectrophotométriques rétention

1 Intoxication Salicylés=N Amineptine 9.51 988.35
médicamenteuse | Phénothiazines=N Febarbamate 10.07 986.75
Imipramines=N Prazepam 11.63 995.97
Benzodiazépines=N
Barbituriques=N
2 Trouble de Barbital 2.10 998.32
conscience Atropine 2.31 979.24
Vomissement
3 Trouble de Salicylés=N Met cafedrine 1.44 993.32
conscience non Phénothiazines=N Midazolam 9.69 996.990
comateux Imipramines=N
Benzodiazépines =N
cannabis=N
Morphine=N
4 Trouble de Salicylés=N Met3 tétrazepam 8.08 981.88
conscience Imipramines=N Phénobarbital 5.59 994.64
apyrétique Phénothiazines=N
Benzodiazepines=N
Cannabis=N
Morphine=N
Barbituriques=N
OrganoPhosphorés=N
carbamates=N
S Refus de téte Salicylés=N Met cafedrine 1.29 993.87
hypotonique Imipramines=N OH alpa 1.80 982
Phénothiazines=N Diazepam 11.30 993.97
Benzodiazepines=N
6 Convulsion Met cafedrine 1.29 993.99
apyrétique Temazepam 7.35 997.53
Met 3 tetrazepam 7.65 988.52

7 Coma calme Salicylés=N Met cafedrine 1.34 986.91
Phénothiazines=N Oxazepam 7.88 996.92
Imipramines=N Temazepam 8.94 997.39
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Benzodiazépines= Positif Prazepam 997
8 Etat de mal Salicylés=N Met 3 tetrazepam 6.78 992.32
convulsif Imipramines=N Prazepam 11.62 996.74
Phénothiazines=N
Benzodiazépines=N
Cannabis=N
Morphine=N
9 Intoxication aux Benzodiazépines=P Bromazepam 6.78 982.11
benzodiazépines | Barbiturigues=N Prazepam 993.90
10 Intoxication Benzodiazépines =N Nefopam 7.57 994.21
takaout Cannabis=N
Morphine=N
PPD=N
11 Désorientation Benzodiazépines =P Temazepam 8.04 990
temporo-spaciale
12 Conscience altérée  Salicylés=N Screening négatif
Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
13 Trouble de Dihydan 7.38 992.39
conscience
14 Eruption fébrile Salicylés=N Diazepam 11.29 991.30
Intoxication Imipramines=N
médicamenteuse | Phénothiazines=N
Benzodiazépines =N
15 Intox. Alimentaire | Salicylés=N Screening négatif
Imipramines=N
Phénothiazines=N
Benzodiazépines =N
Cannabis=N
Organophosphorés=N
carbamates=N
16 Odéme de quincke| Salicylés=N Pimozide (N) 14.22 989.73

Imipramines=N
Phénothiazines=N
Benzodiazépines =N
Cannabis=N
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Morphine=N
Organophosphorés=N
carbamates=N

17 Syndrome méninge Salicylés=N Screening négatif
céphalée Imipramines=N
Vomissement Phénothiazines=N
Benzodiazépines =N
Cannabis=N
Morphine=N
OrganoPhosphorés=N
carbamates=N
18 Hépatite Salicylés=N Screening négatif
médicamenteuse | Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
19 Désorientation NDD diazepam 9.77 982.98
temporo-spaciale
20 Trouble de Di OH 4.63 978.82
conscience Oxacarbabazépine 967.52
""" Met6 Clotiazépam | 11.32
21 Détresse Salicylés=N Screening négatif
respiratoire Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
Cannabis=P
Morphine=N
22 Altération de I'état | Salicylés=N Met mépivacaine 4.69 994.49
générale Phénothiazines=N Lorazépam 8.70 996.60
Imipramines=N Témazepam 9.78 989.56
Benzodiazépines =P
carbamates=N
Morphine=N
23 Intoxication a Salicylés=P Screening négatif

Atropine

Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
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Troubles digestives

D

Salicylés=N
Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
Cannabis=N
Organophosphoré=N
carbamates=douteux

