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1. Introduction

1.1. Screening toxicologique

1.1.1. Définition et contexte de demande d’analyse en biologie médicale

Le screening toxicologique, en biologie médicale, est une analyse permettant la
recherche et l'identification, dans une matrice biologique (sérum, urine), d’un grand
nombre de molécules (médicaments, stupéfiants, toxiques). C’est une approche
spécifique de la toxicologie analytique faisant appel a des outils analytiques
nécessitant une séparation par chromatographie (1).

Les principales indications de la prescription d’'un screening toxicologique sont les
intoxications médicamenteuses, qui sont les premieres causes d’intoxications en
France (2). La prise en charge initiale d’une intoxication médicamenteuse est
symptomatique reposant sur 'anamnése et 'examen clinique afin de rechercher des
toxidromes qui permettent d’orienter vers les examens complémentaires a réaliser
dont fait partie le screening toxicologique (3). Les recommandations de prescription du
screening toxicologique dans le cas d'une intoxication grave sont « pour les patients
dont I'évolution clinique et les examens complémentaires sont incompatibles avec
'anamnése et le toxidrome initial, notamment en cas de défaillance cardio-vasculaire
ou de coma inexpliqués » (4). Dans ce cadre, le screening toxicologique pourra étre
utile pour confirmer les résultats de recherche de toxiques par immunoanalyse,
rechercher la présence d’autres substances, ou encore pour le diagnostic d’exclusion
d’'une cause toxique (3). Le screening toxicologique par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse haute résolution (CL-SMHR) est de plus en plus
prescrit par les services cliniques. Au cours de l'année 2021, 2225 demandes de
screening toxicologiques ont été effectuées au laboratoire de Toxicologie du centre

hospitalier universitaire (CHU) de Lille, soit environ 6 demandes chaque jour.

La cotation des actes de biologie médicale remboursés par la sécurité sociale est
décrite dans la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM). Le screening
toxicologique ne figure pas dans cette NABM, mais est présent dans la liste
complémentaire des actes de 2022 (code M116) car I'analyse doit faire 'objet d’une
évaluation de la Haute Autorité de Santé. Le screening toxicologique y est défini
comme une analyse permettant I'identification d’au moins 200 molécules distinctes a

partir d’'un échantillon biologique par une méthode de chromatographie (5).
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1.1.2. Approches analytiques

La recherche et l'identification de molécules (médicaments, stupéfiants ou toxiques)
en toxicologie ont beaucoup évolué ces derniéres années. Les méthodes
immunologiques peuvent étre mises en ceuvre, mais ne permettent souvent pas une
identification précise du composé et sont limitées le plus souvent a une classe
pharmacologique (ex : opiacés) (6). Les méthodes dites « séparatives » telles que la
chromatographie sont de plus en plus frequemment utilisées, couplées a des systemes
de détection en évolution permanente, tels que la spectrométrie de masse, permettant

une meilleure spécificité (7).

Les techniques analytiques utilisées pour le screening toxicologique sont la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (8), la
chromatographie liquide couplée a une détection a barrette de diodes (9), une
détection par spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM) (10), ou par CL-SMHR
(1). Cette derniére est la méthode mise en ceuvre au laboratoire de toxicologie du CHU
de Lille.

1.1.2.1. Principe de la chromatographie liquide en phase inverse
Le but est de séparer les molécules en fonction de leur polarité. En phase inverse, la
phase stationnaire (PS) est la colonne qui est apolaire. Le plus souvent, elle est
composée de groupements silanols auxquels sont greffées des chaines alkyles

hydrophobes (C8 ou C18). Tandis que la phase mobile (PM) éluante est polaire.

L’échantillon a analyser est poussé a travers la colonne par la PM, la séparation va
s’effectuer en fonction de l'affinité des molécules vis-a-vis de la PS. Un composé
apolaire sera retenu plus longtemps par la PS qu’un composé polaire. Cela se traduira

par un temps de rétention plus €levé pour le composé apolaire.
L’élution des molécules par la PM peut se faire selon 2 modes différents :

- Le mode isocratique : la composition de la PM reste inchangée au cours de la
chromatographie ;

- Le mode gradient : la composition de la PM varie au cours du temps. En phase
inverse, la PM aura un caractére polaire en début d’analyse pour éluer les
composés polaires. En deuxieme moitié d’analyse, la PM aura un caractere

apolaire pour éluer les molécules plus apolaires.
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1.1.2.2. Principe de la spectrométrie de masse haute résolution

Le spectrometre de masse permet de détecter en phase gazeuse des molécules en
mesurant leur rapport de masse sur charge (m/z) et également en caractérisant leur
structure chimique par production de fragments spécifiques de la molécule d’intérét.
Le spectromeétre de masse est composé de plusieurs éléments: une source
d’ionisation, un analyseur, un détecteur, et un systéme informatique pour le traitement

du signal (Figure 1).

Source d’ions

Analyseur en o Traitement du
Detection .
masse m/z signal

Production d’ions en phase
gazeuse

Séparation des ions
produits en fonction du
rapport m/z

Conversion d’un courant
ionique en courant
électrique

Représentation des
données dans un spectre
de masse

Figure 1 : Principe de la spectrométrie de masse

1.1.2.2.1. lonisation par électrospray
L’analyse dans le spectrométre de masse se déroule en phase gazeuse. Le principe
général de I'électronébulisation ou électrospray (ESI) (Figure 2) est de charger les
molécules en phase liquide (en solution dans la PM) pour donner des ions dans une
phase gazeuse. |l existe différentes méthodes d’ionisation, et notamment 'ESI (11) qui

est utilisée dans ce travail.

La phase mobile contenant les molécules d’intérét traverse un capillaire portant un
haut potentiel électrique. Le champ électrique appliqué a la sortie du capillaire va
permettre la formation de microgouttelettes chargées. Un gaz de désolvatation (azote
chauffé) provoque I'évaporation de la phase mobile et diminue la taille des gouttelettes
pour obtenir des ions libres chargés. Selon le mode d’ionisation choisi, les ions peuvent
étre chargés positivement (ESI+) ou négativement (ESI-). Une différence de potentiel
électrique permet de diriger les ions vers I'analyseur. Ce trajet se fait a pression élevée,
ce qui provoque de multiples collisions des ions avec les molécules de gaz et de
solvant et permet de finaliser la désolvatation. Il est possible de plus ou moins
fragmenter les ions dans la source en faisant varier la tension au niveau du cone

échantillonneur. Ce phénomeéne est appelé dissociation par collision induite (CID).
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Figure 2 : Electrospray d’apres Banerjee S. et al. (11)
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1.1.2.2.2.  Spectrométrie de masse haute résolution de type

guadripdle-time of flight (QTOF)
Une définition de la SMHR est donnée par la Royal Society of Chemistry : « Tout type
de spectrométrie de masse permettant de déterminer la masse "exacte" des ions
moléculaires dans I'échantillon, par opposition a la masse "nominale" (le nombre de
protons et de neutrons) » (12). En effet, les spectrométres de masse sont discriminés
par leur résolution dont i) la basse résolution, les analyseurs sont les quadripbles ou
les pieges a ions ; ii) la haute résolution, les analyseurs sont le temps de vol (TOF),
détecteur par résonance cyclotronique a transformée de Fourier et I'Orbitrap (13,14).
En spectrométrie de masse, la résolution peut étre définie comme I'aptitude a séparer
2 pics de masse proche. Elle peut étre exprimée par le rapport entre la masse et la
différence de masse a la moitié de la hauteur de pic (figure 3). Cette approche permet
de distinguer une résolution d’environ 2000 pour la spectrométrie basse résolution et
d’une résolution d’environ 20000 pour la SMHR (15).
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Figure 3 : La résolution en spectrométrie de masse d’aprés Balogh MP (15)

Dans un spectre de masse, la résolution (R) est définie par le rapport de la masse
(M) sur la différence de masse a la moitié du pic (AM). FWHM : full width at half
maximum

Au laboratoire de Toxicologie du CHU de Lille, nous disposons d’un Xevo® G2-QTOF
(WATERS). Cet analyseur est composé d’un quadripble, d’'une chambre de collision

et d’'un tube de vol (Figure 4).

Tube de vol

] —

—_ (]
Nébuliseur LockSpray Réflectron — —

-] ]

- (-]

Nébuliseur de I'échantillon

Quadripdle ~
Lentille DRE

Cbne d'échan- ¢ .

tillonnage — |

Vanne " , , {:’ |
d'isolement — Ik j‘:'.

E— () p— | ] [
Hexapdle Cellule de collision T-Wave Pusher  Détecteur

Lentilles de transfert

Figure 4 : Schéma d'un QTOF d’apres Saint-Lary L. (16)

21

CORENTIN GRENIER / DES BIOLOGIE / THESE PHARMACIE



Les ions sortant de I'ESI entrent dans un hexapdle puis un quadripdle qui permet de
filtrer les masses en fonction de leur rapport m/z (16). Ce quadripdle est constitué de
4 électrodes cylindriques chargées 2 a 2 (positifs et négatifs). Un potentiel sinusoidal
est appliqué. Pour traverser l'analyseur, un ion positif sera attiré par I'électrode
chargée négativement, le potentiel de I'électrode va changer avant que l'ion se
décharge sur cette électrode, entrainant un changement de direction de l'ion qui
entrera en résonance (17). Les ions entrent dans la chambre de collision, ayant pour
fonction de fragmenter les ions par le phénoméne de CID décrit précédemment. Ces
ions néoformés sont ensuite séparés par le temps de vol qui consiste a propulser les
ions par une impulsion a haut volts dans un tube de vol. Le temps de vol mesuré
dépendra du rapport m/z de I'ion car I'énergie (E) et la distance (d) sont constantes
(figure 5). Les ions de petite taille auront un temps de vol plus faible que les ions de
grande taille (13,18) ce qui permet leur séparation. Les ions arrivent finalement au

niveau d’'un détecteur qui les convertira en un signal.

E =%(m.v?) v=d/t
m = 2E/v2 t = (m/2E)Y2d
m = (2E/d)*22

Figure 5 : Equation utilisée pour le temps de vol

m = masse ; E = énergie ; v = vitesse ; d = distance ; t = temps de vol
1.1.2.2.3.  Acquisition des données (screening non ciblé / mode MS¥)

Le but du screening non ciblé est de rechercher et d’identifier des molécules présentes
dans un échantillon. L’acquisition de données peut se faire de 2 fagons différentes :
en acquisition dépendante des données (DDA) ou en acquisition indépendante des
données (DIA).

En DDA, une fois le full scan terminé ('ensemble des ions sélectionnés par le
quadripble sont analyseés), les données sont analysées a nouveau en sélectionnant
dans le quadripdle, les ions dont I'intensité du signal dépasse un seuil préétabli. Ces
ions sont fragmentés dans la chambre de collision permettant la production de
fragments. L'inconvénient de la DDA est que les ions dont I'intensité ne dépasse pas
ce seuil, ne sont pas sélectionnés et sont donc non détectés, pouvant théoriquement

entrainer des faux négatifs (13,18).

A la différence de la DDA, la DIA sélectionne I'ensemble des ions compris dans la

gamme de masse sélectionnée ce qui permet de s’affranchir de I'intensité du signal.
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Le mode d’acquisition est le mode MS®€ (19) pour I'appareillage Xevo® G2-QTOF
(WATERS). Ce mode se fait en double acquisition dans une gamme de masse
prédéfinie (17,20) :

- Une acquisition des données a basse énergie (6 eV), permettant d’obtenir le spectre
de masse de I'ion moléculaire (fonction 1) ;

- Une acquisition des données a haute énergie (rampe de 10 a 40 eV) permettant
d’obtenir le spectre de fragmentation de I'ion moléculaire (fonction 2) (Figure 6) ;

Les signaux acquis sont calibrés par rapport a une masse de référence ou lock mass
(21,22). Cette lock mass est injectée en paralléle de I'échantillon et permet d’éviter une

erreur systématique sur la masse des composés (acquisition sur la fonction 3).

