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Résumé 
Parmi ses missions, la toxicologie forensique s’intéresse à la recherche de substances ayant pu 

modifier le comportement et influencer ou causer la mort d’un individu. La liste des substances 

potentiellement impliquées dans un cadre médico-légal est vaste et présente une grande 

diversité de propriétés phyisco-chimiques. Cette diversité nécessite la mise en œuvre de 

préparation d’échantillon et de techniques d’analyse spécifiques. 

À l’heure actuelle, les méthodes de séparation chromatographiques couplées au pouvoir 

d’identification de la spectrométrie de masse constituent la stratégie analytique la plus répandue 

en toxicologie forensique. L’objectif de cette thèse a été d’évaluer l’intérêt de la spectrométrie 

de masse à haute-résolution (HRMS) en développant des alternatives aux méthodes classiques, 

à la fois concernant les approches de criblages et les approches quantitatives. 

Dans ce but, une méthode de criblage basée sur la chromatographie liquide (LC) couplée à 

l’HRMS permettant la détection et l’identification simultanée de 1065 substances à partir de 

microéchantillon sanguin (Dried Blood Spots ou DBS) a été développée et implémentée en 

routine. Cette méthode a ensuite été appliquée dans le cadre d‘une étude visant à évaluer la 

prévalence des drogues et des médicaments au sein de conducteurs en Suisse Romande.  

Cette étude a notamment montré que le pourcentage de positivité le plus élevé à une drogue 

d’abus était mesuré pour les conducteurs de moins de 35 ans pendant les nuits et les week-ends, 

périodes qui sont considérés comme particulièrement à risque en ce qui concerne les accidents 

mortels dans ce segment de la population. De plus, les résultats ont montré que la perception 

du risque d’être contrôlé positivement est relativement faible parmi les conducteurs interrogés. 

Globalement, ces résultats ont mis en évidence l’intérêt des approches développées au cours de 

ce travail afin d’améliorer la prévention liée aux problématiques de médicaments et de drogues 

au volant (MDV). 

En accord avec ce constat, plusieurs approches quantitatives associées à la problématique MDV 

ont également été mises au point au moyen de la technologie HRMS et sont maintenant 

implémentées dans le service du laboratoire. 

De manière générale, ces nouvelles approches HRMS présentées dans ce travail ont ainsi permis 

d’augmenter les performances analytiques tout en réduisant les temps de préparation 

d’échantillons et d’analyse, ainsi que la quantité d’échantillon nécessaire.  

A la lumière de ce travail, il semble évident que la spectrométrie de masse à haute-résolution 

va jouer un rôle primordial dans le domaine de la toxicologie forensique dans les années à venir, 

en apportant des solutions innovantes pour répondre aux enjeux liés aux demandes d’expertise 

auxquelles le toxicologue est soumis.   
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Abstract 
Among its tasks, forensic toxicology focuses on the research of substances that might have 

modified someone’s behaviour and influence or cause his death. The list of substances that 

might be implied in a forensic investigation is broad and present a large diversity of physico-

chemical properties. This diversity requires the implementation of specific sample preparation 

and analytical strategies. 

Currently, the chromatographic separation approaches coupled with the identification power of 

mass spectrometry are the most widespread analytical strategies in forensic toxicology. The 

goal of this project was to evaluate the interest of high-resolution mass spectrometry (HRMS) 

and present alternatives that were developed during this work, to both classical screening and 

quantitative confirmation approaches, benefiting from the technological improvements. 

Following this goal, a screening procedure based on liquid chromatography (LC) coupled with 

HRMS allowing the simultaneous detection and identification of 1065 substances on DBS 

(Dried Blood Spot) samples was developed and implemented for routine analyses. This 

procedure was then applied in a roadside study whose goal was to evaluate the prevalence of 

drugs and pharmaceuticals among drivers in Western Switzerland. 

This study notably highlighted that the number of positive cases measured in biological fluids 

was higher regarding drivers under 35 years old during nights and weekends that are known to 

be at risk regarding fatal crashes for this specific population. Moreover, the results 

demonstrated that the risk’s perception of being positively controlled was relatively low among 

asked drivers. Overall, our results highlighted the interest of the approaches developed during 

this work towards prevention and repression regarding driving under the influence of drugs 

(DUID). 

According to those results, several quantitative approaches associated with DUID cases have 

been developed benefiting from HRMS and are now implemented in our laboratory 

Overall, the new HRMS methods presented herein, allowed to improve the analytical 

performances while reducing the time required for sample preparation and analysis as well as 

the necessary volume of sample. 

In light of this work, it seems evident that HRMS will play an essential role in the coming years 

in the field of forensic toxicology bringing innovative solutions towards the toxicologist’s 

missions.  
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Avant-propos 

Dans le domaine de la toxicologie forensique, les analyses par chromatographie (gazeuse, GC, 

ou liquide, LC) couplées à la spectrométrie de masse (MS) sont les approches les plus 

couramment utilisées. Les développements technologiques et particulièrement la spectrométrie 

de masse haute-résolution (HMRS) permettent de diversifier les stratégies analytiques possibles 

et d’améliorer les performances instrumentales aux divers stades de l’analyse toxicologique. 

L’analyse d’un échantillon en toxicologie se déroule généralement en deux étapes. Une 

première étape de criblage permettant de détecter et d’identifier les substances d’intérêt. Cette 

étape peut être réalisée dans diverses matrices biologiques. La 2ème étape consiste en une 

confirmation quantitative dans le sang des analytes identifiés lors de la première étape, qui 

permettra une interprétation toxicologique afin de déterminer si la personne était ou non sous 

l’influence de la substance au moment des faits. 

Mon premier contact avec la spectrométrie de masse haute-résolution remonte au printemps 

2015. À cette époque, j’effectuais mon travail de Master au sein du CURML sous la direction, 

déjà, du Professeur Aurélien Thomas. Le projet consistait à divers développements d’approches 

MALDI (Matrix Assister Laser Desorption/Ionisation) HRMS pour des approches de criblage 

toxicologique et de métabolomique par imagerie par spectrométrie de masse (IMS), sur des 

biopsies de tumeurs oculaires notamment, s’affranchissant des étapes séparatives 

chromatographiques. Ce travail m’a laissé entrevoir le potentiel de l’HRMS pour les approches 

toxicologiques et m’a permis de me familiariser avec le travail de laboratoire et les aspects 

techniques liés aux analyses de diverses matrices biologiques. 

À la fin de ce projet de Master, j’ai eu la chance de me voir proposer le travail de doctorat 

financé par l’Office Fédéral de la Santé Publique (OFSP) qui vous est présenté ici. Initialement, 

ce projet était basé sur le développement d’une approche de criblage LC-HRMS sur des 

microprélèvements de sang au bout du doigt (appelé aussi Dried blood spots en anglais ou plus 
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généralement DBS). L’objectif était ensuite d’appliquer cette méthode sur des échantillons 

collectés au bord de la route lors de contrôles routiers effectués en collaboration avec la police. 

L’objectif de ce projet était double ; le premier but consistait à obtenir plus d’informations 

concernant la prévalence des drogues et des médicaments consommés par les conducteurs afin 

d’améliorer la prévention. Le deuxième objectif était d’évaluer l’efficacité d’un kit de 

prélèvement DBS en dehors d’un environnement médicalisé. 

À la suite des résultats extrêmement prometteurs obtenus notamment grâce aux développements 

d’approches HRMS, ce travail a pu être étendu. J’ai en effet eu l’occasion de développer 

diverses approches toxicologiques, que ce soit pour des analyses de criblages ou des analyses 

quantitatives. Si ces développements concernent principalement les approches de 

consommation de substances psychoactives au volant, d’autres applications ont également été 

mises en évidence, et notamment des approches d’imagerie par spectrométrie de masse. 

Au final, l’objectif de ce travail a pu être étendu pour présenter l’intérêt de la spectrométrie de 

masse-haute résolution a à travers divers développements et applications dans le domaine de la 

toxicologie forensique.  
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Structure de la thèse 

Ce travail de thèse est constitué de 5 chapitres : 

La première partie (Chapitre 1) est une partie introductive dédiée à la présentation du sujet. La 

première section de cette introduction traite de l’analyse toxicologique systématique qui 

présente les diverses étapes de la stratégie à adopter en présence d’un échantillon inconnu en 

toxicologie.  La deuxième section quant à elle présente les mesures de performance d’une 

méthode analytique ainsi que l’apport de la spectrométrie de masse haute-résolution vis-à-vis 

de ces paramètres. Elle présente également quelques aspects théoriques concernant le couplage 

LC-HRMS par electrospray et les analyseurs de masse haute-résolution, qui sont la base 

technologique des applications qui seront présentés par la suite.  

La deuxième partie (Chapitre 2) présente une approche de criblage développée durant cette 

thèse pour l’analyse des drogues et des médicaments. Une basée sur le couplage entre la 

chromatographie en phase liquide et la spectrométrie de masse haute-résolution pour effectuer 

un criblage large-échelle à partir de microéchantillons de sang sera présentée. Elle s’applique à 

des cas de toxicologie comportementale de conduite sous l’influence d’alcool, de drogues ou 

de médicaments (MDV), ainsi qu’à des cas post-mortem.  

La 3ème partie (Chapitre 3) présente des approches utilisant les propriétés de la spectrométrie 

de masse haute-résolution pour la quantification des drogues et médicaments liés à la conduite 

sous l’influence d’une substance psychoactive. La première approche développée durant ce 

travail et décrite ici se concentre sur l’analyse des cannabinoïdes alors que la seconde concerne 

une approche multi-analyte pour l’analyse des substances fréquemment rencontrées dans le 

cadre de la conduite sous l’influence. 