Screening négatif

25

Trouble de
Mal convulsif

Salicylés=N
Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
Morphine=P

Screening négatif

26

Altération de I'état
de conscience

Salicylés=N
Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
Morphine=N
Cannabis=N
OrganoPhosphorés=N
carbamates=N

Témazepam
Met mépivacaine
(AN)

9.60
4.52

992.95
994.80

27

Trouble de
conscience

Salicylés=N
Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
Morphine=N
Cannabis=N
Organophosphorés=N
carbamates=N

Screening négatif

28

Trouble de la
vision

Salicylés=N
Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazepine=N
Morphine=N

Benzoctanine

14.09

986.1¢

3
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29 Fatigue générale Salicylés=P Met2 zolpidem 7.99 999.06
Phénothiazines=N
Imipramines=N
Benzodiazépines =N
Morphine=N
Organophosphorés=N
carbamates=N
30 Trouble de Salicylés=N Difebarbamate 14.31 995.42
conscience Phénothiazines=N Metl naproxene 12.09 950.48
Imipramine=N
Benzodiazépines =N
OrganoPhosphorés=N
carbamates=N
31 Trouble de Salicylés=N Bralabarbital 4.51 990.47
conscience Phénothiazines=N OH carbamazépine | 5.19 998.75
Imipramine=N
Benzodiazépines =N
Organophosphorés=N
carbamates=N
32 Epilepsie Heptabarbital 6.74 997.71
oxacarbamazepine | 4.46 991.41
33 Coma calme Salicylés=N NDM diazepam 9.76 996.32
Phénothiazines=N OH Triaz 10.09 998.75
Imipramine=N
Benzodiazépines =N
34 Trouble de Screening négatif
conscience
35 Trouble de la Salicylés=N Ac mefenamique 7.06 982.65
thermorégulation | Phénothiazines=N Theophylline 1.17 988.69
Imipramines=N
Benzodiazépines =P
Paracétamol=81mg
36 Ingestion des Salicylés=N Met cafedrine 1.42 995.93
antiinflammatoires | Phénothiazines=N Prednisolone 6.91 996.64

Imipramines=N
Benzodiazépines =N
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Morphine=N
37 Intoxication Salicylés=N Met cafedrine 1.38 994.46
médicamenteuse | Phénothiazines=N Thiopental 8.78 978.18

Imipramines=N
Benzodiazépines =N
carbamates=N

38 Etat de choc Screening négatif

(*) = pourcentage de concordance des spectresusterec ceux de la bibliotheque spectrale.
(---) = Analyse non faite (manque d’urine) ; (N)= négatif ; (P)= positif
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Tableau Il : Cas de non concordance entre le tabde clinique et
Le résultat du Screening par HPLC-BD

Cas Tableau clinique Résultat du screening par HPC-BD

10 Intoxication takaout Nefopam

12 Conscience altérée Screening négatif

16 Oedéme de quincke Pimozide

17 Syndrome méningé céphalée Screening négatif
Vomissement

18 Hépatite médicamenteuse Screening négatif

23 Intoxication a Atropine Screening négatif

25 Trouble de Screening négatif
Mal convulsif

27 Trouble de conscience Screening négatif

34 Trouble de conscience Screening négatif

Remarque :

D’aprés ces résultats on constate que la plupacedéntoxications sont dues aux benzodiazépines
ou aux antidépresseurs.

Les benzodiazépines (BDZ) sont les médicamentshpsiyapes les plus prescrits. La banalisation
de leur usage explique que ces molécules sontule gbuvent recherchées dans les tentatives
d’autolyse et que les laboratoires de toxicologiat syuotidiennement confrontés a leur mise en
evidence dans les milieux biologiques, sang etfmeu

L’analyse toxicologique peut permettre d’affirmar d’infirmer que I'état clinique du malade est
lié a ce type d’intoxication. La recherche de cettsse de médicaments au moyen d’une méthode
immunologique simple et rapide est quasi systématigent utilisée. Celle-ci peut éventuellement

étre confirmée par une recherche impliqguant ddsiigoes chromatographiques.