225.0991 (0.2 mDa)

1001
Fonction 1
SE'\_
5761012 (0 4 mDa)
|
0271028 (1.1 mDa ! ] !
] { ) 3511413 (6 MDa) gy |3np SE0BADE (17,2 1Da) 841897 o0 Lo oes 2755 0 4 e
100 o0 30 . ab0 s eoO . 700 8OO 900 1000
100 181.0729 (0.3 mDa)
2250987 (0.4 mDa) Fonction 2
]
DB I09 (12mDs) | | | | |
ol l 2271082 (3.4 mDa) 397 2321457 1674 51004 B33m03)  gng sosg s onin_ ee3 ei07 %1820
o0 200 300 400 s00 . @00 7o0 800 @00 1000

Figure 6 : Exemple des spectres de masse de la béta-hydroxyéthylthéophylline
(Etalon Interne (EI)) en fonction 1 et en fonction 2

masse exacte de la Béta-hydroxyethylthéophylline : 225.0991
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1.1.2.2.4.  Traitement des données
Pour permettre l'identification des molécules, il est nécessaire d’avoir une base de
données contenant les informations acquises dans les mémes conditions analytiques
telles que la masse exacte de l'ion moléculaire et de ses fragments spécifiques
obtenus apres la collision, le temps de rétention, la formule brute. De plus, le logiciel
de traitement de données est paramétré selon des critéeres d’acceptation
d’identification qui vont permettre de minimiser le nombre de faux positifs et de faux
négatifs (23). Ces criteres vont dépendre de l'instrument et du logiciel de traitement de

données et par extension vont étre propre a chaque laboratoire.

Au laboratoire de toxicologie du CHU de Lille, ces criteres sont définis dans la méthode
et reposent sur I'erreur de temps de rétention, I'erreur de masse exacte de I'ion parent,
la détection des fragments et l'aire sous la courbe (ASC) du pic chromatographique.
Le laboratoire dispose également d’'une base de données « maison » de spectre de

masse (24).
1.2. Accréditation et validation de méthode

1.2.1. Cadre réglementaire

Selon l'article L6221-1 du code de la santé publique « Un laboratoire de biologie

médicale ne peut réaliser d'examen de biologie médicale sans accréditation. » (25).

Selon l'arrété du 16 juillet 2020 définissant le cadre de l'accréditation mentionnée a
I'article L. 6221-1 du code de la santé publiqgue « Un laboratoire de biologie médicale
est considéré accrédité, [...] lorsque I'ensemble de ses lignes de portée sont
accréditées par linstance nationale d'accréditation [...]. Une ligne de portée
correspond a un ensemble d'examens de biologie médicale ayant des caractéristiques

communes mobilisant une méthodologie commune d'accréditation. » (26).

Le Comité frangais d’accréditation (Cofrac) est I'organisme chargé de délivrer les
accréditations aux structures intervenant dans I'évaluation de la conformité en France,
notamment les laboratoires de biologie médicale. Selon la procédure d’accréditation
des laboratoires de biologie médicale - Ministere des Solidarités et de la Santé publiée
le 06/07/2021 «[...] la ligne de portée est reglementairement considérée comme
accréditée dés lors qu’'un ou des examens représentatifs de la ligne de portée
considérée associant les compétences professionnelles communes (métrologie,
habilitation des personnels, etc.), sont accrédités par le Cofrac. [...] » (27). Le

screening toxicologique réalisé au laboratoire de toxicologie du CHU de Lille est basé
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sur le principe de la CL-SMHR. Cet examen fait ainsi parti de la ligne de portée BM PT
09 (28) et a été désigné par le laboratoire comme examen représentatif de cette ligne
de portée, et doit donc étre accrédité par le Cofrac. Puisque cette ligne de portée était
manquante a I'attestation d’accréditation, une demande d’extension d’accréditation a

été déposée en novembre 2021.

Les demandes d’accréditation des structures sont classées en 2 catégories (A ou B)
reposant sur le choix de la structure a mettre en ceuvre des méthodes a adopter
(portée A) ou a adapter/développer (portée B) (29). Le screening toxicologique est une
analyse a accréditer en portée B selon la norme NF EN ISO 15189 qui spécifie les
exigences de qualité et de compétence applicables en biologie médicale.

Le Cofrac met a disposition une documentation spécifique en santé humaine (SH) dont
les guides techniques d’accréditation (GTA). Le SH GTA 04 rev 01 est le guide
technique d’accréditation de vérification (portée A) / validation (portée B) des
méthodes de biologie médicale. Le SH GTA 06 rev 00 concerne le contrble qualité en

biologie médicale.

1.2.2. Validation d’'une méthode qualitative utilisant la spectrométrie de

masse

L’accréditation d’'une analyse nécessite une validation de la méthode. Ce processus
doit démontrer la qualité inhérente d’'une méthode analytique en biologie médicale

selon la norme NF EN ISO 15189 par des parametres de validation.

Concernant le screening toxicologique par CL-SMHR, les référentiels internationaux
et nationaux ne mettent pas a disposition de parameétres de validation a suivre
spécifiqguement pour cette analyse. Une adaptation des recommandations fournies par
ces organismes tels que I'agence européenne du médicament (EMA) (30) ou les
recommandations fournies par '’American academy of forensic Sciences standards
boards (ASB) (31) et le Scientific Working Group for Toxicology (SWGTOX) (32) est

nécessaire pour établir une stratégie de validation de méthode.

Le screening par CL-SMHR est une méthode qualitative dont les parametres les plus
important a tester sont la sensibilité/spécificite, la limite de détection et la
contamination (33). Pedersen & al. ont effectué une validation de méthode d’un
screening toxicologique par CL-SMHR en réalisant les parametres de validation
suivant : détermination de la limite d’identification (LOI) et de I'effet matrice (34). Will

et al. ont proposé des parametres de validation pour les méthodes qualitatives utilisant
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la CL-SMHR dont la sensibilité/spécificité, I'effet matrice, la limite d’identification (LOI),

la stabilité et la contamination (35,36).

Le screening toxicologique étant une analyse de plus en plus présente dans les
laboratoires de biologie médicale notamment hospitaliers et dans un but
d’harmonisation des méthodes, la Société Francaise de Toxicologie Analytique (SFTA)
et la Société Francaise de Biologie Clinique (SFBC) ont effectué un travail commun
sur les recommandations d’accréditation du screening toxicologique selon la norme
NF EN ISO 15189 (1).

1.2.3. Recommandations SFBC-SFTA

1.2.3.1. Phase pré-analytique

1.2.3.1.1. Echantillons
« La procédure de validation doit étre réalisée a partir de toutes les matrices
biologiques (ou non biologiques) soumises a analyse en routine au laboratoire. Des

protocoles du type « équivalence » de matrices pourront étre appliqués. » (1).

Pour valider la méthode, des solutions pures issues de matériaux de référence certifiés
sont préconisées. Cependant, si le laboratoire ne peut disposer de ces derniéres, des
solutions obtenues, soit apres pesée de poudres pures mises en solution dans un
solvant adéquat, soit a partir de solution pharmaceutique pour préparation injectable

peuvent étre utilisées (1).

1.2.3.1.2. Renseignements cliniques

« Toutes les informations nécessaires a l'interprétation doivent étre disponibles avec
I'échantillon. Idéalement, pour une prestation de conseil adaptée, il est nécessaire de
disposer des éléments suivants :

- Contexte clinique et symptomatologie ;

- Traitements médicamenteux éventuels ;

- Composés suspectés d’avoir été absorbés ;

- Administrations thérapeutiques apres la prise en charge médicale ;

- Date et heure supposée de I'intoxication. » (1).
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1.2.3.2. Phase analytique

1.2.3.2.1. Limite de détection

« La limite de détection pour chaque composé pourra étre déterminée de différentes
manieres :

- en appliqguant une procédure déja accreditée pour des méthodes quantitatives ;

- au minimum sur 3 jours de test non consécultif, la valeur retenue correspondra a la
plus petite concentration qui aura pu étre systématiquement détectée. » (1).

Sur ce dernier point, la plus petite concentration correspondra a celle qui respecte
'ensemble des criteres d’identification (cf. la partie traitements de données),
correspondant a la LOI (34). Elle concernera au moins 50 composés distincts
(médicaments et/ou produits stupéfiants) représentants d’au moins 5 familles
thérapeutiques distinctes. Le niveau de la LOI sera adapté aux concentrations
thérapeutiqgues ou toxiques établies consensuellement. Les classes chimiques ou
pharmacologiques a privilégier sont les benzodiazépines, les antidépresseurs, les
bétabloquants, les antidiabétiques, les antiépileptiques, les antiarythmiques, les

produits stupéfiants, les antalgiques, anesthésiques (1).

1.2.3.2.2.  Contamination inter-échantillons
La recommandation est d’analyser « un échantillon blanc matrice suivi de trois
échantillons dans la matrice contenant les composés a des concentrations
significatives (au moins égales a vingt fois la LOI) puis de ré-analyser un échantillon

blanc matrice en vérifiant 'absence de signal ou d’un signal inférieur a la LOI. » (1).

1.2.3.2.3.  Contréle interne de qualité (CIQ)
Le CIQ doit étre réalisé a partir d’'une matrice biologique et contenir un mélange de
molécules « selon une périodicité adaptée a l'activité du laboratoire de maniére a
contrler les performances analytiques de Il'appareil analytique utilisé pour le

screening. [...] Le CIQ doit comporter au minimum 10 composeés :

- Représentants d’au moins cing familles thérapeutiques différentes (et une
présence recommandée des produits stupéfiants) ;

- dont les temps de rétention couvrent 'ensemble du chromatogramme ;

- a des concentrations faibles et plus élevés, en lien avec les concentrations
thérapeutigues et/ou toxiques des composeés ;

- dont la distribution du rapport masse/charge est large (classiquement entre 50
et 700) ;
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- permettant de vérifier une analyse réalisée avec une ionisation en mode positif

et/ou en mode négatif, simultanément ou non. » (1).

1.2.3.2.4.  Etalon interne
« Au minimum, 2 étalons internes devront étre ajoutés a I'’échantillon. Le choix des El
se fera en fonction de leur nature (molécule exogene, non thérapeutiques) et

encadrant le chromatogramme. » (1).

1.2.3.3. Phase post-analytique

« L'interprétation des résultats doit prendre en compte divers parametres liés a la
nature des composés comme linstabilité in vitro ou leur métabolisme ou liés aux
renseignements cliniques. Pour une demande de screening toxicologique qualitatif, un
résultat pourra étre rendu sous forme de « composé non détecté » ou « inférieure a la
LOI » uniquement pour les composés pour lesquels une LOI a été déterminée. Pour
les composés ne disposant pas de LOI, seule leur présence pourra étre précisée sur
le compte-rendu. Le laboratoire pourra mettre a disposition un document aux

prescripteurs mentionnant les molécules dont la LOI aura été établie. » (1).

1.2.4. COFRAC - SH GTA 04

«Ce guide contient les recommandations reconnues par le Cofrac comme étant
appropriées pour répondre aux exigences des normes NF EN ISO 15189, NF EN I1SO
17025 et NF EN ISO 22870, ainsi qu’aux documents COFRAC SH REF 02 rev 06 et
SH REF 08 rev 06 (37).

Ce document n’envisage que la phase analytique en termes de validation de méthode.
Il permet I'élaboration d’'une procédure de validation qui doit contenir :

- La présentation du processus analytique (étape, méthode, élément a valider) ;

- La maitrise des risques ;

- La détermination des criteres de performances (figure 1) ;

- Ladétermination des spécifications ou limites acceptables (objectifs a atteindre

de ces critéres) ;

- La vérification bibliographique ;

- Le plan d’expérience et mise en ceuvre expérimentale dans le laboratoire

- La compilation et le traitement statistique des données obtenues ;

- Laconclusion et la décision quant a la validation opérationnelle de la technique,

au regard des spécifications (limites acceptables initialement fixées).
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Le Cofrac met a disposition un document synthétisant cette validation de méthode, le
SH FORM 43. (37).

Tableau 1 : Performances a évaluer lors d'une vérification/validation de méthode
guantitative ou qualitative (SH GTA 04 rev 01).