La 4ème partie (Chapitre 4) reprend tout particulièrement la problématique de la conduite sous 

l’influence de substances psychoactives. Ce chapitre présente une étude dont les prélèvements 
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ont été réalisés sur base volontaire lors de contrôles routiers en collaboration avec les polices 

de Suisse romande. 

Enfin, la 5ème partie (Chapitre 5) comprend les conclusions de cette thèse ainsi que les 

perspectives liées aux nouveaux développements en toxicologie et notamment l’imagerie par 

spectrométrie de masse. 
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Introduction à l’analyse toxicologique systématique 

1. Missions de la toxicologie forensique 

Les missions de la toxicologie forensique s’inscrivent, par définition, dans un cadre juridique.  

Celles-ci se concentrent principalement sur la recherche de substances ayant pu causer ou 

influencer la mort d’un individu ou d’en modifier le comportement, notamment dans des cas de 

conduites sous l’influence d’une substance psychoactive ou de soumission chimique. L’objectif 

est d’abord d’identifier puis de quantifier les substances exogènes ayant pu avoir un des rôles 

susmentionnés dans diverses matrices biologiques. La liste des substances potentiellement 

impliquées dans un cadre médico-légal est vaste. Celles-ci présentent une grande diversité de 

propriétés physico-chimiques nécessitant des techniques d’analyses et de préparation 

d’échantillons spécifiques. Dans ce travail, il sera principalement fait mention des substances 

psychoactives pouvant influencer le comportement, à savoir les drogues d’abus (cannabinoïdes, 

opiacés, cocaine, amphétamines, nouvelles substances psychoactives) ainsi que certaines 

classes de médicament (antidépresseurs tricycliques et inhibiteurs sélectifs de la recapture de la 

sérotonine, neuroleptiques, benzodiazépines et opioïdes principalement). 

Lors de la réception d’un échantillon, le toxicologue va mettre en place une méthodologie 

systématique permettant de confirmer ou d’infirmer la présence de substances présentant un 

intérêt toxicologique. Cette méthodologie appelée l’analyse toxicologique systématique (ATS) 

est fractionnée en 2 étapes majeures. La première consistera en une procédure qualitative de 

criblage toxicologique. Cette procédure peut engager plusieurs stratégies analytiques ayant pour 

but de détecter et d’identifier toute substance présentant un intérêt toxicologique. Cette étape 

sera suivie d’une confirmation quantitative idéalement réalisée dans le sang. Pour cette raison, 

les analyses de criblages doivent être rapides et exhaustives.   
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À l’heure actuelle, les méthodes chromatographiques séparatives couplées au pouvoir 

d’identification de la spectrométrie de masse constituent la stratégie analytique la plus répandue 

en toxicologie forensique. L’objectif de ce travail fût d’évaluer l’intérêt de la spectrométrie de 

masse haute-résolution (HRMS) pour l’ATS, que ce soit au niveau des approches de criblages 

mais aussi des approches quantitatives. Ce premier chapitre décrira de façon plus approfondie 

les missions et les défis auxquels sont confrontés le toxicologue forensique lors de l’analyse 

d’un échantillon inconnu. Les choix de la matrice biologique et de la procédure analytique sont 

des aspects capitaux lié à la réalisation de ces missions.  Le but de ce chapitre est de décrire 

précisément le cadre d’application ainsi que les aspects techniques liés à l’utilisation de 

l’HRMS pour l’ATS dans les domaines de la toxicologie du vivant et de la toxicologie post-

mortem. 

1.1. Toxicologie du vivant 

La toxicologie du vivant se divise en deux classes principales, à savoir la toxicologie 

comportementale et le suivi d’abstinence. La toxicologie comportementale a pour but d’évaluer 

si une substance consommée ou administrée a pu être impliquée dans une intoxication non létale 

ou causer un changement de comportement chez un individu. Les deux problématiques 

principales de toxicologie comportementale rencontrée au laboratoire sont liées aux cas de 

conduite sous l’influence d’alcool, de drogues ou de médicaments (DUID ou MDV), ainsi que 

des cas de soumission chimique, notamment liés à des affaires d’agression sexuelle.  

Les cas MDV qui constitueront la majeure partie de la problématique durant ce travail se 

distinguent par la grande diversité des composés potentiellement impliqués. Si les drogues 

classiques sont relativement bien définies, l’apparition de nouvelles substances psychoactives 

(NPS), ainsi que la diversité des médicaments pouvant influencer la capacité à conduire, 

compliquent la tâche du toxicologue. 
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Le suivi d’abstinence, quant à lui, a pour but de s’assurer qu’une personne ayant été testée 

positive à une drogue d’abus à une ou plusieurs reprises ou présentant un comportement à risque 

vis-à-vis de sa consommation d’alcool est capable de s’abstenir de consommer. Ces tests 

présentent certains avantages pour le toxicologue puisqu’ils concernent généralement une liste 

de substances relativement petite et bien définie. Cette problématique impliquera l’utilisation 

de matrice biologique possédant des fenêtres de consommation relativement longue, telles que 

l’urine ou les cheveux. En effet, l’objectif de ces analyses n’est pas de mettre en évidence une 

consommation à un moment précis mais bien de s’assurer qu’une substance n’a pas été 

consommée pendant une période définie.  

1.2. Toxicologie post-mortem 

La recherche d’une ou plusieurs substances ayant pu causer directement ou indirectement un 

décès non-naturel peut s’avérer complexe. Lors d’une prise en charge médicale ante-mortem, 

l’état du patient a pu nécessiter l’administration de certaines substances qu’il convient de 

connaître. Il en va de même concernant le traitement médical usuel du sujet décédé. Il arrive 

d’ailleurs que les substances associées au traitement du patient soient impliquées dans le décès, 

à la suite d’une prise en charge médicale inadaptée par exemple. La recherche de substances 

peut être également orientée par divers éléments de l’enquête. En effet, une information des 

enquêteurs, du médecin légiste, ainsi que la présence de drogues, médicaments ou d’une 

substance non déterminée à proximité du corps, peuvent s’avérer capitales pour le toxicologue. 

En effet, les analyses toxicologiques post-mortem seules ne suffisent pas à établir si la 

consommation d’une substance est la cause du décès. 

Parmi les difficultés associées à l’analyse post-mortem, les différentes matrices biologiques 

peuvent être soumises à des évolutions de concentration post mortem liées à la dégradation ou 

néoformation de molécules, ainsi qu’à des phénomènes de redistribution de certaines 

substances dans l’organisme. Ces différents aspects compliquent l’interprétation toxicologique 
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des résultats effectuée sur la base des analyses quantitatives. De façon plus générale, l’état de 

dégradation du corps peut également compliquer l’accès à une matrice en particulier ou 

interférer avec les analyses. C’est le cas notamment des amines formées lors de la putréfaction 

cadavérique. L’identification d’une substance ayant pu causer un décès de façon directe ou 

indirecte présente néanmoins un avantage pour la personne en charge des analyses, puisqu’une 

intoxication létale est habituellement associée à une concentration élevée de la substance 

impliquée. 

2. Matrices biologiques 

Toutes les matrices biologiques disponibles sont sujettes à être analysées dans un laboratoire 

de toxicologie. Classiquement, le sang et l’urine sont les matrices de référence en toxicologie, 

mais d’autres matrices peuvent éventuellement être considérées selon les analyses réalisées. 

Comme mentionné, le cheveu est par exemple, couramment analysé pour des questions de suivi 

d’abstinence1-2. Les fluides oraux, notamment la salive sont également fréquemment utilisés 

comme c’est le cas dans le cadre de la conduite sous l’influence de drogues ou de médicaments. 

Il a également été fait mention d’autres matrices alternatives comme par exemple le liquide 

lacrymal, la sueur, ou le méconium3-4.  

Dans les cas de toxicologie post-mortem, les possibilités d’échantillonnage se multiplient 

puisque l’aspect invasif du prélèvement n’entre plus en ligne de compte et toutes les matrices 

biologiques deviennent potentiellement d’intérêt5, l’utilisation du sang et de l’urine reste 

néanmoins largement majoritaire lorsque ces matrices sont à disposition. En effet, entre 2011 

et 2015, 1612 cas post-mortem ont été analysés au sein de l’Unité de Toxicologie et Chimie 

Forensiques (UTCF) dont 96 % et 73 % des cas impliquant l’utilisation du sang et de l’urine 

respectivement. Selon ces mêmes statistiques internes, le contenu gastrique et la bile (11 %), 

les cheveux (10 %), ainsi que des tissus biologiques tels que les muscles (3.7 %) et le foie (2.1 

%) ont également été utilisés de façon plus marginale5. Le choix de l’échantillon sera cependant 
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déterminé par les besoins de l’interprétation toxicologique des résultats, les analytes n’ayant 

pas la même fenêtre de détection en fonction de la matrice dans laquelle ils sont recherchés. 

C’est donc le contexte de l’investigation et la demande du mandant qui déterminera ce choix. 

Le toxicologue sera également parfois confronté à des difficultés pratiques. Par exemple, la 

difficulté d’obtenir certains échantillons à la suite d’une dégradation du corps. Dans les sections 

suivantes seront décrites les particularités des matrices ayant été utilisées durant ce travail, 

principalement le sang, ainsi que de l’urine comme matrice importante en toxicologie, 

notamment pour les applications de criblage. 