En I'absence d’association avec d’autres toxigleeghase initiale de l'intoxication aigué par les
BDZ se traduit par des troubles du comportement agéation, d’inhibition, agressivité et ébriéte.
Dans presque tous les cas, on constate une anardésm@grade. La survenue de ces troubles est
d’autant plus précoce que la molécule est doudéetiteypnotique.

Dans les heures qui suivent lintoxication, une rdépion du systéme nerveux central peut
apparaitre avec hypotonie musculaire, et somnolpoggant aboutir a un état de coma calme. La
dépression respiratoire est le plus souvent modgrgebserve principalement chez I'enfant. [10]

Le pronostic d’'une intoxication aigué exclusive pas médicaments est généralement favorable et

le décés exceptionnel. Cependant, la symptomatlpgut étre beaucoup plus sévére lorsque la
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guantité ingérée est massive ou en cas d’antéectdeéticaux (insuffisance rénale chronique,

insuffisance hépatique et surtout insuffisanceiragpre).

Autres que les benzodiazépines les antidépressemtsaussi parmi des médicaments les plus
prescrits. Dans les cas des dépressions, ils agiégrtivement sur I’humeur « douloureuse » en
inversant 'lhumeur triste en euphorie pathologidues antidépresseurs font partie du groupe des
psychoanaleptiques ou stimulants psychiques.

Les antidépresseurs ont des indications thérapms#icgen psychiatrie comme les attaques de
panique, 'anxiété, la phobie sociale, le stresg-p@mumatique et bien d’autres. [11][12]

La prévalence des intoxications par les benzodiaziée et antidépresseurs, a défini notre choix

pour les nouveaux standards a introduire dans la biliotheque du CAPM-LAB.
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[I. Résultats des injections des nouveaux standardsffectuées dans le cadre du

développement de la bibliothéque toxicologique dueatre antipoison du Maroc (CAPM-
LAB):

Dans notre étude, nous avons introduit 8 nouvetandards dans la bibliotheque CAPM-LAB qui
sont '’Amineptine, la Cimétidine, le Tetrazépam,Rropranolol, 'Estazolam, le Loflazépate, la
Trimipramine et I'lmipramine.

Le chromatogramme de chaque médicament représestpics correspondant aux substances qui
sont acheminées par la phase mobile dans la pteBmeaire (colonne), éluées et détectées par un
détecteur a barrette diodes aux longueurs d’on@eZ30 et 254nm.

Le logiciel « Chemstation » permet de vérifiedetcomparer les spectres inconnus avec ceux de la
bibliothéque de spectres de référence.

L’identification du médicament s'effectue selomuxieriteres : le temps de rétention et le spectre

ultraviolet. Les résultats de ces identificatisnst représentés par les figures ci-dessous :
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C'est la Triazolobenzodiazépine (8- chloro-6-phési-l,  2,4-triazolo
[4,3-a]-1,4-benzodiazépine
Appatrtient a la famille des benzodiazépines hypues
A des activités sédatives, anxiolytiques et anticdgivantes, et myorelaxant. [15]
Figure 3 :Spectre et Chrommatogramme de |’ Estazola
mALl - T
200 -
150—5 %
100—5
CER 8
o 3
-50—5
0 z 4 5 5 10 12 14 1 min
1=TE
:Egﬂé%ifmﬁm mALLApx) Ref. 194 & 8,437 of 021 [ Library Search Results: Instrume — |I:I|5|
Norm = Show Spectum | More Info | Frint |
250 - # Match Entry Time Mame
200 - 1 [999644[ 592 | 313 |OHALPRA
3 2 [ 999153 42 5.02 |ESTAZOLAM
3 3 $995553] 292 | 746 |MET ESTAZOLAM
oo 4 [996.005] 43 517 |ALPRAZOLAM
. 5 [993.479[ 594 | 345 |OHTRIAZ

225 250 275 300 325 a0 a5 am| L'Estazolam est identifié

par un spectre et unpem
de rétention bien concordants avec ceux en biifdlopie spectrale angevine : le temps de rétention

du pic du médicament sur le chromatogramme estn8r/4celui en bibliotheque 8.18min et le

facteur match

est

de

999.644.
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2. LOFLAZEPATE

N o
AT
O
Cest le chloro-7 (fluoro-2 phenyl)-5 oxo-2 dihye?g3 1h-

benzodiazepine-1,4 carboxylate-3 d'ethyle. Une Béiazépine Fluor dériv2.