Vérification (portée A) Validation (portée B)
CRITERES A EVALUER Méthode Méthode Méthode Méthode
quantitative qualitative | quantitative | qualitative
Fidélité (répétabilité et fidélité . : N
intermédiaire) Essai Essai Essai lfm
Justesse/exactitude (approche) Essai Essai Essai &2 Essai
Maitrise des ~4  Maitrise des
Incertitudes/facteurs de . . AN
variabilité et évaluation Essal facteurs do o N
variabilité PRADN variabilité
Comparaison avec méthode déja RNESP
utilisée au laboratoire ou autre A<,
méthode du laboratoire (appareil Essai Essai o |\ Essai
en miroir’, EBMD) et analyse des AN
discordances™ < g
Intervalle de mesure P 0
(Limite de quantification et Bibliographie | (( )Y Essai /
limites de linéarité)
Interférences (lipémie, AP
hémoglobine plasmatique, Bibliog@pbiév Bibliographie Essai Essai
bilirubine, médicaments, _..)
g‘;,";‘;",',g’;""" v echandions: Bibliographie | Bibliographie |  Essai Essai
Robustesse _ | “\Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
Stabilité réactifs (aprés v : s A ,
ounvertixe, em barqués){ O Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
(& Bibliographie
’ £ {fournisseur ou
ZZA\S autre, s’assurer
g';;g,’;g‘ de (RIS (valolts de la Bibliographie |  Essai Essai
. cohérence
\PA avec |'état de
\\ l'art)
Limite de détection / Bibliographie / Essai
Speécificité/sensibilite 2 3 o
analytique / Bibliographie / Essai
Le dossier doit conclure sur l'avis d'aptitude’’ de la méthode ou du systéme analytique.
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2. Travaux personnels

2.1.Objectifs
L’objectif de ce travail est de réaliser la validation d'une méthode de screening
toxicologique dans le sang et l'urine par chromatographe liquide couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution, pour répondre aux exigences
reglementaires d’accréditation pour le laboratoire selon la norme NF EN ISO 15189.
Les parametres de validation de méthode et les molécules incluses ont été choisis en
fonction des recommandations de la SFTA-SFBC et de l'appareillage utilisé. La
réalisation des tests pour la validation de méthode a été effectuée dans les conditions
de travail du laboratoire, selon la procédure établie concernant le pré-analytique,

I'analytique et le post-analytique, et installée en routine hospitaliére depuis 2020.
2.2.Matériel et méthode

2.2.1. Méthode de screening toxicologique

La méthode de screening toxicologique utilisée a été développée au sein du
laboratoire de Toxicologie du CHU de Lille. L’'identification de composés est basée sur
une bibliotheque de référence adaptée a la méthode utilisée, comprenant le nom, la
formule brute, le temps de rétention et les fragments spécifiques de chaque molécule
(24). Cette bibliotheque comprend environ 1700 molécules (composés meéres ou
métabolites).

2.2.2. Echantillons

Les molécules intégrées dans la validation de méthode sont composées de principes
actifs de spécialités pharmaceutiques qui peuvent étre accompagnés d’un ou plusieurs
métabolites. lls sont disponibles sous forme de 6 panels fournisseurs et 1 panel
« maison » de composés regroupés selon leur classe pharmacologique ou chimique
(liste détaillee en Annexe 1). Chaque panel présente 2 niveaux de concentrations

(niveau 1 et niveau 2) :

- Antiarythmiques, panel Mass Tox (Chromsystems), 25 molécules ;

- Antidépresseurs, panel Recipe (RECIPE Chemicals), 37 molécules ;

- Antidépresseurs tricycliques, panel Recipe (RECIPE Chemicals), 15 molécules ;
- Antiépileptiques, panel Mass Tox (Chromsystems), 29 molécules ;

- Benzodiazépines et ses apparentées, panel Recipe (RECIPE Chemicals), 35

molécules ;
- Neuroleptiques, panel Recipe (RECIPE Chemicals), 28 molécules ;
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- Amphétamines et ses dérivés, Opiacés/Opioides et Cocaine et ses métabolites
(AOC), panel « maison » a base de standards sous forme de poudres (EUROMEDEX,
LGC Standards), 20 molécules.

Ainsi, un total de 189 molécules a été testé a partir de ces 7 panels.

Les panels antidépresseurs, antidépresseurs tricycliqgues, antiépileptiques,
benzodiazépines et neuroleptiques permettent la validation dans la matrice sérum. Les
échantillons de sérum lyophilisé sont reconstitués par 1 mL d’eau distillée. Ensuite des

aliquots de 200 pL ont été réalisés et conservés a -20 °C.

Le panel AOC est disponible sous forme d’'une solution mere méthanolique de ces 3
familles pharmacologiques a une concentration de 1000 upg/L. Ce panel permet la
validation dans les matrices sérum et I'urine. A partir de la solution mere, 5 mL de
solutions filles a 2 niveaux de concentrations ont été constituées (niveau 1 a 50 ug/L
et niveau 2 a 100 pg/L) a partir de blanc sérum fourni par I'Etablissement Francgais du
Sang et des urines choisies par une absence de détection de molécules au screening

toxicologique. Ensuite des aliquots de 200 L ont été réalisés et conservés a -20 °C.

2.2.3. Pré-analytique

A 100 pL d’échantillon sont ajoutés 100 puL de solution méthanolique d’El pour
screening (méthylclonazépam a 1,25 mg/L et la béta-hydroxyéthylthéophylline a 16
mg/L) et 400 pL d’acide sulfosalicylique 3% permettant la précipitation des protéines.
La préparation est vortexée puis centrifugée a +4°C, a 14000 tour/min pendant 10
minutes. 200 uL de surnageant est transféré dans un vial. Le volume d’injection est
fixé & 75 pL.

2.2.4. Appareillage

Ce travail a été réalisé a partir de la méthode décrite dans les travaux de Richeval C.
(17).

2.2.4.1. Chromatographie

Ce procédé analytique est composé de deux étapes. Une premiére étape permettant
I'extraction en phase solide (SPE) en mode online. Le mode online est défini par
I'injection de I'’échantillon dans la colonne chromatographique directement apres
I'extraction. 1l est a distinguer avec une SPE en mode offline ou une étape
d’évaporation de I'échantillon est nécessaire avant I'analyse (38). Le but de la SPE est

de « nettoyer I'échantillon » permettant de réduire I'effet matrice (39). La seconde
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étape est une séparation chromatographique a proprement dite. Les colonnes

analytiques sont thermostatées a 50°C et le temps d’analyse est de 18 minutes.

2.2.4.1.1. Extraction en phase solide
L’échantillon est injecté dans une colonne OASIS® (2,1 x 30 mm, 20 ym) (WATERS)
éluée par un gradient de phase mobile composé d’eau avec un tampon ammoniaque
a 0,2% (A2) et de méthanol (B2) (Tableau 2).

Tableau 2 : Gradient de PM appliqué pendant la SPE en mode ONLINE

Temps (min) Débit (mL/min) A2 (%) B2 (%)
0,5 2,0 100 0
1,0 0,2 100 0
5,0 0,2 0 100
14,0 2,0 0 100
14,2 2,0 100 0
18,0 2,0 100 0
2.2.4.1.2. Séparation chromatographique

La séparation chromatographique est réalisée grace a une colonne ACQUITY HSS
C18(150 x 2 mm, 1,8 um) (WATERS) élué par un gradient de la phase mobile composé
de tampon formiate d’ammonium a 5 mM pH 3 (A1) et d’acétonitrile contenant 0,1%
d’acide formique (B1) (Tableau 3).

Tableau 3 : Gradient de PM appliqué pendant la séparation chromatographique

Temps (min) Débit (mL/min) Al (%) B1 (%)
0,5 0,4 97 3
4,2 0,4 70 30
9,0 0,4 50 50
9,5 0,4 0 100
14,0 0,4 0 100
16,0 0,4 97 3
18,0 0,4 97 3
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2.2.4.2. Parameétres de spectrométrie de masse

La détection est réalisée par un Xevo® G2-QTOF (WATERS). Les parametres de la
spectrométrie de masse sont les suivants : le mode d’ionisation est 'ESI+, la tension
du cbne est de 20 V, la température de la source est de 140 °C, la température de
désolvatation est de 500 °C, le débit de gaz de désolvatation (azote) est de 900 L/h,

le gaz de collision est I'argon.

L’acquisition des données est réalisée en mode MS® par le logiciel Mass Lynx®
(version 4.1). Les conditions sont les suivantes :

- Fonction 1: la gamme de masse est de 100 a 1000 m/z sans énergie de
collision (molécule sans la fragmentation) ; Le temps de balayage est de 0,2
seconde ;

- Fonction 2 : la gamme de masse est de 50 a 1000 m/z avec une rampe de
collision de 10 a 40 eV (permet de former les fragments spécifiques de la
molécule d’intérét) ; Le temps de balayage est de 0,2 seconde ;

- Fonction 3 : Lock mass : la gamme de masse est de 50 a 1000 m/z ; Le temps

de balayage est de 1,0 seconde.

2.2.5. Interprétation des résultats

Les données acquises sont comparées aux données de référence de la méthode,
réunissant dans une bibliothéque les données de masse exacte, fragmentation, et
temps de rétention pour chaque composé indexé dans la bibliotheque créée au sein

du laboratoire. Ainsi, un composé est identifié lorsque les criteres suivants sont réunis

- Masse exacte mesurée (fonction 1): +/- 0,01 Dalton (Da) masse exacte
attendue ;

- Fragments (fonction 2) : +/- 0,01 Da masse exacte attendue ;

- Temps de rétention : +/- 0,35 minute temps de rétention attendue ;

- ASC: =1000.

Ces critéres d’identification sont nécessaires pour limiter les faux positifs (FP) ou les
faux négatifs (FN). En effet, une fenétre large de détection pour la masse exacte (40),
le temps de rétention (20) et ’ASC accroit le nombre de FP. Tandis qu’une fenétre de

détection plus étroite accroit le nombre de FN.
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Tableau 4 : Exemple de résultat obtenu avec le logiciel Mass Lynx®

Mame Trace Found Mas=( Error (mDa)| Pred RT RT Area
Beta hydroxyvethyl theophylline El 2250985 2250930 0.3 343 3.5 111116
Methyl Clonazepam El 3300645 3300652 nr 9.10 9.24 G2528

Légende : Trace : masse exacte théorique ; Found Mass : Mass exacte mesurée ;
Error (mDa) = Found Mass — Trace ; Pred RT : Temps de rétention théorique ; RT :

Temps de rétention mesuré ; Area : Aire sous la courbe.
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Figure 7 : Exemple d’'un chromatogramme de la béta-hydroxyéthylthéophylline (EI)
extrait du logiciel Mass Lynx®

2.2.6. Protocole expérimental

La premiere partie de ce travail était de tester chague panel a différents niveaux : un
niveau 1 et niveau 2 ; et des dilutions au % de niveau 1, au %2 de niveau 1 et au %2 de
niveau 2. Cela a permis dobserver 'ASC de chaque molécule a différentes
concentrations. La seconde étape a été de tester les différents parametres de
validation : la répétabilité, la fidélité intermédiaire et la LOI. Lors de ces tests, un
échantillon blanc (contenant uniquement du méthanol) est analysé avant le premier
test et aprés le dernier test. Cela permet de constater une contamination en amont ou

en aval de la séquence. Apres chaque analyse, les résultats sont présentés sous la
34

CORENTIN GRENIER / DES BIOLOGIE / THESE PHARMACIE




forme d’un ratio : ASC de 'analyte / TASC du méthylclonazépam (EI). Cela a permis
de s’affranchir de la variation des performances analytiques au cours du temps (30)
notamment pour la fidélité intermédiaire et la LOI.

2.3.Résultats
Un total de 564 analyses a été réalisé (417 tests de panel et 147 blancs). Parmi les
189 molécules testées, 136 molécules ont respecté les critéres d’identification (dont
'’ASC supérieure a 1000) et ont pu étre retenues dans la validation de méthode. 53
molécules n’ont pas été retenues, notamment en cas d”’impossibilité de détecter ces
composés par CL-SMHR, ou lorsque les critéres d’identification décrits précédemment
ne sont pas atteints (Annexe 4 et 5).
Tableau 5 : Molécules incluses par panel dans la validation de méthode avec leurs

caractéristiqgues chromatographiques (temps de rétention) et physico-chimiques
(masse exacte)

Panels RapportMIP | G lention (min) | exacte (DB
Antiarythmiques 19/25 (76%) 2,92a10,58 1(37451951(:)%’3(,)661
Antidépresseurs 29/37 (78%) 3,89 48,64 12;902524&1
e | sgay | emasn | i
Antiépileptiques 16/29 (55%) 3,49 238,00 135?51123?26a

ctses apparentses | 228(@2%) | 38821058 | %3 ch
Neuroleptiques 20/28 (71%) 3,2329,36 2227lff§0a
AOC 19/20 (95%) 2,28 48,10 phpai

Légende : Ratio : M/P avec M : nombre de molécules incluses dans la validation de
méthodes et P nombre de molécules dans le panel

2.3.1. Fidelité

La fidélité d’'une procédure analytique exprime I'étroitesse de I'accord entre une série
de mesures obtenues a partir de plusieurs prises d’essai d'un méme échantillon dans
les conditions de la procédure analytique. Elle est notamment caractérisée par :
- la répétabilité : résultats obtenus successivement dans des conditions
identiques (permet d’évaluer le pré-analytique) ;
- lafidélité intermédiaire : résultats obtenus successivement dans des conditions

différentes. Les parameétres variables peuvent étre 'opérateur ou le temps. En
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effet, pour cette validation de méthode, la fidélité intermédiaire a été déterminée
sur des jours différents.
L’évaluation de ces paramétres a été effectuée sur un nombre d’échantillons n =5 et

sur les deux niveaux de concentrations des molécules testées (Annexe 1).