2.1. Urine 

L’urine est depuis longtemps la matrice de choix en ce qui concerne les approches de criblage. 

Si les développements analytiques permettent la mise au point de méthodes de criblage dans 

diverses matrices, et notamment le sang, l’urine conserve certains avantages. Premièrement, 

elle peut être collectée de façon non invasive, ou presque, en quantités importantes, et ce sans 

intervention médicale ou de personnel qualifié. Elle présente également l’avantage de 

concentrer la plupart des substances d’intérêt ainsi que leurs métabolites6. L’urine est une 

matrice relativement « propre » puisque pauvre en protéines et en lipides, ce qui la rend idéale 

pour des tests nécessitant une préparation d’échantillons simplifiée. Certaines analyses 

développées et publiées ne comprennent d’ailleurs qu’une simple dilution suivie d’une injection 

en LC-MS7-8. 

L’utilisation de l’urine comme matrice comprend néanmoins 2 obstacles à son utilisation 

généralisée en toxicologie. Premièrement, la fenêtre de détection des substances d’intérêt dans 

l’urine est relativement longue, ce qui compromet la détection de la substance initialement 

ingérée et favorise celle de ses métabolites. Si ce paramètre s’avère être un avantage concernant 

les étapes de dépistage, il complique l’interprétation toxicologique des cas sur la base des 

résultats urinaires. En effet, sur cette base, il est impossible de savoir si la personne était sous 
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l’influence d’une substance au moment du prélèvement. Ce type de prélèvement est également 

relativement facilement falsifiable. Heureusement, certaines stratégies peuvent être mises en 

place pour compliquer la tâche du fraudeur. L’utilisation d’un marqueur ingéré par le patient 

avant le prélèvement permet, par exemple, de s’assurer que le prélèvement n’a pas été remplacé 

par une autre urine. La mesure de la créatinine permet également de confirmer qu’il s’agit bien 

d’urine ainsi que de mettre en évidence une éventuelle dilution de l’échantillon. D’autres 

caractéristiques physiques (la couleur, la formation de mousse, etc…), ainsi que des paramètres 

physico-chimiques comme le pH, permettent également d’identifier une éventuelle falsification 

de l’échantillon. 

2.2. Sang 

Le sang est la matrice de référence en toxicologie forensique pour les analyses quantitatives. 

En effet, le sang est la seule matrice permettant de déterminer si une personne était sous l’effet 

d’une substance à moment donné. Il existe une assez bonne corrélation entre la concentration 

sanguine en drogues ou en médicaments et l’effet observé sur le consommateur, facilitant 

l’interprétation toxicologique. La corrélation entre la concentration sanguine et l’effet 

toxicologique est liée au fait que le sang est un vecteur de distribution direct de ces substances 

contrairement aux autres matrices biologiques. C’est d’ailleurs pour cette raison que les seuils 

thérapeutiques liés à une consommation de médicament ainsi que ceux fournis par l’office 

fédéral des routes (OFROU) dans son ordonnance sur la sécurité routière, le sont dans le sang9-

10. Cet aspect est également amplifié par le fait que la littérature à disposition est nettement plus 

fournie en ce qui concerne l’interprétation toxicologique dans le sang par rapport aux autres 

matrices biologiques. 

Malgré tout, le sang présente quelques inconvénients, à la fois d’un point de vue logistique et 

analytique. En effet, si le prélèvement par ponction veineuse rend le prélèvement difficilement 

falsifiable, la prise de sang est un mode de prélèvement invasif, nécessitant certains moyens 
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logistiques ainsi que la présence de personnel médical11. De plus, dans certaines situations, 

notamment certains cas post-mortem mais également en ce qui concerne une partie vulnérable 

de la population, le volume de sang disponible peut s’avérer limité12. Deuxièmement, le sang 

complet est également une matrice extrêmement complexe ce qui complique la préparation de 

l’échantillon et peut interférer avec les analytes d’intérêt. Enfin, les concentrations des analytes 

sont généralement plus faibles que dans l’urine, ce qui nécessite des approches plus sensibles 

et explique le développement plus tardif des approches de criblage dans cette matrice13. Dans 

le cadre des prélèvements post-mortem, le prélèvement sanguin peut s’effectuer à différents 

endroits du corps plus ou moins exposés aux phénomènes de redistribution post-mortem. En 

effet, idéalement le sang cardiaque ne devrait pas être utilisé pour estimer la dose absorbée par 

une personne en raison de ces phénomènes. Les concentrations dans le sang périphérique sont 

généralement plus représentatives même si elles sont généralement plus importantes que dans 

le sang issu de prélèvement ante- ou péri-mortem. Idéalement, le prélèvement de sang 

périphérique s’effectue dans la veine fémorale immédiatement après le décès après une ligature 

permettant d’éviter toute contamination 14. 

Il est important de noter que le gain de sélectivité et de sensibilité lié aux développements 

récents de la spectrométrie de masse sur lesquels nous reviendrons dans ce chapitre, a contribué 

à l’émergence des approches de microéchantillonnages15-17. En effet, la diminution des volumes 

de matrice biologiques prélevés nécessite d’être compensée par le développement de procédure 

analytiques très sensibles. 

Le microéchantillonnage de sang sur papier buvard ou spots de sang séchés (Dried Blood Spot 

en anglais ou plus communément DBS) permet de s’affranchir d’une bonne partie des 

problèmes liés à l’utilisation de sang complet présenté ci-dessus18. La première mention du 

DBS date de plus de 50 ans par Guthrie et Susie concernant des approches pédiatriques19. 

L’avantage premier du DBS est qu’il ne nécessite l’échantillonnage que d’un faible volume de 
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sang (5-10 µL). Le prélèvement est effectué grâce à une piqure au bout du doigt ou du talon, et 

peut être effectué par un utilisateur ou par le patient lui-même après une formation minimale20. 

L’adsorption du sang sur le papier et le fait que celui-ci soit séché permet de rendre les analytes 

moins réactifs et de désactiver la plupart des agents pathogènes, rendant la manipulation du 

sang moins problématique21-22. De cette façon le transport et le stockage d’échantillons sanguins 

se trouvent simplifiés, ce qui permet également de réduire les coûts. Enfin, l’utilisation de 

solvant organique pour l’extraction des analytes sur DBS permet de se débarrasser des protéines 

et des lipides qui seront retenus sur le papier buvard rendant ce support de prélèvement 

intéressant en vue d’une analyse par MS. 

2.3. Matrices alternatives 

Parmi les matrices alternatives, le prélèvement de salive est le prélèvement le plus décrit dans 

la littérature, notamment lié à des problématiques MDV, en raison de son échantillonnage peu 

invasif ne nécessitant pas de supervision médicale23. Un des principaux avantages de la salive 

dans le cadre de prélèvements routiers par exemple, est la possibilité d’effectuer des tests de 

dépistage directement sur site afin d’orienter le policier en charge du contrôle24. Une étude 

évaluant notamment la prévalence de drogues et de médicaments parmi une population de 

conducteurs en Suisse romande sur la base de prélèvements salivaires et de prélèvements DBS 

sera d’ailleurs présentée au Chapitre 4. Cependant, ces tests souffrent d’un manque de 

sensibilité et de sélectivité ainsi que d’une grande variabilité qui conduisent à un nombre 

important de faux positifs et de faux négatifs25-26. De plus, il est difficile d’interpréter 

toxicologiquement les résultats d’une analyse salivaire. Plusieurs études ont tenté de démontrer 

une corrélation systématique entre les concentrations présentes dans la salive, le plasma ou le 

sang complet27-29. Malheureusement, il existe une large inter-individualité en ce qui concerne 

les rapports de concentration entre les différentes matrices biologiques30. Cette variabilité est 

également amplifiée par le fait que certaines classes de substances réagissent de façons diverses 
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dans ce milieu, notamment en raison de leur pharmacocinétique. En effet, la plupart des drogues 

se trouvent dans la salive grâce à un phénomène de diffusion suivant un gradient de 

concentrations. Le taux de diffusion des différentes substances entre le plasma et la salive 

dépendra notamment de ce gradient de concentrations, ainsi que des propriétés physico-

chimiques des substances d’intérêts, tel le pH salivaire et le pKa de la substance. Les composés 

basiques comme les amphétamines sont souvent bien assimilées dans la salive alors que les 

cannabinoïdes par exemple diffusent mal dans cette matrice31.  

3. L’analyse toxicologique systématique 

Lors d’une analyse toxicologique, l’information a priori concernant les substances 

éventuellement impliquées est généralement très lacunaire. Pour cette raison, la méthode de 

criblage idéale devrait permettre la détection et l’identification non ambigüe de toutes les 

substances présentant un intérêt toxicologique et ceci en une seule procédure. Si les 

développements technologiques permettent de se rapprocher de cette situation, la réalité est 

pour l’instant plus contrastée. C’est pourquoi, afin de conserver des approches de criblage 

toxicologique les plus complètes possibles, il convient d’utiliser une succession de procédures 

analytiques pouvant différer par le mode de préparation d’échantillon, ainsi que par les 

techniques instrumentales mises en place32. Ces méthodes complémentaires serviront à apporter 

des preuves concordantes permettant de confirmer ou d’infirmer la consommation d’une ou 

plusieurs substances33. Cette première phase d’analyses de criblage comprend généralement 2 

étapes (Figure 1-1). La première a pour objectif de trouver des indices liés à la présence de 

composés d’intérêt dans les échantillons biologiques à disposition. Cependant, durant cette 

première étape, il n’est pas nécessaire d’obtenir une identification absolue des substances 

détectées. La 2ème étape permet, quant à elle, d’identifier avec la plus grande certitude possible 

les substances détectées lors de la première étape. Il s’agira, dès lors, d’utiliser des méthodes 

relativement performantes.  