Produit lui-méme inactif, mais qui donne naissaaaes métabolites actifs dont le mécanisme est
identigue au ESTAZOLAM, c'est a dire agoniste daepieur aux Benzodiazépines, c’'est un
psycholeptique; Tranquillisant ; Sédatif ; Myoredak et Anticonvulsivant.[16]

Figure 4 : Spectre et Chrommatogramme du Loflazépat
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Le DC Loflazépate, métabolite de Loflazépate és¢ @vec un temps de rétention de 8.30min,
temps proche de celui en bibliotheque (9.67min)phercentage de concordance entre les spectres
est 991.606.
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3. TETRAZEPAM

Cl
e O
AN

C’est le (7-Chloro-5-(cyclohex- ©

benzodiazepin-2-one)

Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques

1-enyl)-1,3-dihydtemethyl-2H-1,4-

Le Tétrazépam appartient a la classe des 1-4 bazAmines, il a une activité pharmacodynamique

qualitativement semblable a celle des autres coéspds cette classe.

C’est un myorelaxant (relaxant musculaire) agit Isusystéme nerveux en diminuant la tonicité

musculaire.

(Anxiolytique, sédative, hypnotique, anticonvulsitaamnésiant). [11][12]

Figure 5 : Spectre et Chrommatogramme du Tetrazépam
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] 4 [951.959] 4 | 1320 |PRAZEPAM

10 5 [greror| 2 | 1000 [NDM DIAZEPAM
3 £ | araras] mmM 1772 [MFT1 TFTRATFPaR

0=
o5 280 275 =00 325 380 375 nm || Le chromatogramme du Tetrazépam montre que

le pic du médicament sort a 11,82min, temps

proche de celui en bibliothéque (12.70min). Le speest également concordant avec celui

enregistré avec un facteur match de 990,995.
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C'est le chlorhydrate de 5- M (3-diméthylaminoprogh),11-dihydro-5H-
dibenz[b,flazépine,

L’Imipramine appartient aux classes des Amineyttiques et Dibenzoazépine.

Les mécanismes de l'action de l'imipramine porsemtles systémes adrénergique, cholinergique,
sérotoninergique et sur l'activité des hydroxyldsgsatiques.

I a un rbéle psychoanaleptique, antihistaminique antidépresseur tricyclique et
thymoanaleptique.[14]

Figure 6 : Spectre et Chrommatogramme de I'lmipramne

mal = 2

u] 2 4 [} g 0 12 14 16 min
=
DALY, 9978 (546 mAL, AR RetS 163 & 10,488 of 05 =10l
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2D_§ [ 4 | :11.402] 275 9.26 |DOXYLAMIME 7
1|:|—§ 5 | 858731 154 310 |PROPAFENOME
iE
ntalntatatatel plntatatalplalatatal ptatalptl platatatal ot alatyl plplptalyl
225 250 275 300 325 3/0 375 om

L’'lmipramine est élué avec un temps de rétention9d&/ min, temps proche de celui en
bibliothéque (9.90min) et une concordance spectreda défini. Le pourcentage de concordance
entre les deux spectres est 995.250
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5. AMINEPTINE f&%{ \'\.',71“\\ -----------------------------
'“a'rr,z}“"'r"ll\\ﬁ::'-'

MK Y e TR o ) .
L’Amineptine (acide7-[10,11- o = COoH dihydro-5H-dibenzo

[a,d]cyclohepten-5-yl)amino] heptanoique) est utid@presseur tricyclique de synthése atypique,
ayant des effets stimulants sur le systeme nergentral.

C’est un agoniste dopaminergique indirect, quibehsélectivement la fixation de la dopamine et
induit une libération de cette derniere, avec st@tnon complémentaire du systeme adrénergique.
Ses effets antidépresseurs sont analogues a ceunred antidépresseurs tricycliques, mais
I’Amineptine a une action plus rapide est mieuxtéé et a peu d’effets cardio-vasculaires.[16]

Figure 7 : Spectre et Chrommatogramme de I’Amineptie
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Le spectre obtenu par '’Amineptine dans notre étude
est bien superposé a celui du méme médicament isinéegans la bibliotheque spectrale d’Anger
(Toxicol.uvl) et avec un poucentage ou facteuramaupérieur a 990.