Le coefficient de variation (CV) exprimé en pourcentage a permis de qualifier ces
parameétres. Un CV inférieure a 20% est le seuil d’acceptabilité (32).

CV (%) = E><1I'J[fl
M

Figure 8 : Calcul du CV
ET pour écart-type et M pour moyenne

2.3.2. Limite d’identification

Dans le cadre de cette validation, la plus petite valeur mesurande est une ASC a 1000
(critere d’identification). Pour évaluer ce parameétre, des dilutions ont été effectuées
sur le niveau 1 de chaque panel (tableau 6). Chaque dilution a été effectué dans un
blanc matrice (blanc sérum ou blanc urine). Les niveaux de dilution ont été choisis en

fonction de la réponse analytique de chaque molécule au niveau 1 de concentration.

Tableau 6 : Dilutions effectuées en fonction du panel

Dilutions du niveau 1

Panel

1/100 1/50 1/20 1/10 1/5 1/4 1/2

Anti arythmiques

Antidépresseurs
Antidépresseurs
tricycliques
Antiépileptiques

Benzodiazépines

Neuroleptiques
AOC
Légende : Rouge : dilution non réalisée ; vert dilution réalisée
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2.3.3. Tableaux de résultats

Ce tableau présente les résultats des parameétres de validation testés dans le sérum pour les panels anti arythmiques, antidépresseurs,

antidépresseurs tricycliques, antiépileptiques, benzodiazépines, neuroleptiques et dans le sérum et I'urine pour le panel AOC.

Tableau 7 : Résumé des résultats de la validation de méthode

Anti arythmiques
Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI : ASC > 1000
Molécules ] ] ] ] cVv ]
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (ug/L)

Acebutolol (SECTRAL) 6,2 3,5 6,9 11,0 12,3 13,7
Amiodarone (CORDARONE) 15,9 13,1 26,5 30,3 26,5 672,0
Amiodarone-M (Desethyl) 13,8 19,4 18,8 19,2 18,8 766,0
Aprindine 6,0 4,3 7,6 8,4 18,7 7,8

Atenolol (TENORMINE) 5,6 6,2 17,6 21,3 13,7 35,7
Bisoprolol (DETENSIEL) 7,2 3,7 4,7 4.4 14,1 10,6
Disopyramide (RYTHMODAN) 6,3 7,0 18,1 21,9 20,3 24,4
Flecainide (FLECAINE) 7,3 4,1 59 7.4 17,9 17,9
Flunarizine (SIBELIUM) 8,1 9,7 6,1 5,2 6,1 2740
Hydroquinidine (SERECOR) 10,3 4,7 7,3 14,0 19,6 58,3
Lidocaine (XYLOCAINE) 7.8 50 18,0 28,8 29,0 13,7
Metoprolol (LOPRESSOR) 7.5 55 10,3 17,2 15,1 16,9
Mexiletine (MEXILETINE) 7.9 3,7 8,9 9,6 20 26,5
Propafenone (RYTHMOL) 6,2 6,4 5,2 9,2 12,8 16,0
Propranolol (AVLOCARDYL) 6,2 50 2,7 6,6 20,6 11,4
Quinidine 6,4 3,8 10,9 16,5 10,3 42,1

Sotalol (SOTALEX) 7.4 6,4 16,2 18,1 11,7 44,6
Verapamil (ISOPTINE) 6,1 4.9 3,5 6,4 13,4 11,3
Verapamil-M (N-desmethyl) 7,3 11,3 5,8 7,3 18,1 20,2
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Antidépresseurs
Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI : ASC > 1000
Molécules ] ] ] ] cv ,
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (pg/L)
Acide ritalinique 8,9 4,0 14,3 52 22,6 30,5
Agomelatine (VALDOXAN) 6,4 51 13,3 9,2 21,0 14,6
Bupropion (ZYBAN) 6,7 9,1 18,4 10,4 12,1 11,9
Hydroxybupropion-M (Hydroxy) 6,9 3,9 20,3 15,3 18,1 8,4
Citalopram (SEROPRAM) 6,5 52 15,2 9,2 13,0 49
Citalopram-M (Desmethyl) 6,5 4,3 15,1 9,7 12,8 53
Clomethiazole (HEMINEURINE 2004) 9,3 54 15,0 6,0 15,0 511,0
Dosulepine (PROTHIADEN) 51 2,2 12,2 8,5 16,6 8,9
Fluoxetine (PROZAC) 7.4 1,7 15,4 13,7 21,9 10,3
Fluoxetine-M (Desmethyl) 12,4 55 36,4 21,8 36,4 113,0
Fluvoxamine (FLOXYFRAL) 11,7 7,3 19,8 12,2 15,1 10,4
Methylphenidate (RITALINE) 8,7 7.5 17,2 7.4 15,8 5,2
Miansérine (ATHYMIL) 6,4 3,8 15,0 10,5 15,0 6,4
Miansérine-M (Desmethyl) 7,4 4,8 13,2 9,4 11,2 15,6
Milnacipran (IXEL) 6,8 50 19,7 15,5 15,5 3,5
Mirtazapine (NORSET) 9,8 4,0 13,9 6,7 11,7 7,3
Mirtazapine-M (Desmethyl) 7,8 4,5 16,5 8,2 11,8 7,1
Moclobemide (MOCLAMINE) NO6A 6,4 4,1 13,8 8,8 10,3 9,5
Nefazodone 8,4 3,1 11,8 7.8 14,3 19,9
Opipramol 7,2 45 17,1 10,8 12,6 5,7
Paroxetine (DEROXAT) 11,0 6,5 14,4 8,7 25 21,2
Reboxetine (EDRONAX) 6,5 4,1 17,6 12,6 14,5 7.5
Tianeptine (STABLON) 6,3 4,2 14,2 10,1 45 16,4
Tramadol (TOPALGIC) 6,4 4,0 16,0 9,8 18,1 4,7
Tramadol-M (O-Desmethyl) 6,8 4,0 15,5 8,8 17,9 3,3

38

CORENTIN GRENIER / DES BIOLOGIE / THESE PHARMACIE



Trazodone 5,6 54 13,3 8,8 13,1 11,4
Venlafaxine (EFFEXOR) 6,7 3.9 14,9 8,8 12,9 3,5
Venlafaxine-M (O-desmethyl) 6,6 4,0 16,2 8,6 6,6 55
Vortioxetine (BRINTELLIX) 10,7 4,7 6,4 7.2 6,4 22,8

Antidépresseurs tricycliques
Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI: ASC > 1000
Molécules . . . . CVv .
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (pg/L)

Amitriptyline (LAROXYL) 3,3 4,5 9 7.9 11 11,5
Amitriptyline-M (Nortriptyline) 4,2 6,4 9,3 9,3 9,3 67,1
Clomipramine (ANAFRANIL) 4,7 5 7,2 6,3 7,2 80,7
Clomipramine-M (N-Desmethyl) 3,7 4,3 10,1 7,6 10,1 78,4
Doxepine (QUITAXON) 31 5,3 14,4 71 14,4 50,0
Doxepine-M (Desmethyl) 5,6 5,6 14,3 7,4 14,3 54,9
Imipramine (TOFRANIL) 5 6,1 12 6,2 21,3 11,0
Imipramine-M (Desipramine [NORPRAMINE]) 5 5,6 9,5 4 9,5 64,7
Maprotiline (LUDIOMIL) 5,2 8,4 9,6 6,9 9,6 84,4
Trimipramine (SURMONTIL) 1,6 6,8 13,1 54 17,6 22,4
Trimipramine-M (Desmethyl) 75 6,2 12,1 45 23,1 12,0

Antiépileptiques
Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI : ASC > 1000
Molécules ] ] ] ] cVv ]
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (ug/L)

10-OH-Carbamazépine 2,1 5,6 12,9 5,8 3,0 807,0
Carbamazepine (TEGRETOL) 2,0 3,9 10,8 6,4 19,4 31,0

Carbamazépine-10,11-epoxide 2,2 6,9 11,7 27,3 11,7 1110,0
Carbamazépine-Diol 2,3 7,0 12,0 49 12,0 913,0
Oxcarbazepine (TRILEPTAL) 2,0 6,6 10,4 6,5 14,9 48,4

Felbamate (TALOXA) 2,8 6,3 13,4 7,7 28,9 2870,0
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Lacosamide (VIMPAT) 3,5 6,3 14,3 6,6 12,4 182,0
Lamotrigine (LAMICTAL) 2,4 6,2 12,4 9,2 13,7 32,4
Levetiracetam (KEPPRA) 25 6,6 14,5 10,7 15,4 165,0
Rufinamide (INOVELON) 3,0 57 11,6 7,2 24,1 74,7

Gabapentine (NEURONTIN) 15 5,2 23,2 19,1 12,4 402,0
Pregabalin (LYRICA) 6,9 8,0 31,9 49,3 31,9 1250,0

Tiagabine (GABITRIL) 3,6 3,9 47,9 13,6 47,9 39,1

Phenytoine (DILANTIN) 2,6 7,7 10,9 4,8 13,7 6,0

Primidone-M (PEMA) 2,2 5,6 10,4 7.8 9,9 197,0
Brivaracetam (BRIVIACT) 2,2 51 12,7 8,6 8,6 793,0

Benzodiazépines
Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI : ASC > 1000
Molécules ) . . . Ccv .
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (ug/L)

Alprazolam (XANAX) - 8,9 - 16,0 16,0 53,2

Bromazepam (LEXOMIL) - 10,1 - 19,5 19,5 322,0
Chlordiazepoxide (LIBRAX) 7 6,8 10,6 14,0 10,6 630,0

Clobazam (URBANYL) 6,7 53 15,3 16,3 15,3 95,7
Clobazam-M (Desmethyl) 57 14,4 20,7 16,8 20,7 827,0
Clonazepam-M (7-amino) 10,2 8,6 14,8 15,4 14.8 15,6

Diazepam (VALIUM) 3,7 13,7 10,7 12,3 10,7 312,0
Diazepam-M (Nor [NORDAZ] ) 7 4.7 15,2 12,8 15,2 226,0
Estazolam (NUCTALON) 8,2 7,3 17,6 12,9 17,6 130,0
Flunitrazepam (ROHYPNOL 2013) - 51 - 6,1 6,1 50,9
Flunitrazepam-M (7-amino) 7,7 7,3 9,7 13,3 9,7 14,7
Flurazepam 6,3 7,2 11,4 11,9 11,4 47,6
Midazolam (HYPNOVEL) 8,3 6,2 6,5 13,5 6,5 32,5
Midazolam-m (alpha-OH) 57 8,4 17,9 17,9 17,9 57,3
Nitrazepam (MOGADON) - 7,2 - 15,9 15,9 134,0
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Nitrazepam-M (7-amino) 51 6,8 19,8 17,4 19,8 60,3
Oxazepam (SERESTA) 11,6 6,8 21,0 15,8 21,0 338,0
Prazepam (LYSANXIA) 8,8 9,4 21,7 8,2 21,7 264,0
Temazepam (NORMISON) 55 3,7 13,3 6,6 13,3 230,0
Tetrazepam (MYOLASTAN) 4,7 7 14,7 7,7 14,7 133,0
Zaleplon 9,9 5,2 25,5 22,4 25,5 26,4
Zolpidem (STILNOX) 6,5 8 10,8 9,5 10,8 116,0

Neuroleptiques

Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI : ASC > 1000
Molécules ] ] ] ] cVv ]
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (ug/L)

Amisulpride (SOLIAN) 5,3 7,1 10,0 6,5 16,5 13,5
Aripiprazole (ABILIFY) 10,1 6,9 27,6 23,3 27,6 212
Chlorpromazine (LARGACTIL) 4,9 4,4 11,2 10,9 11,2 74,3
Chlorprothixene (CLOXAN) 4.8 3,3 11,4 11,2 11,4 72,9
Clozapine (LEPONEX) 4,8 6,6 9,4 7,1 22,3 23,5
Clozapine-M (Desmethyl) 6,2 6,1 12,3 10,6 22,2 36,8
Levomepromazine (NOZINAN) 7,3 4,8 7,3 5,6 23,5 26,05
Melperone (BURONIL) 5,2 6,6 7.8 8,3 16,4 8,22
Olanzapine (ZYPREXA) 6,2 6,7 11,8 6,2 13,8 14,95
Olanzapine-M (N-Desmethyl) 5,2 6,8 13,5 7,8 13,5 29,7
Paliperidone (INVEGA) 4.7 6,6 11,8 10,7 11,8 26,3
Perazine 9 52 11,7 8,8 12 18,9