  

11 

 

 

 

Figure 1-1: Processus d’analyse d’un échantillon en toxicologie forensique 

De manière générale, l’objectif de ces étapes doit être atteint sans compromettre les analyses 

quantitatives qui suivront et qui serviront à l’interprétation toxicologique des cas. En effet, toute 

détection devra être confirmée dans un 2ème temps à l’aide d’approches quantitatives, 

nécessitant le déploiement de stratégies analytiques différentes. La combinaison des étapes de 

criblage et de quantification se définit comme l’ATS. En pratique, la distinction entre les 

différentes étapes de criblage n’est pas forcément très marquée puisque certains procédés 

analytiques permettent à la fois de répondre aux besoins de l’étape d’orientation et de l’étape 

d’identification. Pour cette raison, certains laboratoires renoncent à ces tests d’orientation au 

profit d’une seule procédure.  

Dans le processus d’analyse d’un échantillon en toxicologie forensique, il existe une grande 

variété de moyens analytiques pouvant être mis en œuvre. Le choix de la stratégie analytique 

dépendra par la suite de plusieurs facteurs, notamment de la question à laquelle il sera demandé 

de répondre. En fonction de la demande et des échantillons à disposition, un choix sera effectué 

concernant la ou les matrices biologiques d’intérêt ce qui influencera également le choix des 
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stratégies analytiques mises en œuvre. De manière générale, l’analyse en toxicologie médico-

légale implique l’utilisation d’un large éventail de techniques analytiques. Celles-ci incluent 

notamment l’usage de tests immunologiques, ces tests sont basés sur les réactions d’une classe 

de xénobiotiques d’intérêt avec un anticorps spécifique. Ces tests rapides et sensibles ne 

demandent quasiment pas de développements puisque les fabricants fournissent des kits de 

dépistages validés permettant l’identification d’un grand nombre de substances ou de classes 

de substances. Malheureusement, ces tests s’ils sont efficaces pour l’identification d’une classe 

de molécule ne sont pas toujours spécifiques pour l’identification de la consommation d’une 

substance en particulier. 

Les approches séparatives par chromatographie sont également extrêmement populaires dans 

les laboratoires d’analyse. Les techniques chromatographiques sont des approches séparatives 

basées sur les différences d’affinités des différents analytes présents dans l’échantillon avec une 

phase stationnaire et une phase mobile. Il existe une grande diversité d’approches 

chromatographiques qui varient en fonction du choix des phases mobiles et de la phase 

stationnaire, et de leurs propriétés physico-chimiques. Parmi les approches les plus répandues, 

la chromatographie en phase gazeuse (GC), en phase liquide (LC) ou encore en phase 

supercritique (SFC) se distinguent par la nature de la phase mobile et sont des approches de 

chromatographie sur colonne. Ces approches séparatives sont généralement couplées à diverses 

méthodes de détection, parmi lesquelles les détecteurs ultra-violet (UV), à ionisation de flamme 

(FID), ou les spectromètres de masse.   Quelle que soit la stratégie adoptée, l’objectif reste de 

combiner suffisamment d’éléments pour conclure de manière précise et sans équivoque sur la 

consommation ou l’absence de consommation de substances présentant un intérêt 

toxicologique. Les sections suivantes se focaliseront sur la description détaillée de l’utilisation 

de la chromatographie liquide (LC) couplée à la spectrométrie de masse haute-résolution 

utilisée lors de ce travail. 
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3.1.1. La chromatographie liquide 

Historiquement, l’invention de la chromatographie est attribuée au botaniste Mikhaïl Tswett, 

qui reportait la séparation de pigments végétaux sur une colonne remplie de carbonate de 

calcium en 1903. Par la suite, les techniques chromatographiques n’ont cessé de se développer 

jusqu’à l’invention de la GC dans les années 50, apportant une alternative puissante aux tests 

colorimétriques et aux approches de spectrophotométries principalement utilisés jusque-là. La 

GC, cette technique sélective, a pris et conservé une place importante au sein des laboratoires 

en raison de son grand pouvoir de séparation. Cependant, la principale contrainte liée à 

l’utilisation de cette technique réside dans la nécessité de faire passer les analytes à l’état gazeux 

et donc la limitation de l’analyse à des composés relativement volatils. Pour cette raison, la LC, 

dont les premières applications ont été décrites à la fin des années 60, a pris petit à petit le pas 

sur l’approche GC ces 20 dernières années. La capacité d’analyser des composés peu volatils 

et de hauts poids moléculaires, associé à la grande diversité de phases mobiles et de phases 

stationnaires commercialisées, font de la LC une technique extrêmement polyvalente. La 

popularité grandissante du couplage LC-MS, qui en fait la méthode la plus employée pour les 

analyses biomédicales, est autant liée au progrès de la spectrométrie de masse qu’au progrès 

des approches de chromatographie liquide. Pour rappel, la LC est une approche séparative basée 

sur l’affinité des analytes, entre une phase stationnaire contenue dans une colonne et une phase 

mobile liquide. Le succès de la LC s’explique principalement par sa grande polyvalence. En 

effet, il est très facile d’adapter le choix des phases mobiles et de la colonne afin de se plier aux 

besoins spécifiques d’une application. Le choix de la phase stationnaire permettra d’effectuer 

les analyses sur une phase dite normale ou en phase inverse (RP). 

L’approche LC en phase normale est la première à avoir été développée et sert principalement 

à la séparation de composés polaires. Lors de l’utilisation de ce type de stratégie, la phase 

stationnaire est souvent composée de silice vierge ou à laquelle sont greffés des groupements 
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polaires. Logiquement, l’utilisation d’une colonne polaire nécessite en contrepartie l’utilisation 

de phases mobiles apolaires. L’analyse des composés polaires a été améliorée avec l’apparition 

de la LC par interactions hydrophiles dans les années 1990 (HILIC). Le principe de cette 

technique repose sur une séparation des analytes polaires à travers une couche d’eau adsorbée 

à la surface de la phase stationnaire polaire.  Cependant, ces conditions ne sont que peu adaptées 

à l’analyse de petites molécules apolaires que sont les drogues et les médicaments. Pour cette 

raison si certaines applications de l’utilisation de colonne HILIC ont été décrites, par exemple 

pour l’analyse de produits dopants amphétaminiques ou pour l’évaluation de la distribution de 

la cocaïne et de ses métabolites dans les fluides et les tissus biologiques, ces approches sont peu 

répandues dans les laboratoires de toxicologie analytique 34-35. 

La chromatographie en RP, à l’inverse a une place prépondérante (près de 80 % des 

applications) dans les approches LC destinées aux analyses biomédicales dont font partie les 

approches toxicologiques. Son nom de phase inverse s’oppose à celui de la chromatographie en 

phase normale. Il n’est donc pas surprenant que dans son application la phase stationnaire soit 

apolaire associée à l’utilisation de phases mobiles plutôt polaires. Les phases stationnaires sont 

généralement constituées de silice ou d’un polymère sur lequel vient se greffer des chaines 

alkyles (C4, C8 ou C18 le plus souvent) ou d’autres groupements apolaires tels que les groupes 

phényles ou cyano. 

Selon l’équation de Van Deemter, trois paramètres vont également influer sur les performances 

d’une colonne LC, et influer sur la forme des pics obtenus. Le premier, la diffusion turbulente, 

est lié à l’anisotropie d’écoulement et dépend de la taille et de la répartition des particules de la 

phase stationnaire à l’intérieur de la colonne. Le deuxième, la diffusion longitudinale dépendra 

du débit des phases mobiles. Plus le flux sera rapide, meilleure sera la qualité de la 

chromatographie, en contrepartie, la contre pression générée sera plus importante. Enfin le 

troisième paramètre, la résistance au transfert de masse, est lié au transfert des analytes entre la 
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phase mobile et la phase stationnaire. Les colonnes les plus utilisées sont composées de billes 

de silice sphériques permettant d’obtenir un remplissage uniforme de la colonne ce qui évitera 

la formation de chemin préférentiel, et donc un élargissement de pic (Figure 1-2). Le diamètre 

des particules interne influence également la performance d’une colonne. En effet, plus les 

particules sont petites, et plus la colonne est longue, plus la surface de contact est importante, 

ce qui permet d’améliorer le pouvoir séparatif. Cependant l’augmentation de cette surface de 

contact augmente la contre pression de manière significative. Il s’agit donc de trouver le bon 

compromis. Sur les instruments LC le diamètre des particules varie habituellement entre 3 et 

10 µm et la longueur des colonnes entre 5 et 15 cm36. Le développement de systèmes UHPLC 

(ultra high performance liquid chromatography) pouvant supporter des pressions plus 

importantes, permet d’augmenter la surface de contact et ainsi d’améliorer la qualité de la 

séparation chromatographique.  Le développement de ces approches permet dès lors 

l’utilisation de particules de diamètres inférieurs à 2 µm. Le gain apporté par ce genre de 

système permet soit d’améliorer la qualité de la chromatographie ou de diminuer 

significativement le temps d’analyse en conservant une bonne séparation37.  