Le temps de rétention gue nous avons trouvé paoniheptine (7.53min ) est également proche deicelu
en bibliothéque (7.81min) avec un facteur matcP@&991.
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6. TRIMIPRAMIN

Bde

C'est le 5-[3-(diméthylamino)-2- Mhte méthylpropyl]-1a-dihydro-5H-
dibenz[b,flazépine

La Trimipramine appartient a la famille des antidéyseurs tricycliques (ATC). Elle est prescrite
dans ldraitement de la dépressienhagit en modifiant I'équilibre de certaines sabses chimiques
du cerveau appelées neurotransmetteurs.

C’est un inhibiteur de la recapture de la noradmdegl2]

Figure 8 : Spectre et Chrommatogramme de Trimipramne
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La Trimipramine est identifiée par un spectre et

un temps de rétention bien concordants avec ceupibdiotheque spectrale angevine : le temps de

rétention du pic du médicament sur le chromatogranest 11.25min, celui en bibliotheque
12.70min et le facteur match est de 996.823
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C'est 1-cyano-2-méthyl-3-[2- [(5-méthyl-1H-imidazol-
4-yl) méthylsulfanyl] éthyl] guanidine.

La Cimétidine est prescrite pour diminuer la douleausée par un ulcére et les bralures d'estomac
ou pour aider a guérir les ulceres ou les Iésiomvquuées par le reflux gastro-cesophagien
pathologique.

La Cimétidine est aussi administrée pour prévessr llcéres dans certains cas et pour traiter

certains troubles de la santé associés a une legpétion gastrique.

Figure 9 : Spectre et Chrommatogramme de la Cimétide
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Le spectre obtenu par Cimétidine dans notre
étude est bien superposé a celui du méme meédicaeneagistré dans la bibliotheque spectrale
d’Anger (Toxicol.uvl). Le temps de rétention queus avons trouvé pour ’Amineptine (1.54min )
est également proche de celui en bibliotheque(liry7m
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8. PROPRANOLOL

Cest le 1-(isopropylamino)-3- (naphthalen-1-yloxsgpan-2-ol.
Appartenant a la famille des bétabloquants (les icaétents qui inhibent les récepteurs
adrénergiques R).

Les bétabloguants sont des antagonistes du sysigmpathique. Le Propranolol est dit non cardio-

sélectif car bloque les récepteurs béta-1 cardiatibéta-2 non cardiaque.

lls ont donc des effets par rapport :

. Au blocage des bétal récepteurs cardiaques (dimmua force contractile du cceur,
ralentissement de la frequence cardiaque, ralemtisst de la conduction auriculo-ventriculaire).

* Au blocage des béta-recepteurs extra-cardiaques.

Figure 10 : Spectre et Chrommatogramme du
g P g | 7o (o] ]

=10.154 & 7 474 of 02-
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100

&0

60—

Propranolol [SPSTE— , , —
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Sur ce chromatogramme, nous avons identifié le pfdepranolol avec une bonne concordance
spectrale et un temps de rétention (8.20min) prdeheelui de la bibliothéque (7.53min).

Pour alimenter notre bibliotheque spectrale CAPMB| Aanalyse chromatographique a été faite
trois fois pour chague médicament. La moyenne dayp$ de rétention obtenus pour chaque
standard a été comparé au temps de rétention ldieereegistré dans la bibliothéque spectrale
d’Anger(Toxicol.uvl). les résultats sont repressryér le tableau lll.