Pipamperone (DIPIPERON) 53 6,5 14,0 8,5 16,2 25
Promethazine (PHENERGAN) 6,8 3,9 8,6 7,2 8,6 22,9
Prothipendyl (DOMINAL) 57 6,4 10,5 9,2 10,5 11,9
Quetiapine (XEROQUEL) 4.4 6,1 10,0 7,0 33,3 14,2
Quetiapine-m (Nor) 4,7 52 13,0 9,8 13 70,2
Risperidone (RISPERDAL) 55 6,5 10,9 9,6 12,8 12,9
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Sulpiride (DOGMATIL) 4,3 53 11,8 6,9 13 11,25
Thioridazine 7,8 3,2 7,2 6,9 25,7 40,3
AOC - Sérum
Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI : ASC > 1000
Molécules ] ] ] ] cv ,
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (pg/L)
Amphetamine 6,9 11,4 12,4 7,9 17,3 50
MDA 7,3 10,6 11,9 9,3 11,9 50
MDEA 11,5 10,7 13,4 11,2 18,1 5
MDMA 6,4 9,0 12,5 12,9 17,8 5
Methamphetamine 6,6 9,4 14,6 14,2 19,0 5
Ephedrine Pseudoephedrine (EPHEDRINE) 5,8 12,5 14,6 14,3 21,0 5
X-MMC (x-Methylmethcathinone) 5,0 11,4 14,2 13,7 17,2 5
Cocaine 10,7 10,4 13,3 14,1 14,4 10
Cocaine-M (Benzoylecgonine) 59 10,6 13,5 11,2 13,4 10
Cocaine-M (Cocaethylene) 8,6 11,5 9,2 13,3 15,9 10
Cocaine-M (Ecgonine methyl ester) 57 10,9 7,6 12,3 26,9 5
Codeine (NEOCODION) 7,0 14,5 12,1 12,6 21,8 10
Heroine-M (6-MAM) 7,7 11,7 14,0 10,4 13,9 25
Morphine 10,4 9,3 12,5 14,1 15,1 10
Oxycodone (OXYCONTIN) 7,6 12,2 11,0 9,2 12,6 10
Oxycodone-M (Nor) 6,8 12,7 11,0 6,3 11,0 50
Pholcodine (BIOCALYPTOL) 8,9 9,5 13,3 13,1 23,9 10
Methadone (METHADONE) 8,7 9,5 14,7 11,7 21,3 2,5
Methadone-M (EDDP) 8,0 10,3 13,4 9,8 12,9 5
AOC - Urine
Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI : ASC > 1000
Molécules ] ] ] ] cV ]
CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) | CV Niveau 1 (%) | CV Niveau 2 (%) (%) Concentration (pg/L)
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Amphetamine 8,8 12,2 17,3 19,8 17,3 50

3 ,4-Méthylénedioxyamphétamine (MDA) 10,9 9,0 29,5 21,7 29,5 50
3,4-Methylened|o(x|\>|/—DNE—A(\a)thylamphetam|ne 6.2 9.8 15.4 15.8 15.4 50
3,4—Methylened(|'\(jl>8/|\r/ln§)thamphetamme 83 12.8 17.6 19,4 17,6 50
Methamphetamine 8,2 12,8 17,2 11,5 17,2 50

Ephedrine Pseudoephedrine (EPHEDRINE) 10,8 12,3 15,9 12,7 15,9 50
Xx-MMC (x-Methylmethcathinone) 7,5 10,7 15,4 16,8 15,4 50
Cocaine 5,6 7.8 12,6 18,8 12,6 50

Cocaine-M (Benzoylecgonine) 49 111 13,5 20,3 13,5 50
Cocaine-M (Cocaethylene) 6,2 6,4 11,6 11,3 11,6 50
Cocaine-M (Ecgonine methyl ester) 12,2 3,9 22,9 27,2 22,9 50
Codeine (NEOCODION) 10,4 12,2 14,3 9,5 14,3 50
Heroine-M (6-MAM) 11,3 11,1 14,2 10,2 14,2 50

Morphine 8,9 7,6 15,9 10,1 15,9 50

Oxycodone (OXYCONTIN) 8,9 12,9 11,4 8,7 11,4 50
Oxycodone-M (Nor) 8,5 11,9 12,9 9,2 12,9 50
Pholcodine (BIOCALYPTOL) 7.9 4,6 21,4 16,4 21,4 50
Methadone (METHADONE) 51 4,4 12,2 13,9 12,2 50
Methadone-M (EDDP) 4,6 7,1 11,9 11,7 11,9 50
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Le tableau 8 représente la proportion de molécules respectant les critéres de validation

de la répétabilité, de la fidélité intermédiaire et de la LOI exprimées par le CV (%).

Tableau 8 : Proportion des molécules respectant les parameétres de validation de

méthode
Panels Répétabilité Fidélité intermédiaire LOI: ASC >
1000
CV < 20% CV<20% CV<20%
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 1 Niveau 2
Anti 19 100% 19 100% 18 95% 15 79% 14 74%
arythmiques
Antidépresseurs | 29 100% 29 100% 27 93% 28 97% 26 90%
Antidépresseurs | 11 100% 11 100% 11 100% 11 100% 9 82%
tricycliques
Antiépileptiques | 16 100% 16 100% 13 81% 14 88% 12 75%
Benzodiazépines | 18 100% 22 100% 14 78% 21 95% 18 82%
et ses
apparentées
Neuroleptiques | 20 100% 20 100% 19 95% 19 95% 14 70%
AOC sérum 19 100% 19 100% 19 100% 19 100% 14 74%
AOC urine 19 100% 19 100% 16 84% 16 84% 16 84%
Total 151 | 100% | 155 | 100% | 137 88% 143 92 % 123 79%
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3. Discussion

La validation de méthode du screening toxicologique par CL-HRMS est complexe, de
par son processus analytigue mais également par le nombre de molécules aux
concentrations et aux caractéristiques physico-chimiques différentes pouvant étre
détectées.

3.1.Parameétres de validation testés

3.1.1. Fidelité

Les effectifs totaux des composés inclus dans I'étude de la fidélité sont respectivement
de 151 pour le niveau 1 et de 155 pour le niveau 2 (Tableau 8). La différence observée
est expliquée par 4 molécules (alprazolam, bromazépam, flunitrazépam et nitrazépam)
pour lesquelles I'aire sous la courbe était supérieure a 1000 uniquement a la plus haute
concentration (niveau 2). La répétabilité est validée au seuil de 20% pour 'ensemble
des molécules testées et pour les 2 niveaux. Cela démontre une étape pré-analytique

maitrisée.

La fidélité intermédiaire est validée pour 88% des molécules testées pour le niveau 1
et pour 92% des molécules testées pour le niveau 2 au seuil de 20%.
Les résultats pour la totalité des molécules des panels antidépresseurs tricycliques et
du panel AOC sérum étaient inférieurs a cette limite. Pour les autres panels, des CV
allant jusqu’a 47,9% (Tiagabine) pour 14 molécules pour le niveau 1 et allant jusqu’a
49,3% (Prégabaline) pour 12 molécules peuvent s’expliquer par des valeurs du ratio
ASC molécule / ASC El faibles, donnant des écart-type plus élevé. Le screening
toxicologigue est une méthode qualitative dont l'identification repose sur des critéres
dont I'un est ’TASC > 1000. Une valeur pouvant varier de plus ou moins de 40% n’aura
pas d’impact sur le résultat qualitatif si elle est éloignée de la LOI. Cependant, le risque

sera de ne pas détecter les valeurs proches de la LOI.

Pour conclure, la répétabilité et la fidélité intermédiaire testées sur 5 échantillons pour
deux niveaux de concentrations a montré les bonnes performances de la méthode en
termes de fidélité. Pour quelques composeés répartis dans difféerents panels, les
résultats de fidélité intermédiaire ont montré une variabilité des performances

analytiques au cours du temps (41).
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3.1.2. Limite d’identification

Les LOI ont été établies sur au moins 3 jours non consécutifs (1) et au maximum sur

5 échantillons. La LOI a pu étre fixée pour 123 molécules (Tableau 8).

Pour 121 molécules, le screening toxicologique est capable de détecter des
concentrations potentiellement toxiques (Annexe 2) (42). Seules les LOI du
bromazépam et flunitrazépam sont supérieures aux concentrations potentiellement
toxiques. Cependant, pour le panel des benzodiazépines, les dilutions pour estimer
les LOI les plus proches du seuil de 'ASC a 1000 sont toujours en cours de test
(Tableau 7). Les LOI ont donc été fixées aux valeurs mesurées les plus basses c’est-
a-dire le niveau 2 pour l'alprazolam, le bromazépam, le nitrazépam et le flunitrazépam,
et le niveau 1 pour le reste du panel. Le panel AOC urinaire n’a également pas encore
éte testé apres dilution, la LOI est donc fixée a la concentration du niveau 1, soit 50
pug/L. Par comparaison a la LOI des méthodes immunochimiques utilisées au
laboratoire de toxicologie du CHU de Lille, la LOI par méthode CL-SMHR est plus
basse (Annexe 3). Le screening toxicologique peut intervenir comme une analyse
complémentaire a la recherche en de toxique en immunoanalyse en cas i) de vrai
positif : confirmation et identification de la molécule ; ii) faux positif : réactions
croisées ; iii) faux négatif : concentration de la molécule en dessous de seuil de

détection en immunoanalyse (43,44).

3.2.Limites
Le screening toxicologique par CL-SMHR au CHU de Lille est une analyse de routine
réalisée en continu (24h/24). La premiére difficulté était la disponibilité de I'analyseur
pour passer I'ensemble des échantillons. L'analyse complete d’'un échantillon est
composée d’une phase pré-analytique rapide, d’'une phase analytique de 18 minutes
par échantillon, et d’'une phase post-analytique de traitement des données demandant
du temps étant donné que les panels contiennent entre 15 molécules pour les

antidépresseurs tricycliques et 37 molécules pour les antidépresseurs (Tableau 5).

De plus, l'appareil a connu un probléme analytique, la résolution chromatographique
(séparation des pics chromatographique) n’était plus optimale et a nécessité un
changement de colonne chromatographique. Ce probléme s’est installé
progressivement et a impacté les résultats pour la détermination des LOI des
molécules pour 'ensemble des panels. Ainsi pour certains échantillons analysés, les
résultats ont d( étre retirés des données de validation. Une LOI a pu étre établie a

partir des dilutions lorsque 3 mesures ont pu étre effectuées sur 3 jours consécutifs.
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Pour finir, plusieurs pannes techniques avec arrét d’activité ont également entravé le

bon déroulement de la validation de méthode.

Le choix des molécules a valider s’est porté sur plusieurs paramétres : les critéeres
d’identification, la présence dans la base de données de spectre de fragmentation, et

la disponibilité des panels au laboratoire.

Les molécules n'ayant pas été intégrés dans la validation de méthode selon ces

parametres sont compilés dans I'annexe 4 et 'annexe 5.

Les panels contiennent de nombreuses molécules, augmentant le risque de coélution
des molécules. La coélution se définit comme un ou plusieurs composés étant élués
en méme temps. Durant les tests, une coélution a été constatée entre la protriptyline
et N-desmethylmaprotylline ne permettant pas leur intégration dans la validation de
méthode des composeés (Figure 9). Ce sont des molécules partageant la méme masse
exacte, mais les temps de rétention sont différents (temps de rétention protriptyline :
7,48 minutes ; N-desméthylmaprotiline : 7,56 minutes). Dans cette figure, la résolution

chromatographique n’est pas suffisante pour séparer ces 2 molécules.

mMaprotiline-m (Desmethyl); 7. 459:11 EE T B

Figure 9 : Chromatogramme représentant la coélution entre la protriptyline et la N-
desmethylmaprotiline

Le pic intégré (en bleu) a 7,49 minutes représente a la fois la protriptyline et la N-
desmethylmaproptilline ; Le pic non intégré (en blanc) a 7,69 minutes correspond a la
protriptyline

La méthode de CL-SMHR contient 2 El (le methylclonazépam : temps de rétention =
9,10 minutes ; la béta-hydroxyéthylthéophyline : temps de rétention = 3,41 minutes).
L’El choisi pour calculer le rapport ASC de 'analyte / 'ASC de EI devrait étre celui au
temps de rétention de plus proche de I'analyte d’intérét. Bien qu’ayant des masses
exactes différentes, une coélution de la béta-hydroxyéthylthéophyline et du
levétiracétam a été observé, se traduisant par une baisse de l'intensité du signal de
cet El pouvant étre expliquée par un effet de suppression d’ion. Puisque le
méthylclonazépam n’a coélué avec aucune des molécules testées, il a été décidé
d’utiliser cet El pour le calcul de 'ensemble des rapports ASC de I'analyte / 'ASC de

El
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3.3. Perspectives

Le processus de validation de la méthode est toujours en cours. Les paramétres
restant a tester sont la contamination, la stabilité, I'effet matrice, la sensibilité et la
spécificité.