Une technologie de particules relativement récente permet d’obtenir des performances 

comparables aux colonnes composées de particules inférieures à 2 µm, tout en conservant une 

taille de particule plus importante (2.6 µm), ce qui permet de conserver des pressions 

compatibles avec les systèmes LC conventionnels38-39. Cette technologie, nommée fused-core 

(ou core-shell) est basée sur des particules présentant un noyau solide recouvert d’une couche 

poreuse très fine. Cette géométrie permet d’obtenir une importante surface de contact tout en 

réduisant la résistance à l’écoulement (Figure 1-2). L’ensemble des approches développées lors 

de ce travail impliquant l’usage de la chromatographie ont été réalisées avec l’utilisation de 

colonne RP C18 possédant des particules de type core-shell d’une taille de 2.6 µm.  
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Figure 1-2 : Apport de la technologie de particule core-shell pour le remplissage des colonnes RP en LC 

Le choix des phases mobiles utilisées dépendra notamment des phases stationnaires 

sélectionnées. Celles-ci se composent habituellement d’une phase organique (habituellement 

de l’ACN ou du MeOH), et d’une phase aqueuse à laquelle peut être ajouté de l’acide formique 

pour faciliter le processus d’ionisation. L’ajout d’un tampon ajustant le pH peut être utilisé afin 

de rendre l’analyse plus spécifique en fonction de pKa des analytes d’intérêt. La séparation des 

différents analytes peut être optimisée et précisément ajustée en faisant varier les proportions 

des phases mobiles. Lors d’une analyse classique en RP, un fort pourcentage de phase aqueuse, 

permet, par exemple, de focaliser les analytes. Pour les approches de criblage qui nécessitent la 

séparation de diverses substances aux propriétés physico-chimiques variées, un gradient 

complet sera utilisé. Une fois les diverses substances séparées, ce qui permet d’améliorer la 

sélectivité de l’analyse, il est nécessaire d’ajouter une étape d’identification des molécules 

d’intérêts. Dans ce but, le pouvoir séparatif de la LC a été couplé au pouvoir de détection et 

d’identification de la MS, permettant ainsi, de répondre à la plupart des besoins de la toxicologie 

analytique. 

3.1.2.  La spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse (MS), comme son nom l’indique, est une méthode de caractérisation 

des analytes basée sur la détermination des masses atomiques ou moléculaires.  Cette technique 
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permet l’identification et la caractérisation des molécules dans un mélange complexe, mais 

également leur quantification. 

Les développements précédant le premier spectromètre de masse datent de 1886 avec les 

travaux de Goldstein qui découvre un moyen de former des ions positifs en phase gazeuse40. 

Par la suite les découvertes de Millikan et Fletcher portant sur l’électron ainsi que les travaux 

concernant le rayonnement anodiques et cathodiques par Wien et Kaufmann conduisent au 

premier spectromètre de masse construit par Thompson en 191341-43. 

Quelques dates clés sont également à mentionner concernant le développement de certaines 

approches MS qui seront utilisées dans ce travail. Les méthodes analytiques, et plus 

particulièrement la spectrométrie de masse sont en constante évolution. Cet historique part des 

prémices de la MS pour nous amener à la spectrométrie de masse haute-résolution (HRMS) 

avec l’introduction de l’Orbitrap par Makarov44. 

En 1918, Dempster développe la source d’ionisation à impact électronique qui reste encore 

aujourd’hui la source la plus utilisée sur les instruments MS couplés à la GC45. En 1948 est 

publié, par Cameron et Eggers, le plan du premier spectromètre de masse à temps de vol (time 

of flight ou TOF) basé sur les travaux de Stephens publiés en 194646-47. Le premier instrument 

de ce type sera commercialisé en 1958. En 1953 est déposé un brevet concernant la trappe d’ion 

et l’analyseur quadripolaire, ce dernier sera décrit en détails en 1958 et commercialisé en 1968. 

Il amènera également à l’attribution d’un prix Nobel de physique à Paul et Dehmelt en 1989. 

Ces analyseurs restent parmi les plus largement utilisés dans la communauté. En 1956, Beynon 

démontre l’intérêt analytique de la spectrométrie de masse haute-résolution et la plus-value 

d’une détermination exacte de la masse pour la caractérisation élémentaire des ions48. La même 

année apparait également les premiers GC couplés à la MS développés par McLafferty et 

Gohlke49-50. Ce même McLafferty introduit la dissociation induite par collision (CID) avec 

l’aide de Jennings qui est une méthode de fragmentation extrêmement répandue encore 
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aujourd’hui, permettant l’identification d’un composé51-52. L’année 1974 voit apparaître les 

premiers couplage LC-MS mis au point par Arpino, Baldwin et McLafferty 53. En 1987, deux 

groupes de recherche, dont celui de Tanaka, développent la désorption/ionisation laser assistée 

d’une matrice (MALDI) qui permettra à Tanaka d’obtenir le prix Nobel de chimie en 200254-55. 

Le concept de la source d’ionisation par électrospray (ESI) proposé en 1968 sera repris et 

développé en 1988 par Fenn56. Cette technique d’ionisation est, aujourd’hui encore, la plus 

utilisée en ce qui concerne le couplage LC-MS. Enfin, en 1999, Makarov met au point un 

nouveau type d’analyseur de masse qu’il baptise Orbitrap44. Ce type d’analyseur de masse est 

aujourd’hui une référence concernant la spectrométrie de masse haute-résolution (HRMS) et 

les applications décrites dans cette thèse ont été développées sur des instruments basés sur cette 

technologie. Tous ces développements ont conduit la MS à prendre une place prédominante 

dans les laboratoires de chimie analytique, les laboratoires de toxicologie n’échappant pas à la 

règle. 

Le principe de la spectrométrie de masse est basé sur l’analyse de composés sous forme ionique. 

Les analytes présents dans un mélange seront ensuite caractérisés par le rapport entre leur masse 

(m) et leur état de charge (z), on parlera alors de rapport m/z. Les espèces chargées sont ensuite 

soumises sous vide, à l’action d’un champ électrique ou magnétique. Divers processus de 

détection sont impliqués en fonction des différents types d’analyseurs de masse, mais dans tous 

les cas c’est le rapport m/z qui sera mesuré. Un instrument de MS est généralement composé 

de 3 parties principales, à savoir une source d’ionisation, un analyseur de masse, ainsi qu’un 

détecteur.  

Puisque l’analyse MS ne peut s’accomplir qu’en présence d’espèces ioniques, la première partie 

de ces instruments est une source d’ionisation. Le choix de la source d’ionisation est intimement 

lié à la stratégie analytique souhaitée. Une fois les analytes sous forme ioniques, ceux-ci sont 

focalisés et accélérés par des lentilles électroniques, afin d’accroitre leur énergie cinétique. 
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La 2ème partie d’un instrument MS est un analyseur de masse qui va permettre de filtrer les ions 

en fonction de leur rapport m/z. Certains instruments possèdent plusieurs analyseurs de masse 

qui permettront de réaliser diverses expériences, notamment de fragmenter les molécules 

d’intérêt à des endroits spécifiques à leur structure et d’analyser ces fragments dans un but 

d’identification d’un composé, on parlera alors de spectrométrie de masse en tandem ou 

MS/MS. 

Enfin, les ions atteignent un détecteur, parfois un autre analyseur de masse, qui permet d’établir 

un signal proportionnel au nombre d’ions incidents. 

La diversité des approches MS repose sur le choix de la source d’ionisation mais également et 

principalement sur le statut du détecteur (qui seront présentés dans les sections suivantes).  

 Il existe différents facteurs de performance associés à une méthode analytique donnée. En 

toxicologie analytique et de manière générale lorsqu’il s’agit d’analyser un mélange inconnu, 

il est nécessaire d’être conscient de la sensibilité de la méthode. Le terme de sensibilité se 

rapporte à la concentration minimale à laquelle il est possible de détecter ou d’identifier une 

substance (on parlera alors de limite de détection ou LOD, et de limite d’identification ou LOI) 

et celle à laquelle il est possible de la quantifier (on parlera ici de limite basse de quantification 

ou LLOQ). Il s’agit également d’être capable de détecter et d’identifier un composé en 

particulier en le distinguant des autres composés d’intérêt et des éventuels interférents dans un 

mélange complexe, on parlera alors de sélectivité. 

S’il existe une multitude d’organisations et de sociétés analytiques proposant des 

recommandations pour la validation de méthode analytique57-58, notamment les approches 

quantitatives (Chapitre 3), la sensibilité et la sélectivité sont les paramètres pour lesquels la 

spectrométrie de masse apporte une réelle plus-value vis-à-vis d’autres approches de détection 
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souvent associée à la chromatographie,  le FID (détecteur à ionisation de flamme) ou des 

méthodes spectroscopiques comme l’UV (ultra-violet) par exemple.  

Les concentrations rencontrées dans les échantillons en toxicologie forensique peuvent être 

extrêmement diverses. Cette diversité de gammes de concentration en fonction des substances 

se retrouve notamment dans la visualisation des seuils légaux9 et des gammes thérapeutiques10 

déterminées dans le sang (Tableau 1-1). En raison notamment de celle-ci, qui sera également 

dépendante de la matrice biologique choisie, et de la préparation d’échantillon, il est 

extrêmement délicat de détecter la totalité des composés d’intérêt possédant des propriétés 

physico-chimiques diverses avec une sensibilité suffisante en une seule procédure. Il est donc 

nécessaire d’être conscient des paramètres associés à la mesure de la sensibilité d’une méthode 

développée afin d’éviter le rendu de faux négatifs.  