Tableau Il : Comparaison des temps de rétention ofenus avec ceux en bibliotheque
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Nouveaux Temps de rétention en CAPM-LAB (min) Tempsde | Ecart | Coefficient
standards 1€ eme 3eme Moyenne | rétention en type de
introduits dans injection | injection | injection bibliothéque variation
la bibliotheque d’Anger
CAPM-LAB (Toxicol.uvl) %
Amineptine 7.53 7.62 1.77 764 7.81 0.12 156
Estazolam 8.74 8.85 8.91 8.83 9.02 0.13 148
Tetrazépam 11.82 11.87 11.79 12.70
11,83 0,62 5,04
Loflazépate 8.32 8.39 8.30 8.34 8.40 0.04 0.54
Cimétidine 1.54 1.40 1.39 1.57
1,44 0,09 5,94
Trimipramine| 11.25 11.57 12.01 12.70
11,61 0,77 6,34
Imipramine 9.97 9.95 10.01 0.98 9.90 0.05 0,55
Propranolol 8.20 7.62 7.30 7.53
7,71 0,12 1,64

Pour les injections des médicaments utilisés comdteons internes dans le cadre du

développement de la bibliotheque du CAPM-LAB, nausns noté une bonne corrélation entre la
moyenne des temps de rétention des trois injectawes les temps de rétentions enregistrés en
bibliotheque spectrale (Toxicol.uvl). Le coefficiate variation calculé ne dépassait pas 15% (il va
de 0.55 a 6.34%). Ceci nous a permis d’accéptes rasultats et de les introduire dans la

bibliothéque spectrale du CAPM-LAB.
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CONCLUSION
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Screening toxicologique réalisé chez les 40 patisnt

Sur les 38 patients étudiés, 30 cas traités pamkghodes analytigues simples (colorimétriques,
enzymatiques et spectrophotométriques) ont monin@ bonne corrélation avec leur analyse du
screening toxicologique par HPLC-BD. Ceci montre fanalyse toxicologique par cet appareil est
une méthode de confirmation des techniques quaétat Autrement dit, pour un dépistage
toxicologique, la démarche consiste a utiliser dampremier temps des techniques qualitatives qui
sont simples et rapides souvent peu spécifiqueeratettant de rechercher ou exclure de maniéere
systématique les toxiques suspectés. Ces meéthamdsssecondairement confirmées par des
méthodes plus sophistiquées et plus spécifiquesseintiellement chromatographiques (HPLC-BD)
qui sont capables de détecter et d’identifier umin@ important de xéno biotiques avec une grande
sélectivite.

Les cas notés de non concordance entre les deuodest peuvent étre expliqués par les
interférences connues pour les méthodes coloriguétsi pouvant donner lieu a des faux positifs ou
faux négatifs.

Chez les 38 patients ayant un tableau clinique Btabli et un screening toxicologique complet,
nous avons noté dans la plupart des cas, undatparfacordance entre I'état clinique du malade et
le résultat du screening par HPLC-BD. Ceci montre gette méthode de recherche toxicologique
est tres dépendante de I'orientation du cliniciees non concordances observées chez les 9 cas
peuvent étre expliquées soit par le fait que lalioadnent suspecté par le clinicien n'est pas
référencié en bibliotheque, soit que le médicamendté déja éliminé (délai important entre
l'intoxication et le préléevement) ou bien qu’il giad’'une intoxication autre que les médicaments

(pesticides, alcool...).
Alimentation de la bibliothéque spectrale CAPM- LAB

Le laboratoire du centre Antipoison du Maroc a ééropre bibliotheque CAPM-Lab en 2008

afin d’augmenter la sensibilité et la spécificitésdanalyses. Cette bibliothéque contenait 50
standards. Durant notre étude, nous avons pu uite8& nouveaux médicaments. L'analyse a été
répétée trois fois pour chaque standard. Les tatap®tention obtenus sont tres proches de ceux
enregistrés en bibliotheque du centre Hospitali&nger (Toxicol.uvl), ce qui nous permet de
valider nos spectres obtenus et les ajouter dabsblimthéque spectrale du CAPM-Lab. Donc le
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nombre des standards introduits dans la biblioteé&miuellement est de 58 alors qu’il était de 50

avant.
La bibliotheque CAPM-Lab va étre encore alimentée gdautres nouveaux standards pour qu’on
puisse prochainement comparer directement a leotiibque CAPM-Lab tous les spectres obtenus

par screening toxicologique des patients recus.
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