La contamination sera évaluée par le passage d'un blanc matrice, puis de 3
échantillons de la molécule d’intérét a forte concentration suivi du passage d’un blanc
matrice. L’objectif est de vérifier que la molécule d’intérét n’est pas détectée dans les
blancs matrices. Une autre possibilité est de s’adapter aux méthodes quantitatives. La
concentration de la molécules d’intérét dans les blancs matrices ne doit pas dépasser
la limite inférieure de quantification de 20% (30). Pour notre méthode de screening,
'’ASC ne doit pas dépasser 20% de la LOI, c’est-a-dire 1200.

La stabilité sera évaluée en fonction des conditions de conservation des échantillons
du laboratoire. Dans le service de toxicologie du CHU de Lille, les prélevements sont
conserves 14 jours apres leur arrivée a +4°C. Le protocole expérimental sera de tester
'ensemble des panels a 2 niveaux de concentration. Les tests se feront a JO (juste

apres la constitution des échantillons) et a J14.

L’effet matrice peut étre évalué par la méthode décrite par Matuszewski & al. qui
consiste a calculer le rapport entre 'ASC de la molécule d’intérét dans la matrice
(molécule ajouté apres I'extraction du blanc matrice) sur ’ASC de la solution pure en
molécule d’intérét (Figure 10) (45). Un effectif de 5 échantillons sera testé pour chaque

molécule.

Cependant, notre analyse comprend une phase d’extraction en phase solide en mode
online, il est difficile d’injecter la molécule aprés I'extraction de la matrice par la colonne
SPE. L'EMA recommande pour les techniques analytiques utilisant une extraction
ONLINE de passer chaque matrice a des niveaux de concentration en molécule
d’intérét bas et haut (équivalent du niveau 1 et du niveau 2 utilisés dans ce travail). Le
calcul du CV a partir du ratio ASC de 'analyte / ASC de I'El devra étre inférieure a 15%

pour valider ce parametre (30).

ME (%) = B/A4 x 100

Figure 10 : Formule de I'effet matrice (ME) d’apres Matuszewski & al. (45)

Légende : B : Molécule d’intérét ajouté dans le blanc matrice aprés I'extraction
A : Solution pure de la molécule d’intérét
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Une approche de I'estimation de la sensibilité et de la spécificité a été réalisée dans le
cadre d'une validation de méthode de 40 molécules par LC-MS/MS par Camirand
Lemyre & al. consistant a réaliser de part et d’autres d’'une valeur seuil la mesure 15
échantillons dont la concentration est a 0,5 fois la valeur seuil et 15 échantillons dont
la valeur est 1,5 fois la valeur seuil permettant de déterminer respectivement les faux
positifs et les vrai négatifs ; les vrais positifs et les faux négatifs (41,46). Pour I'adapter
en CL-HRMS, la valeur seuil pourrait correspondre a une valeur proche de la LOI de
la molécule (ASC inférieure a 5000) pour s’assurer de détecter les échantillons dont la

concentration est égale a 0,5 fois la valeur seuil.

Seul le panel AOC a pu étre testé dans le sérum et l'urine. Les autres panels ont été
testés uniquement dans le sérum. Pour tester ces molécules dans l'urine, 'approche
consiste a reconstituer ces panels dans un échantillon d'urine exempt de
xénobiotiqgues (blanc urine). Les molécules proviendront de solutions pures de
matériaux de référence certifiés ou de poudres pures mis en solution. Les niveaux de
concentration choisis se feront en fonction de la LOI, également des niveaux de
concentration 1 et 2 dans le sérum utilisé pour ce travail et de la détermination de la

contamination.

Aprés avoir testé 'ensemble des parameétres, des CIQ seront établis pour permettre
« la vérification de la maitrise du processus analytique lors de la mesure d’échantillons
biologiques de patients » (47). Cela permet une validation continue de la méthode. Ce
ClQ sera composé d’au moins 10 molécules (respectant 'ensemble des paramétres
de validation réalisés lors de la validation de méthode) aux propriétés
pharmacologiques et physico-chimiques différentes qui permettra de couvrir
'ensemble du chromatogramme, une gamme de m/z large (1). Les concentrations des
molécules se situeront proche de la LOI pour détecter toute baisse de sensibilité de
I'appareil. Les El (béta-hydroxyéthylthéophylline et méthylclonazépam) seront intégrés
au CIQ.

Cette validation de méthode concerne uniquement des molécules contenues dans des
panels fournisseurs. La bibliotheque de spectre de fragmentation du screening
toxicologique de Lille contient environ 1700 molécules. A I'avenir, il sera intéressant
d’intégrer dans la validation de méthode certaines molécules qui n'ont pas été testées,
mais qui peuvent présenter un intérét important dans des contextes d’intoxications (tel

que la Metformine).
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4. Conclusion

L’analyse de screening toxicologique évolue constamment a I'aide d’appareil toujours
plus sensible et tend & se démocratiser en devenant plus accessible pour les
laboratoires de biologie médicale par une baisse des prix des appareils et une
interprétation des données simplifiés (48). Le screening toxicologique par CL-SMHR
est de plus en plus prescrit par les services cliniques. Au cours de I'année 2021, 2225
demandes de screening toxicologiques ont été effectuées au laboratoire de
Toxicologie, soit environ 6 demandes chaque jour. C’est une analyse qui va s’installer
durablement au laboratoire. Le travail effectué a permis d’évaluer la fidélité de la
méthode, et d’établir des limites d’identifications pour 123 molécules. Ces derniéres
étaient inférieures aux concentrations considérées comme toxiques pour 121
molécules ce qui permet de pouvoir détecter ces composés dans le cadre d'une
intoxication. C’est une méthode répétable mais dont les performances varient au cours
du temps. Suite a cette étude, des parametres de validation complémentaires,
notamment pour tester la contamination, la stabilité et I'effet matrice seront testés. lls
seront utilisés pour réaliser la demande d’accréditation du screening toxicologique,

désigné par le laboratoire comme examen représentatif de sa ligne de portée.
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Annexe 1 : Tableau des molécules intégrées a la validation de méthode et de leurs caractéristiques :

- physico-chimiques : formule brute, masse exacte en Da, estimation de leur coefficient de partage : XLogP3 (49) ;

- chromatographiques : temps de rétention en minute ;

- biologiques : concentration des zones usuelles et des zones toxiques en ug/L.

Anti arythmiques

Molécules Formule brute Masse XLogP3 Temps de Zone usuelle (ug/L) Zone toxique Niveau | Niveau?2

exacte rétention (42) (ug/L) (42) 1 (ug/L)

(Da) (min) (Hg/L)

Acebutolol (SECTRAL) C18H28N204 336,2049 1,7 4,83 200 - 2000 - 357,0 1702,0
Amiodarone (CORDARONE) C25H29I12N0O3 645,0237 7,6 10,58 500 - 2500 2500 672,0 2266,0
Amiodarone-M (Desethyl) C23H25I2N0O3 616,9924 6,7 10,45 - - 766,0 2840,0
Aprindine C22H30N2 322,2409 52 8,70 1000 - 2000 2000 - 3000 784,0 2108,0

Atenolol (TENORMINE) C14H22N203 266,1630 0,2 2,92 10- 100 200-300 270,0 1688,0

Bisoprolol (DETENSIEL) C18H31NO4 325,2253 1,9 5,86 10-100 200 17,6 83,4
Disopyramide (RYTHMODAN) C21H29N30 339,2311 3,2 5,10 2000-7000 8000 2441,0 | 6812,0
Flecainide (FLECAINE) C17H20F6N203 | 414,1378 3,8 7,00 200 - 1000 1000 274,0 1053,0

Flunarizine (SIBELIUM) C26H26F2N2 404,2064 6,0 10,20 25 - 200 300 40,1 173,0
Hydroquinidine (SERECOR) C20H26N202 326,1994 31 4,91 1166,0 | 8699,0
Lidocaine (XYLOCAINE) C14H22N20 234,1732 2,3 4,51 500 - 5000 6000 - 7000 1369,0 | 5040,0

Metoprolol (LOPRESSOR) C15H25N03 267,1834 1,9 4,81 35-500 650 70,5 492,0
Mexiletine (MEXILETINE) C11H17NO 179,1310 2,1 5,14 500 - 2000 1500 - 2000 265,0 1657,0
Propafenone (RYTHMOL) C21H27NO3 341,1991 3,3 7,66 300-2000 1100 320,0 2505,0

Propranolol (AVLOCARDYL) C16H21NO2 259,1572 3,0 6,04 20 - 300 1000 47,4 266,0
Quinidine C20H24N202 324,1838 2,9 4,66 2000 - 5000 8000 - 10000 841,0 5393,0

Sotalol (SOTALEX) C12H20N203S 272,1195 0,2 3,08 500 - 3000 7500 - 16000 892,0 4253,0
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Verapamil (ISOPTINE) C27H38N204 454,2832 3.8 7,88 20 - 250 800 113,0 647,0
Verapamil-M (N-desmethyl) C26H36N204 440,2675 3,3 7,80 - - 84,5 365,0
Antidépresseurs
Molécules Formule brute Masse XLogP3 Temps de Zone usuelle (ug/L) Zone toxique Niveau | Niveau2
exacte rétention (42) (ng/L) (42) 1 (ug/L)
(Da) (min) (Hg/L)
Acide ritalinique C13H17NO2 219,1259 -2,4 4,29 - - 60,9 145,0
Agomelatine (VALDOXAN) C15H17NO2 243,1259 2,7 8,38 7 -300 600 29,2 305,0
Bupropion (ZYBAN) C13H18CINO 319,0339 3,2 5,60 550 - 1000 2000 23,7 53,1
Bupropion-M (Hydroxy) C13H18CINO2 255,1026 2,2 4,89 - -
Citalopram (SEROPRAM) C20H21FN20 324,1638 3,2 6,65 50 - 110 220 48,6 114,0
Citalopram-M (Desmethyl) C19H19FN20 310,1481 2,8 6,19 - - 52,5 124,0
Clomethiazole (HEMINEURINE 2004) C6HBCINS 161,0066 2,1 6,72 100 - 5000 2800 - 15000 511,0 3115,0
Dosulepine (PROTHIADEN) C19H21NS 295,1395 4,5 7,31 45 - 100 200 44,6 104,0
Fluoxetine (PROZAC) C17H18F3NO 309,1340 4,0 8,31 120 - 500 1000 103,0 2440
Fluoxetine-M (Desmethyl) C16H16F3NO 295,1184 35 8,06 113,0 265,0
Fluvoxamine (FLOXYFRAL) C15H21F3N202 | 318,1555 2,6 7,78 60 - 230 500 104,0 2440
Methylphenidate (RITALINE) C14H19NO2 233,1416 0,2 5,00 13-23 44 10,3 21,9
Miansérine (ATHYMIL) C18H20N2 264,1626 3.4 6,59 15-70 140 32,1 76,7
Miansérine-M (Desmethyl) C17H18N2 250,1470 29 6,46 - - 31,1 69,3
Milnacipran (IXEL) C15H22N20 246,1732 1.4 5,63 100 - 150 300 69,1 160,0
Mirtazapine (NORSET) C17H19N3 265,1579 3,3 4,97 30-80 160 36,3 86,0
Mirtazapine-M (Desmethyl) C16H17N3 251,1422 2.8 4,76 - - 355 82,3
Moclobemide (MOCLAMINE) C13H17CIN202 | 268,0979 15 4,46 300 - 1000 2000 477,0 1102,0
Nefazodone C25H32CIN502 | 469,2245 4,3 8,40 30 - 2500 5500 99,7 228,0
Opipramol C23H29N30 363,2311 3,6 6,63 50 - 500 1000 114,0 266,0
Paroxetine (DEROXAT) C19H20FNO3 329,1427 3,5 7,23 20 - 65 120 42,3 98,4
Reboxetine (EDRONAX) C19H23NO3 313,1678 3,0 6,65 60 - 350 700 150,0 353,0
Tianeptine (STABLON) C21H25CIN204S | 436,1224 1,2 6,90 30-80 160 32,8 77,7
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Tramadol (TOPALGIC) C16H25N0O2 263,1885 2,6 4,92 100 - 300 1000 233,0 529,0
Tramadol-M (O-Desmethyl) C15H23NO2 249,1729 2,3 3,89 100-300 1000 167,0 382,0
Trazodone C19H22CIN50 371,1513 2,8 5,55 700-1000 1200 572,0 1310,0
Venlafaxine (EFFEXOR) C17H27NO2 277,2042 2,9 5,72 100 -400 800 70,2 167,0
Venlafaxine-M (O-desmethyl) C16H25N0O2 263,1885 2,6 4,49 109,0 253,0
Vortioxetine (BRINTELLIX) C18H22N2S 298,1504 4,2 8,64 10- 40 80 22,8 50,4
Antidépresseurs Tricycliques
Molécules Formule brute Masse XLogP3 Temps de Zone usuelle (ug/L) Zone toxique Niveau | Niveau2
exacte rétention (42) (ug/L) (42) 1 (ug/L)
(Da) (min) - (Hg/L)
Amitriptyline (LAROXYL) C20H23N 277,1830 50 7,95 80 fcl)\loo(rﬁirgg/rlli[r)]tey)“ne 300 57,4 137,0
Amitripty”ne_M (Nortripty”ne) C19H21N 263,1674 4,5 7,76 70 - 170 67,1 161,0
Clomipramine (ANAFRANIL) C19H23CIN2 314,1550 5,2 8,74 230 - 450 450 80,7 192,0
Clomipramine-M (N-Desmethyl) C18H21CIN2 300,1393 4,7 8,52 78,4 189,0
Doxepine (QUITAXON) C19H21NO 279,1623 4,3 6,87 50-150 300 50,0 119,0
Doxepine_M (DesmethyD C18H19NO 265,1467 3,8 6,51 54,9 133,0
Imipramine (TOFRANIL) C19H24N2 280,1939 4,8 7,65 175;—%(;(;i(|fl)|;r;iﬁqriir;1)ine 300 55,2 135,0
Imipramine-M (Desipramine [NORPRAMINE]) C18H22N2 266,1783 4,9 7,46 100-300 64,7 159,0
Maprotiline (LUDIOMIL) C20H23N 277,1830 4.6 7,82 75-130 220 84,4 203,0
Trimipramine (SURMONTIL) C20H26N2 294,2096 5,8 8,20 150-300 600 112,0 266,0
Trimipramine-M (Desmethyl) C19H24N2 280,1939 5,3 8,18 - - 60,1 151,0
Antiépileptiques
Molécules Formule brute Masse XLogP3 Temps de Zone usuelles (ug/L) Zone toxique Niveau | Niveau2
Exacte rétention (ug/L) 1 (ug/L)
(Da) (min) (Hg/L)
Licarbazépine (10-OH-Carbazépine) C15H14N202 254,1055 1.4 5,53 10000 - 35000 70000 8070 32900
Carbamazepine (TEGRETOL) C15H12N20 236,0950 2,5 7,32 4000 - 12000 20000 3100 10800
Carbamazépine-10,11-epoxide C15H12N202 252,0899 1,3 5,87 500 - 6000 - 1110 6820
Carbamazépine-Diol C15H14N203 270,1004 0,3 5,10 - - 913 8820
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Oxcarbazepine (TRILEPTAL) C15H12N202 252,0899 1,7 6,24 600 - 13000 35000 484 2880
Felbamate (TALOXA) C11H14N204 238,0954 0,6 5,00 30000 - 80000 100000 28700 | 101000
Lacosamide (VIMPAT) C13H18N203 250,1317 0,3 5,10 1000 - 10000 20000 1820 8230