 

 

Tableau 1-1: Seuils légaux et gammes thérapeutiques pour certaines drogues et certains médicaments fréquemment analysés 

ainsi que les gammes de concentration observée pour des cas de toxicologie comportementale pour une cathinone (4-CMC)59 

et une benzodiazépine de synthèse (Flubromazolam)60 
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La sélectivité d’une méthode se définit comme sa capacité à mesurer de façon non-ambigüe un 

analyte et à le différencier des interférences potentielles. Si on se penche sur cette définition, il 

apparaît clairement qu’elle est intimement liée aux notions de LOD et LOI. En pratique, la 

sélectivité est déterminée en utilisant plusieurs échantillons blancs de la matrice choisie et en y 

ajoutant les substances d’intérêt. De cette façon, la présence de composés potentiellement 

interférents peut être investiguée. 

3.1.3. Interfaçage LC-MS grâce à l’ionisation par electrospray 

Comme mentionné, la spectrométrie de masse permet l’analyse de substances sous forme 

chargée. La première étape d’un MS doit donc permettre la formation de ces espèces chargées 

pour permettre leur détection. Il existe bon nombre d’approches permettant la formation de ces 

ions, le choix de celles-ci dépendra notamment du couplage avec une approche 

chromatographique (GC ou LC principalement). Le couplage GC-MS n’ayant pas été utilisé 

lors de ce projet, cette technique, bien qu’encore très répandue, ne sera pas détaillée par la suite. 

D’un autre côté, le couplage LC-MS est moins évident que le couplage GC-MS, puisque l’étape 

d’ionisation nécessite le passage des analytes de l’état liquide à l’état gazeux, avant l’entrée 

dans le spectromètre de masse fonctionnant sous vide poussé. Le gain de popularité des 

approches LC ces dernières décennies est principalement associé aux développements des 

sources d’ionisation à pression atmosphérique (API) facilitant ainsi le couplage LC-MS. Parmi 

les sources d’ionisation API, les sources electrospray (ESI) sont largement les plus utilisée dans 

les approches LC-MS.  

L’avantage de cette stratégie pour les approches de criblage réside principalement en deux 

points. Premièrement, il s’agit d’une méthode d’ionisation dite douce, à savoir que les ions ne 

seront pas fragmentés lors de l’étape d’ionisation. En MS, la présence de sels dans les 

échantillons peut mener à la formation d’adduits avec les molécules d’intérêt menant ainsi à 

des effets de suppression d’ions. Si la formation d’adduits peut être contrôlée pour améliorer 
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l’ionisation grâce à l’ajout approprié d’additif dans les phases mobiles, on travaillera donc 

préférentiellement avec des espèces pseudo-moléculaires soit positivement chargées [M+nH]n+, 

ou négativement chargées [M-nH]n- par protonation ou déprotonation. Deuxièmement, en ce 

qui concerne les petites molécules telles que les drogues ou les médicaments, cette approche 

d’ionisation permettra de produire très majoritairement des espèces monochargées ce qui 

facilitera l’identification basée sur le rapport m/z en simplifiant le spectre de masse, en 

particulier lors de l’analyse de mélanges complexes, et donnera un accès direct à la masse exacte 

de l’ion ciblé. 

Le principe de l’ESI (Figure 1-3) repose sur l’application d’une forte différence de potentiel à 

travers un capillaire métallique entre la sortie de la LC et l’entrée du MS. L’application de ce 

potentiel entre le capillaire et une contre-électrode permet de générer un champ électrique et 

ainsi une accumulation de charge à la surface du liquide situé à l’extrémité du capillaire 

métallique formant ainsi un cône dit de Taylor41. Lorsque la répulsion entre les charges devient 

plus importante que la tension de surface, celle-ci se rompt temporairement formant un spray 

de gouttelettes fortement chargées61-63. L’effet de la chaleur et d’un flux d’azote va conduire à 

l’évaporation partiel du solvant dans ces gouttelettes tout en conservant leur nombre de charges. 

La taille des gouttelettes va ainsi diminuer jusqu’à atteindre la limite de stabilité de Rayleigh, 

point où les répulsions électrostatiques sont égales à la tension de surface. Le dépassement de 

cette limite mène une fission coulombienne générant des gouttelettes plus petites, ce schéma va 

ensuite se répéter jusqu’à l’obtention d’ ions complétement désolvatés64. 
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Figure 1-3 :Représentation schématique du processus d’ionisation par electrospray65 

Cette approche présente néanmoins certains désavantages. En effet, un débit des phases mobiles 

augmente la taille des gouttelettes ce qui diminue l’efficacité de l’ionisation, en particulier lors 

de l’utilisation de phases mobiles peu volatiles. Dans ce cas, l’évaporation du solvant se fait 

parfois de manière incomplète ce qui limite le nombre d’ions atteignant l’entrée du MS. Pour 

pallier ce problème, un flux de gaz de nébulisation chauffé va venir assister l’ionisation afin de 

faciliter l’évaporation du solvant.  L’ESI est également très sensibles à la présence de particules 

non volatiles. Dans les matrices complexes, telles que les fluides biologiques, la présence de 

sels et autres interférents peut conduire à des effets de suppression ou d’augmentation d’ions66. 

Ces effets de matrice peuvent influencer considérablement la détection et par conséquent la 

sensibilité d’une approche basée sur l’ESI, c’est pourquoi il est courant d’évaluer ces effets de 

matrice dans les approches de validation de méthode (Chapitre 3). Une fois les ions formés, 

ceux-ci vont pouvoir être analysés par MS. 

3.1.4. Apports de la spectrométrie de masse haute-résolution 

Les développements de la spectrométrie de masse ont mené à un gain important de 

performance. Parmi ces développements, l’avènement de la spectrométrie de masse à haute 

résolution pour des instruments de routine au milieu des années 2010 ont ouvert de nouvelles 
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opportunités en analyse biologique médicale. Les spectromètres de masse haute-résolution se 

caractérisent en effet par leur capacité à séparer deux pics de masse proche (on parlera alors de 

résolution), ainsi qu’à mesurer la masse exacte d’un composé de façon extrêmement précise 

(précision inférieure à 0,001 Daltons). Cette précision permettra notamment la détermination 

de la composition élémentaire d’un ion.  

La résolution spectrale en MS se calcule soit pour un pic seul, soit pour deux pics adjacents. En 

pratique la formule reste la même puisqu’il s’agit d’un rapport entre la masse mesurée (m) et 

une différence de masse (Δm). Pour un pic seul, le delta de masse est lié à la largeur du pic et 

se calcule à 50 % de la hauteur de celui-ci (Figure 1-4). Pour deux pics adjacents d’une hauteur 

proche, la même formule est appliquée ou m est la masse du 2ème pic, et Δm est la différence de 

masse mesurée entre les deux pics, il convient néanmoins de définir à quel pourcentage de leur 

hauteur les deux pics se recouvrent. 

La précision sur la masse se calcule habituellement en partie par million (ppm) en divisant la 

différence entre la masse obtenue pour un composé avec sa masse exacte théorique (Δm) par la 

masse exacte du pic (m) multiplié par un million. Les spectromètres de masse haute-résolution 

permettent d’obtenir des précisions inférieures à 5 ppm. Le gain de précision sur le rapport m/z 

apporté par l’HRMS permet de faciliter l’identification d’une substance inconnue en diminuant 

le nombre de formules chimiques possibles67. 

  La figure 1-4 illustre le gain de capacité d’identification apporté par l’utilisation d’une 

méthode HRMS et présente les formules associées à la définition de la résolution.  
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Figure 1-4 : Comparaison d’un spectre de masse en absence et en présence de l’apport de la haute-résolution. La résolution 

se calcule différemment pour un pic isolé ou lorsqu’on considère deux pics voisins. 

Il existe différents types de spectromètres de masse haute-résolution, parmi lesquels les 

analyseurs temps de vol (TOF), les analyseurs Orbitrap et les analyseurs à résonnance 

cyclonique ionique (FTICR). L’Orbitrap permet notamment d’obtenir une résolution spectrale 

allant jusqu’à 500'000 en routine, et une précision sur la masse inférieure à 1 ppm. L’utilisation 

de ces instruments permet également d’obtenir une amélioration de la sélectivité pour les 

approches ciblées en séparant le signal des molécules d’intérêt, du signal lié au bruit de fond 

grâce à la précision de masse obtenue68. Ce gain de sélectivité induit également indirectement 

un gain de sensibilité. Maintenant que les avantages liés à cette technologie ont été décrits, le 

fonctionnement des analyseurs de masses haute-résolution les plus utilisés en toxicologie 

analytique seront décrits dans les sections suivantes. 

3.1.5. Analyseurs de masse à haute résolution 

Une fois les analytes ionisés, ceux-ci seront dirigés vers un ou plusieurs analyseurs de masse. 

Il existe bon nombre de ces analyseurs qui varient par leur géométrie et le principe physique 

employé. Ces diverses approches auront des vitesses d’acquisition, des gammes d’analyses, des 

modes d’acquisition ainsi que des résolutions différentes. Pour rappel, les sources d’ionisation 
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à pression atmosphérique utilisées lors du couplage LC-MS vont permettre le plus souvent 

d’obtenir des ions pseudo-moléculaires. Cet aspect est crucial dans les approches de criblage 

puisqu’il simplifiera la mise au point de processus MS/MS et augmentera la capacité 

d’identification de l’approche. Parmi les analyseurs de masse haute-résolution, deux types 

d’instruments se sont particulièrement démocratisés dans les laboratoires de routine, à savoir 

les analyseurs temps de vol (TOF, time of flight) et les Orbitraps. Ces deux types d’analyseurs 

seront décrit en détails dans les sections suivantes. 