Lamotrigine (LAMICTAL) C9H7CI2N5 255,0079 1,4 4,69 3000 - 14000 20000 3240 12900
Levetiracetam (KEPPRA) C8H14N202 170,1055 -0,3 3,49 12000 - 45000 50000 16500 67700
Rufinamide (INOVELON) C10H8N4OF2 238,0666 0,7 5,33 5000 - 30000 40000 7470 24200

Gabapentine (NEURONTIN) C9H17NO2 171,1259 -1,1 3,66 2000 - 20000 25000 4020 19500
Pregabalin (LYRICA) C8H17NO2 159,1259 -1,6 3,69 2000 - 5000 10000 1250 9450
Tiagabine (GABITRIL) C20H25N02S2 375,1327 2,7 8,00 20 - 200 300 39,1 184

Phenytoine (DILANTIN) C12H14N202 218,1055 0,9 4,86 5000 - 12000 25000 5050 13800
Primidone-M (PEMA) C11H14N202 206,1055 0,1 4,24 - - 1970 7740
Brivaracetam (BRIVIACT) C11H20N202 212,1525 1,0 5,82 500 - 900 1800 793 3760
Benzodiazépines
Molécules Formule brute Masse XLogP3 Temps de Zone usuelle (ug/L) Zone toxique Niveau | Niveau?2
exacte rétention (42) (ng/L) (42) 1 (ug/L)
(Da) (min) (Hg/L)
Alprazolam (XANAX) C17H13CIN4 308,0829 2,1 8,20 5-50 100 15,7 53,2
Bromazepam (LEXOMIL) C14H10BrN30O 315,0007 1,7 6,80 50-200 300 95,3 322,0
Chlordiazepoxide (LIBRAX) C16H14CIN3O 299,0825 2,4 6,09 400-3000 3500 630,0 1962,0
Clobazam (URBANYL) C16H13CIN202 | 300,0666 2,1 8,99 30-300 500 95,7 300,0
Clobazam-M (Desmethyl) C15H11CIN202 | 286,0509 1,9 7,98 300-3000 5000 827,0 2883,0
Clonazepam-M (7-amino) C15H12CIN30O 285,0669 1,8 4,91 - - 15,6 52,4
Diazepam (VALIUM) C16H13CIN20 284,0716 3,0 9,95 100 - 2000 3000 312,0 991,0
Diazepam-M (Nor [NORDAZ]) C15H11CIN20 270,0560 2,9 8,64 120 - 800 1500 226,0 736,0
Estazolam (NUCTALON) C16H11CIN4 294,0672 1,7 7,83 55 -200 - 130,0 4440
Flunitrazepam (ROHYPNOL) C16H12FN303 313,0863 2,1 8,55 5-15 50 15,2 50,9
Flunitrazepam-M (7-amino) C16H14FN30 283,1121 1,3 5,33 - - 14,7 47,9
Flurazepam C21H23CIFN3O | 387,1514 3,0 6,67 75 - 165 330 47,6 160,0
Midazolam (HYPNOVEL) C18H13CIFN3 325,0782 2,5 6,61 40 - 100 1000 32,5 87,8
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Midazolam-M (alpha-OH) C18H13CIFN3O | 341,0731 2,7 6,73 - - 57,3 189,0
Nitrazepam (MOGADON) C15H11N303 281,0800 2,2 7,73 30-100 200 40,6 134,0
Nitrazepam-M (7-amino) C15H13N30 251,1059 1,0 3,88 - - 60,3 200,0
Oxazepam (SERESTA) C15H11CIN202 | 286,0509 2,2 7,82 200 -1500 2000 338,0 1182,0
Prazepam (LYSANXIA) C19H17CIN20 324,1029 3,6 10,58 120 - 800 1500 264,0 851,0
Temazepam (NORMISON) C16H13CIN202 | 300,0666 2,2 8,93 20 - 150 1000 230,0 611,0
Tetrazepam (MYOLASTAN) C16H17CIN20 288,1029 3,2 10,38 50 - 600 - 133,0 452,0
Zaleplon C17H15N50 305,1277 1,0 6,80 20 - 40 200 26,4 86,8
Zolpidem (STILNOX) C19H21N30 307,1685 25 5,50 80 - 160 320 116,0 409,0
Neuroleptiques
Molécules Formule brute Masse XLogP3 Temps de Zone usuelle (ug/L) Zone toxique Niveau | Niveau2
exacte rétention (42) (ug/L) (42) 1 (ug/L)
(Da) (min) (Hg/L)
Amisulpride (SOLIAN) C17H27N304S 369,1722 15 4,28 100 - 400 640 135,0 317,0
C23H27CI2N302 | 447,1480 4,6 8,20 100-350 ; 150-500 1000 212,0 488,0
Aripiprazole (ABILIFY) (Aripiprazole +
métabolite)
Chlorpromazine (LARGACTIL) C17H19CIN2S 318,0957 5,2 8,40 30 - 100 600 74,3 172,0
Chlorprothixene (CLOXAN) C18H18CINS 315,0848 52 8,59 20 - 300 400 72,9 170,0
Clozapine (LEPONEX) C18H19CIN4 326,1298 3,1 6,28 350 - 600 1000 235,0 551,0
Clozapine-M (Desmethyl) C17H17CIN4 312,1142 2,6 5,82 - - 184,0 4240
Levomepromazine (NOZINAN) C19H24N20S 328,1609 4,7 7,93 5-25 320 52,1 122,0
Melperone (BURONIL) C16H22FNO 263,1685 3,3 5,50 30 - 100 200 41,1 93,4
Olanzapine (ZYPREXA) C17H20N4S 312,1409 2,9 3,74 20 -80 100 29,9 70,2
O|anzapine_|\/| (N-Desmethyb C16H18N4S 298,1252 2,4 3,61 6-24 - 29,7 68,5
Paliperidone (INVEGA) C23H27FN403 426,2067 2,2 5,38 20 - 60 120 26,3 61,7
Perazine C20H25N3S 339,1769 4,1 7,54 100 - 230 460 94,5 217,0
Pipamperone (DIPIPERON) C21H30FN302 375,2322 2,0 4,64 100 - 400 500 125,0 288,0
Promethazine (PHENERGAN) C17H20N2S 284,1347 4.8 7,13 10-50 100 22,9 51,7
Prothipendyl (DOMINAL) C16H19N3S 285,1300 3,4 6,68 30-80 500 11,9 28,1
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Quetiapine (XEROQUEL) C21H25N302S 383,1667 2,1 6,50 100 - 500 1000 142,0 322,0
Quetiapine-M (Nor) C17H17N3S 295,1143 2,5 6,38 100-250 1000 70,2 168,0
Risperidone (RISPERDAL) C23H27FN402 410,2118 2,7 5,67 23952;52222?&822; 120 25,8 59,9
Sulpiride (DOGMATIL) C15H23N304S 341,1409 0,6 3,23 50 - 400 1000 225,0 529,0
Thioridazine C21H26N2S2 370,1537 59 9,36 100 - 200 400 80,6 194,0
AOC
Molécules Formule brute Masse XLogP3 Temps de Zone usuelle (ug/L) Zone toxique Niveau | Niveau2
exacte rétention (42) (ng/L) (42) 1 (ug/L)
(Da) (min) (Hg/L)

Amphétamine C9H13N 135,1048 1,8 3,82 20 - 100 200 50,0 100,0

3 ,4-Méthylénedioxyamphétamine (MDA) C10H13NO2 179,0946 1,6 3,83 <400 1500 50,0 100,0
3,4-Méthylenedioxy-N- éthylamphétamine C12H17NO2 207,1259 2,5 4,46 <200 - 50,0 100,0

MDEA
3,4-Méthyléned(ioxyme)thamphétamine C11H15NO2 193,1103 2,2 3,96 100 - 350 - 50,0 100,0
(MDMA)

Methamphétamine C10H15N 149,1204 2,1 4,15 <100 200 50,0 100,0
Ephedrine Pseudoephedrine (EPHEDRINE) C10H15NO 165,1154 0,9 3,53 20 - 200 1000 50,0 100,0
x-MMC (x-Methylmethcathinone) C11H15NO 177,1154 2,0 4,36 - - 50,0 100,0
Cocaine C17H21NOA4 303,1471 2,3 5,25 50 - 300 500 50,0 100,0

Cocaine-M (Benzoylecgonine) C16H19NO4 289,1314 -0,3 4,34 <100 - 50,0 100,0
Cocaine-M (Cocaethylene) C18H23NO4 317,1627 2,7 5,87 - - 50,0 100,0
Cocaine-M (Ecgonine methyl ester) C10H17NO3 199,1208 0,6 2,28 - - 50,0 100,0
Codeine (NEOCODION) C18H21NO3 299,1521 11 3,53 30 - 250 500 50,0 100,0
Heroine-M (6-MAM) C19H21NO4 327,1471 1,3 3,79 - - 50,0 100,0
Morphine C17H19NO3 285,1365 0,8 2,74 10 - 100 100 50,0 100,0

Oxycodone (OXYCONTIN) C18H21NO4 315,1471 1,2 3,79 5-100 200 50,0 100,0
Oxycodone-M (Nor) C17H19NOA4 301,1314 0,7 3,71 - - 50,0 100,0
Pholcodine (BIOCALYPTOL) C23H30N204 398,2206 0,8 2,37 20 - 80 100 50,0 100,0
Methadone (METHADONE) C21H27NO 309,2093 3,9 8,10 50 - 600 600 50,0 100,0
Methadone-M (EDDP) C20H23N 277,1830 52 7,18 - - 50,0 100,0
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Annexe 2 : Tableau comparant les LOI mesuré sur le TOF et les LOQ mesuré sur le TQD
LOQ = Limite de quantification ; TQD = Chromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse en tandem, Appareil utilisé pour les
dosages de routine pour les panels suivants: anti arythmiques, antidépresseurs, antidépresseurs tricycliques, antiépileptiques,

benzodiazépines, neuroleptiques.