3.1.5.1. Analyseurs TOF 

Les analyseurs TOF sont, comme leurs noms l’indiquent, basés sur la mesure du temps de vol 

des molécules dans un système dédié. Cette technique, bien que non utilisée durant cette thèse, 

est très largement utilisée, en particulier pour des approches de criblage. Il est donc normal de 

lui attribuer une attention particulière dans ce manuscrit. 

En pratique, les ions sont soumis à une différence de potentiel leur conférant une énergie 

cinétique. Les ions entrent ensuite dans un tube avec une énergie proportionnelle à leur masse 

(m/z) et à leur vitesse au carré (Ecin=1/2mv2). Tous les ions entrant dans le tube possèdent la 

même énergie cinétique, leur vitesse, et donc la distance parcourue dans le tube (leur temps de 

vol) permet donc directement de calculer le rapport m/z. Pour améliorer la séparation entre 2 

masses et ainsi augmenter la résolution spectrale, il faut allonger le temps de vol, pour ce faire, 

il existe deux possibilités. La première consiste à diminuer la vitesse des ions, ce qui équivaut 

à une réduction de l’énergie cinétique et ainsi une augmentation du temps de vol. Toutefois, 

cette perte d’énergie cinétique aura pour conséquence de diminuer la sensibilité de la mesure et 

n’est donc pas retenu. L’autre stratégie consiste à augmenter la distance de vol. Le tube peut 

être allongé mais il en résulte une perte d’ions liée à la dispersion. L’alternative est d’utiliser 

des sortes de miroirs électrostatiques (réflectrons), pour doubler, tripler, voire quadrupler le 

temps de vol. Ces réflectrons, grâce à une différence de potentiel, permettent de focaliser les 
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ions et de limiter ainsi la dispersion de l’énergie cinétique (Figure 1-5). L’utilisation de ces 

miroirs limite la gamme de masse des composés analysables à des masses inférieures à 4000-

5000 Daltons. Une autre stratégie, l’extraction retardée, consiste à appliquer une 2ème impulsion 

avec un temps retard pour que l’ensemble des ions d’intérêt arrivent simultanément au 

détecteur. En effet, si on applique une seule impulsion, les ions les plus éloignés du détecteur 

vont rester plus longtemps dans la zone d’accélération et en sortir plus tard mais avec une 

énergie cinétique plus importante. Dans le cadre d’une utilisation d’une source d’ionisation 

continue, telle l’ESI, les ions arrivent avec une certaine vitesse dans l’analyseur. Afin de 

focalisés les ions, une faible pression d’un gaz inerte est appliquée. Les ions sont ensuite 

projetés de manière orthogonale et pulsée à leur trajectoire de départ, où ils effectueront leur 

vol.  

 

Figure 1-5 : Représentation schématique du fonctionnement d’un analyseur de masse TOF69 

Les TOF sont des analyseurs de masse avec une très grande vitesse d’acquisition et qui 

permettent d’obtenir une haute résolution spectrale (de l’ordre de 40'000). De ce fait, de 

nombreuses applications d’approches de criblage ont été décrites dans la littérature70-71. Le TOF 

présente néanmoins un inconvénient majeur, notamment en termes de stabilité et de sensibilité. 

En effet, ces d’analyseurs sont très sensibles au changement des conditions opératoires, 

notamment la température. C’est pourquoi, afin de garantir des résultats précis et justes, il est 

nécessaire d’infuser régulièrement un étalon au cours des analyses. Comme pour les autres 
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approches, le TOF peut être couplé avec d’autres types d’analyseurs de masse afin notamment 

de réaliser des expériences MS/MS. 

3.1.5.2. Orbitrap 

L’Orbitrap est une trappe électrostatique inventée par Alexander Makarov et décrite pour la 

première fois en 199944, 72. L’Orbitrap est un analyseur à transformée de Fourier. Sa 

configuration se compose d’une électrode externe et d’une électrode centrale (Figure 1-6). 

L’effet d’un champ électrostatique entre les deux électrodes permet de piéger les ions à 

l’intérieur de l’électrode extérieure. Ces ions sont en mouvement autour de l’électrode centrale 

et possèdent des trajectoires et des fréquences d’oscillation et de rotation propre à leur rapport 

m/z. Les appareils Orbitrap contiennent généralement une trappe d’ions (C-Trap) qui permet 

d’accumuler les ions et de les introduire de manière pulsée dans l’Orbitrap ou dans une chambre 

de collision pour les étapes de fragmentation. L’utilisation de trappes par définition permet de 

sélectionner le temps d’analyse.  Plus celui-ci sera long, plus la résolution spectrale pourra être 

élevée. Ces analyseurs à transformée de Fourier permettent d’obtenir des résolutions jusqu’à 

500'000 en routine ce qui présente un avantage certain pour l’identification de molécules. 
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Figure 1-6 : Représentation des trajectoires des ions autour de l’électrode centrale dans une Orbitrap (A), ainsi que structure 

de celle-ci avec l’électrode extérieur (B), ainsi qu’un anneau de céramique reliant les deux parties de cette électrode (C)73 

L’Orbitrap permet d’obtenir une grande robustesse dans la détermination de la masse exacte 

(avec une précision d’1 ppm) combinée à la haute-résolution spectrale. En contrepartie, sa 

vitesse d’acquisition est relativement faible comparé au TOF. Depuis sa première 

commercialisation en 2005 couplé à une trappe d’ion linéaire (LTQ Orbitrap), les instruments 

hybrides basés sur la technologie Orbitrap n’ont cessé de se développer. L’utilisation 

d’instruments hybrides permet de coupler les avantages de plusieurs analyseurs au sein d’un 

même instrument. Dans le cas d’un système LTQ-Orbitrap, il est ainsi possible de fragmenter 

les molécules au moyen de la trappe linéaire pour réaliser des analyses MS/MS, tout en 

permettant de bénéficier de l’analyse à haute résolution des substances d’intérêt au moyen de 

l’analyseur Orbitrap. Dans ces instruments une trappe d’ions linéaire incurvée en forme de 

« C » appelée « C-trap » est placée juste avant l’analyseur HRMS. Les ions produits en continu 

par la source ESI vont être transférés puis piégés dans cette trappe.  Celle-ci va permettre 

d’accumuler les ions avant leur injection, de façon discontinue dans l’Orbitrap. Si la popularité 
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de ces instruments est principalement liée à leurs capacités pour l’analyse qualitative, des 

analyses quantitatives rapides et sensibles sont également possible. L’utilisation de l’automatic 

gain control (AGC) notamment, un procédé durant lequel un court « préscan » est effectué dans 

la trappe d’ion permet d’assurer une précision dans la quantification et une bonne gamme 

dynamique.  Ce procédé permet de d’emmagasiner une nombre cible d’ions dans la trappe 

permettant d’assurer une bonne sensibilité. Afin d’augmenter la sensibilité des analyses et la 

quantité d’information structurale obtenue, l’amélioration de la C-trap et l’implémentation 

d’une cellule de fragmentation HCD (higher energy collision-induced dissociation) ont menés 

aux instruments de type QExactive où la trappe d’ions linéaire est remplacée par un analyseur 

quadripolaire (Figure 1-7). Les approches présentées au cours de ce travail ont d’ailleurs toutes 

été réalisées sur ce type d’instrument hybride. Par la suite, les appareils ont continué d’évoluer 

avec pour but d’améliorer la sensibilité et d’accélérer la vitesse d’acquisition tout en améliorant 

encore la résolution spectrale. Les nouvelles générations d’instruments comme le Q Exactive 

HF (pour High Field®) ou Orbitrap Fusion® (Thermo scientific) permettent d’aller dans ce 

sens, en permettant, par exemple, une acquisition en full-scan dans l’Orbitrap pendant qu’une 

expérience de fragmentation est réalisée en quasi-simultanée dans la trappe d’ion permettant de 

réduire le nombre de cycles d’acquisition. 
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Figure 1-7 : Représentation du spectromètre hybride QExactive™ 

4. Conclusions du chapitre 

Cette première partie a pour but de définir de façon générale le processus et les diverses étapes 

analytiques liées à la toxicologie forensique. Cette partie a également permis de poser les bases 

des outils nécessaires à la résolution d’un cas de toxicologie comportementale ou post-mortem. 

Il était également important de définir dans quel cadre vient s’inscrire l’utilisation de la 

spectrométrie de masse haute-résolution qui sera le fil conducteur de la suite de cette thèse. 

Celle-ci se focalisera sur le développement et les applications de diverses approches de 

criblages et de quantification pour lesquelles la spectrométrie de masse apporte une réelle plus-

value. 
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Approches de criblage par couplage LC-HRMS 

Le couplage GC-MS est le premier outil véritablement efficace qui a permis à la fois une 

détection et une identification rapide et fiable des substances d’intérêt toxicologique dans des 

matrices complexes, répondant ainsi aux besoins de l’ensemble de l’étape de criblage en une 

seule analyse. L’efficacité de ce procédé dans ce contexte est intimement liée à la 

reproductibilité de la fragmentation des molécules offerte par l’ionisation par impact 

électronique (EI), et à l’utilisation de librairies spectrales riches et fiables1. Cependant, le 

développement des approches de couplage LC-MS plus polyvalentes, facilitant les étapes de 

préparation d’échantillons, et réduisant le temps d’analyse prennent petit à petit le pas sur les 

systèmes GC-MS pour les approches de criblage toxicologique2. L’utilisation de la 

spectrométrie de masse haute-résolution permet de renforcer l’intérêt de la LC-MS pour ces 

approches en renforçant le pouvoir d’identification3.  