Anti arythmiques
Molécules LOI (TOF) ‘ LOQ (TQD) ‘ Zone usuelle (ug/L) Zone toxique (ug/L)
Concentration (ug/L)
Acebutolol (SECTRAL) 13,7 - 200 - 2000 -
Amiodarone (CORDARONE) 672 - 500 - 2500 2500
Amiodarone-M (Desethyl) 766 - - -
Aprindine 7.8 - 1000 - 2000 2000 - 3000
Atenolol (TENORMINE) 35,7 - 10- 100 200-300
Bisoprolol (DETENSIEL) 10,6 - 10 - 100 200
Disopyramide (RYTHMODAN) 24,4 - 2000-7000 8000
Flecainide (FLECAINE) 17,9 - 200 - 1000 1000
Flunarizine (SIBELIUM) 274 - 25-200 300
Hydroquinidine (SERECOR) 58,3 -

Lidocaine (XYLOCAINE) 13,7 - 500 - 5000 6000 - 7000
Metoprolol (LOPRESSOR) 16,9 - 35 - 500 650
Mexiletine (MEXILETINE) 26,5 - 500 - 2000 1500 - 2000
Propafenone (RYTHMOL) 16 - 300-2000 1100

Propranolol (AVLOCARDYL) 11,4 - 20 - 300 1000
Quinidine 42,1 - 2000 - 5000 8000 - 10000
Sotalol (SOTALEX) 44,6 - 500 - 3000 7500 - 16000
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Verapamil (ISOPTINE) 11,3 - 20 - 250 800
Verapamil-M (N-desmethyl) 20,2 - - -
Antidépresseurs
i LOI (TOF) ‘ LOQ (TQD) ‘ Zone usuelle (ug/L) Zone toxique (ug/L)
Molécules :
Concentration (ug/L)
Acide ritalinique 30,5 - - -
Agomelatine (VALDOXAN) 14,6 - 7-300 600
Bupropion (ZYBAN) 11,9 - 550 - 1000 2000
Hydroxybupropion-M (Hydroxy) 8,4 - - -
Citalopram (SEROPRAM) 4,9 8 50 - 110 220
Citalopram-M (Desmethyl) 53 9 - -
Clomethiazole (HEMINEURINE) 511 - 100 - 5000 2800 - 15000
Dosulepine (PROTHIADEN) 8,9 - 45 -100 200
Fluoxetine (PROZAC) 10,3 30
Fluoxetine-M (Desmethyl) 113 40 120 -500 1000
Fluvoxamine (FLOXYFRAL) 10,4 16 60 - 230 500
Methylphenidate (RITALINE) 5,2 - 13-23 44
Miansérine (ATHYMIL) 6,4 5 15-70 140
Miansérine-M (Desmethyl) 15,6 15 - -
Milnacipran (IXEL) 3,5 - 100 - 150 300
Mirtazapine (NORSET) 7,3 6 30-80 160
Mirtazapine-M (Desmethyl) 7,1 7 - -
Moclobemide (MOCLAMINE) 9,5 - 300 - 1000 2000
Nefazodone 19,9 - 30 - 2500 5500
Opipramol 57 - 50 - 500 1000
Paroxetine (DEROXAT) 21,2 8 20 - 65 120
Reboxetine (EDRONAX) 7,5 - 60 - 350 700
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Tianeptine (STABLON) 16,4 - 30-80 160

Tramadol (TOPALGIC) 4,7 20 100 - 300 1000

Tramadol-M (O-Desmethyl) 3,3 10 100-300 1000

Trazodone 11,4 - 700-1000 1200
Venlafaxine (EFFEXOR) 3,5 10

: 100 -400 800
Venlafaxine-M (O-desmethyl) 55 15

Vortioxetine (BRINTELLIX) 22,8 - 10,0 - 40 80

Antidépresseurs tricycliques

Molécules

LOI (TOF) |.0g (ToD) |

Zone usuelle (ug/L)

’ Zone toxique (ug/L)

Concentration (ug/L)

Amitriptyline (LAROXYL) 11,5 8,2 80-200 (Amitriptyline + Nortriptyline) 300
Amitriptyline-M (Nortriptyline) 67,1 9 70-170
Clomipramine (ANAFRANIL) 80,7 9,2
- - 230 - 450 450
Clomipramine-M (N-Desmethyl) 78,4 10,6
Doxepine (QUITAXON) 50 7,4
- 50-150 300
Doxepine-M (Desmethyl) 54,9 -
Imipramine (TOFRANIL) 11 8,3 175-300 (Imipramine + Desipramine) 300
Imipramine-M (Desipramine [NORPRAMINE]) 64,7 9,1 100-300
Maprotiline (LUDIOMIL) 84,4 12,1 75-130 220
Trimipramine (SURMONTIL) 22,4 13,6 150-300 600
Trimipramine-M (Desmethyl) 12 - - -

Antiépileptiques

LOI (TOF) \ LOD (TQD) \

Zone usuelle (ug/L)

Zone toxique (ug/L)

Molécules -
Concentration (ug/L)
Licarbazépine (10-OH-Carbazépine) 807 744 10000 - 35000 70000
Carbamazepine (TEGRETOL) 31 483 4000 - 12000 20000
Carbamazépine-10,11-epoxide 1110 50 500 - 6000 -
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Carbamazépine-Diol 913 - - -
Oxcarbazepine (TRILEPTAL) 48,4 37,5 600 - 13000 35000
Felbamate (TALOXA) 2870 4200 30000 - 80000 100000
Lacosamide (VIMPAT) 182 150 1000 - 10000 20000
Lamotrigine (LAMICTAL) 324 441 3000 - 14000 20000
Levetiracetam (KEPPRA) 165 1362 12000 - 45000 50000
Rufinamide (INOVELON) 74,7 840 5000 - 30000 40000
Gabapentine (NEURONTIN) 402 750 2000 - 20000 25000
Pregabalin (LYRICA) 1250 160 2000 - 5000 10000
Tiagabine (GABITRIL) 39,1 - 20 - 200 300
Phenytoine (DILANTIN) 6 1120
Primidone-M (PEMA) 197 - - -
Brivaracetam (BRIVIACT) 793 - 500 - 900 1800

Benzodiazépines

LOI (TOF) \ LOD (TQD) \

Zone usuelle (ug/L)

Zone toxique (ug/L)

Molécules :
Concentration (ug/L)
Alprazolam (XANAX) 53,2 - mai-50 100
Bromazepam (LEXOMIL) 322 - 50-200 300
Chlordiazepoxide (LIBRAX) 630 - 400-3000 3500
Clobazam (URBANYL) 95,7 - 30-300 500
Clobazam-M (Desmethyl) 827 - 300-3000 5000
Clonazepam-M (7-amino) 15,6 - - -
Diazepam (VALIUM) 312 - 100 - 2000 3000
Diazepam-M (Nor [NORDAZ] ) 226 - 120 - 800 1500
Estazolam (NUCTALON) 130 - 55 -200 -
Flunitrazepam (ROHYPNOL) 50,9 - 50-15 50
Flunitrazepam-M (7-amino) 14,7 - - -
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Flurazepam 47,6 - 75 - 165 330
Midazolam (HYPNOVEL) 32,5 5 40 - 100 1000
Midazolam-m (alpha-OH) 57,3 5 - -
Nitrazepam (MOGADON) 134 - 30 -100 200
Nitrazepam-M (7-amino) 60,3 - - -

Oxazepam (SERESTA) 338 - 200 -1500 2000
Prazepam (LYSANXIA) 264 - 120 - 800 1500
Temazepam (NORMISON) 230 - 20 -150 1000
Tetrazepam (MYOLASTAN) 133 - 50 - 600 -
Zaleplon 26,4 - 20-40 200
Zolpidem (STILNOX) 116 - 80 - 160 320
Neuroleptiques
i LOI (TOF) ‘ LOD (TQD) ‘ Zone usuelle (ug/L) | Zone toxique (ug/L)
Molécules -
Concentration (ug/L)
Amisulpride (SOLIAN) 13,5 15 100 - 400 640
Aripiprazole (ABILIFY) 212 25 100-350 ; 150-500 (Aripiprazole + métabolite) 1000
Chlorpromazine (LARGACTIL) 74,3 - 30 - 100 600
Chlorprothixene (CLOXAN) 72,9 - 20 - 300 400
Clozapine (LEPONEX) 23,5 25 350 - 600 1000
Clozapine-M (Desmethyl) 36,8 20 - -
Levomepromazine (NOZINAN) 26,05 - 50-25 320
Melperone (BURONIL) 8,22 30 - 100 200
Olanzapine (ZYPREXA) 14,95 3 20 - 80 100
Olanzapine-M (N-Desmethyl) 29,7 - 6,0 -24 -
Paliperidone (INVEGA) 26,3 - 20 - 60 120
Perazine 18,9 - 100 - 230 460
Pipamperone (DIPIPERON) 25 - 100 - 400 500
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Promethazine (PHENERGAN) 22,9 - oct-50 100
Prothipendyl (DOMINAL) 11,9 - 30-80 500
Quetiapine (XEROQUEL) 14,2 - 100 - 500 1000

Quetiapine-m (Nor) 70,2 - 100-250 1000
Risperidone (RISPERDAL) 12,9 3 20 - 60 (Rispéridone + Hydroxyrispéridone) 120
Sulpiride (DOGMATIL) 11,25 3 50 - 400 1000
Thioridazine 40,3 - 100 - 200 400
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Annexe 3 : Tableau comparant la LOI mesuré et la LOD et le seuil de positivitée en immunoanalyse dans le panel AOC urine

AOC - Urine
) LOI (TOF) | LOD (immunochimie) | Seuil de positivité (immunochimie
Molécules
Concentration (ug/L)
Amphétamine 50
3 ,4-Méthylénedioxyamphétamine (MDA) 50
3,4-Méthylénedioxy-N- éthylamphétamine (MDEA) 50 47 1000
3,4-Méthylénedioxymethamphétamine (MDMA) 50
Methamphetamine 50
Ephedrine Pseudoephedrine (EPHEDRINE) 50 - -
X-MMC (x-Methylmethcathinone) 50 - -
Cocaine 50
Cocaine-M (Benzoylecgonine) 50 13 300
Cocaine-M (Cocaethylene) 50 - -
Cocaine-M (Ecgonine methyl ester) 50 13 300
Codeine (NEOCODION) 50 21,6 300
Heroine-M (6-MAM) 50 11 10
Morphine 50 21,6 300
Oxycodone (OXYCONTIN) 50 - -
Oxycodone-M (Nor) 50 - -
Pholcodine (BIOCALYPTOL) 50 21,6 300
Methadone (METHADONE) 50 17,8 300
Methadone-M (EDDP) 50 6,3 100
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Annexe 4 :

laboratoire

Tableau des molécules absentes de la

base de données du

Panel Molécule
Tocainide
) . Gallopamil
Anti arythmique ;
Dronédarone

Debutyldronédarone

Antidépresseurs

Atomoxétine

Dihydrobupropion

Guanfacine

Tranylcypromine

Antiépileptiques

Théophylline

N-desmethylmesuximide

Stiripentol

Ethosuximide

Phenobarbital

Acide valproique

Sultiame

Pérampanel




Annexe 5 : Tableau des molécules ne respectant pas les critéres d’identification

Panel Molécules
Anti arythmique Diltiazem
Sertraline

Desmethylsertraline

Dosulépine

Antidépresseurs - -
Zonisamide

Desmethylsertraline

Dosulépine

Antiépileptiques Zonisamide

3-hydroxybromazépam

Hydroxyalprazolam

hydroxytriazolam

Clonazépam

Benzodiazépines -
Desalkylflurazépam

Desmethylflurazépam

Triazolam

Zopiclone

Dehydro aripiprazole

Flupentixol

Neuroleptiques Fluphénazine

Halopéridol

Sertindole
AOC Dihydrocodéine
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