En effet, le développement de ces approches sensibles et sélectives permet également de 

compenser la concentration plus faible des analytes dans le sang, et d’utiliser d’autres matrices 

que l’urine jusqu’alors matrice de référence pour les approches de criblage. Le gain de 

performance est tel qu’il permet même de développer des approches de criblage large-échelle, 

basées sur des microéchantillons visant à réduire les volumes de matrices biologiques et de 

solvants utilisés. Le gain de performance permet également dans certains cadres d’application 

de s’affranchir totalement de l’étape séparative de chromatographie et de réduire de ce fait 

considérablement les temps d’analyse4-6. 

Ce chapitre sera dans un premier temps dédié aux stratégies analytiques possibles en ce qui 

concerne le criblage LC-HRMS, et notamment aux approches dépendantes et indépendantes 

des données. Par la suite une application de criblage LC-HRMS large échelle ciblant plus de 

1'000 substances à partir de microéchantillons sanguins sera présentée. 
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1. Stratégie analytiques, acquisition dépendante et indépendante des données 

 La diversité des instruments et des analyseurs de masse associée aux développements 

technologiques permet une multitude de stratégies analytiques possibles. En raison du grand 

nombre de substances potentiellement impliquées dans un cas de toxicologie forensique et de 

la diversité de leurs propriétés physico-chimiques, le développement d’une approche de 

screening sensible et non-biaisée constitue une tâche complexe7. L’évolution des instruments 

hybrides basés sur l’Orbitrap a notamment permis le développement d’approches d’acquisition 

de données complexes par MS. Dans ces approches plusieurs scans sont utilisés en parallèle 

dans le but de maximiser l’information obtenue lors d’une même acquisition. On retrouve ici 

des stratégies dépendantes des données (data dependent acquisition, DDA) basées sur 

différents critères, ou des approches indépendantes des données (data independent acquisition, 

DIA). Ces deux stratégies sont disponibles pour les instruments de types QExactive® (Thermo 

Scientific). L ‘acquisition DDA se base sur une première acquisition en mode balayage (ou full-

scan), suivie d’une 2ème étape de fragmentation basée sur la première acquisition (Figure 2-1). 

Cette 2ème acquisition peut s’effectuer soit selon des critères objectifs, à savoir principalement 

des seuils d’intensités, soit de manière ciblée en utilisant une liste d’inclusion. Le défaut de 

l’approche DDA basée sur des critères d’intensité, dont la principale limite est le temps de cycle 

dédié à l’étape de fragmentation, réside dans le risque de fragmenter des interférences liées à la 

matrice en lieu et place des analytes d’intérêt. L’utilisation d’une liste d’inclusion permet ainsi 

de focaliser l’instrument sur l’acquisition de données pertinentes pour l’identification des 

substances présentant un intérêt toxicologique. Cette stratégie comporte néanmoins un 

désavantage puisqu’une substance absente de la liste d’inclusion pourra être détectée dans le 

full-scan mais ne sera pas fragmentée. 
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Figure 2-1 : Stratégie d’acquisition en données dépendantes 

 

Lors d’une acquisition en DIA tel que le SWATH (sequential window acquisition of all 

theoretical fragment-ion spectra) ou le MSX (multiplexed, appelé aujourd’hui msxDIA)8-10. 

Ces approches sont également basées sur une première acquisition en full-scan. Par la suite, une 

étape de fragmentation va être réalisée de façon systématique et exhaustive. En effet, 

l’ensemble des précurseurs présents dans des fenêtres de masses définies préalablement (de 25 

daltons par exemple) vont être fragmentés (Figure 2-2). Par la suite, des algorithmes de 

déconvolution sont appliqués afin de réattribuer a posteriori les fragments à leurs précurseurs. 

Cette approche gagne progressivement en popularité, notamment pour les approches 

protéomiques et ce principalement grâce aux progrès de ces algorithmes de déconvolution. 
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Figure 2-2 : Présentation des approches DIA telles que le SWATH11 

D’un point de vue théorique, les approches DIA semblent particulièrement appropriées pour les 

approches de criblage puisque l’ensemble des précurseurs est fragmenté, réduisant les risques 

de faux négatifs. Une étude récente a d’ailleurs mis en évidence l’intérêt du SWATH par rapport 

aux approches DDA classiques dans des cas de coélutions de substances pour l’analyse de 
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matrices complexes12. En pratique cependant, la génération de ces spectres de fragmentation 

composites complexes présente des difficultés pour la détection et l’identification dans les 

gammes basses de concentration. Ce genre d’approches nécessitent donc encore l’amélioration 

des algorithmes de déconvolution avant de pouvoir être utilisées pour des aspects de criblage 

toxicologique de routine13. 

Bien que l’utilisation d’une approche DDA ciblée en utilisant une liste d’inclusion limite la 

possibilité de recherche d’une substance a posteriori sans réanalyse de l’échantillon, cette 

approche couplée à l’utilisation d’une liste d’inclusion de plus de 1000 composés a fait ses 

preuves dans notre laboratoire. En effet, elle permet à l’instrument de se focaliser sur 

l’acquisition de donnée pertinentes. Nos expériences ont d’ailleurs démontré que l’utilisation 

d’une liste d’inclusion permet d’augmenter de manière importante l’identification des 

substances d’intérêt par rapport à une approche DDA basée sur les critères d’intensité, 

spécialement aux concentrations les plus basses liées aux gammes thérapeutiques et aux seuils 

légaux.  L’utilisation de cette stratégie comportant une liste d’inclusion permet également un 

ajout et une adaptation rapide à l’arrivée d’une nouvelle substance, augmentant le pouvoir 

d’identification de la méthode. 

2. Criblage large-échelle par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie 

de masse haute-résolution 

2.1. Présentation de la problématique 

Une fois la stratégie analytique sélectionnée, à savoir une acquisition en DDA basée sur une 

liste d’inclusion, il a fallu sélectionner les critères d’identification avec l’objectif principal de 

maximiser l’efficacité de la méthode et de limiter les faux négatifs (substance présente dans 

l’échantillon mais non détectée par l’approche utilisée). Quatre critères ont été considérés 

comme paramètres d’identification, à savoir le rapport masse sur charge (m/z), le ratio 

isotopique (IP), le temps de rétention (RT) et la comparaison des spectres de fragmentation 
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MS/MS obtenus avec ceux contenus dans une base de données (LS ou library search). La 

recherche en librairie a été considéré comme satisfaisante lorsque le match entre le spectre de 

référence et le spectre acquis était supérieur à 50 %. Le ratio isotopique devait correspondre à 

la base de données à plus de 65 % avec une précision de masse inférieure à 10 ppm. Enfin le 

temps de rétention devait correspondre avec une précision de 30 secondes. Pour que nous 

puissions détecter un composé dont nous ne connaissons pas le temps de rétention ou pour 

compenser certains défauts de l’algorithme de comparaison des spectres, des choix ont dû être 

effectués. En effet, afin de remplir notre objectif principal, l’utilisateur doit investiguer plus 

particulièrement les cas où le temps de rétention ou la comparaison spectrale MS/MS n’est pas 

en adéquation avec notre base de données (Figure 2-3). L’élargissement de ces critères 

d’identification implique également un plus grand risque de faux positifs qui doivent être 

examinés par l’opérateur. L’ajout de seuils d’intensité pour l’identification de certaines 

substances (la cocaïne par exemple), permet également de s’affranchir d’un certain nombre de 

faux positifs. 

 

Figure 2-3 : Critères d’identification sélectionnés pour l’approche de criblage LC-HRMS sur DBS 

Afin d’évaluer les performances de la méthode développée, 104 cas de toxicologie forensique 

et clinique ont été analysés sans connaissances a priori sur DBS avec l’approche développée 

ainsi qu’avec une méthode ciblée basée sur un instrument de type QTrap® (AB Sciex) sur des 

prélèvements DBS, et une méthode basée sur un Toxtyper® (LC-LIT-MS system, Bruker) sur 

des échantillons de sang complet. L’analyse de ces cas a mené à 271 identifications uniques de 

composés. L’approche LC-HRMS sur DBS développée durant ce travail a permis de mettre en 
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évidence 99 % des identifications contre 72 % pour l’approche Toxtyper et 57 % pour 

l’approche QTrap® (Figure 2-4 A). 

 

 

Figure 2-4 : Comparaison des performances de 3 approches de criblages toxicologique après analyses de 104 cas menant à 

271 identifications (A). Et pourcentage de substances non identifiées par les approches classiques en fonction de la gamme de 

concentration (B) 

Une évaluation plus en profondeur des résultats a permis de mettre en évidence que ces 

différences étaient très majoritairement liées à la capacité de détection et d’identification de la 

méthode aux gammes de concentration les plus basses (Figure 2-4 B). L’autre partie des 

différences étaient liées à l’aspect large-échelle de la méthode développée qui cible un nombre 

plus important de substances que les autres approches. Ces résultats ont permis de mettre en 

exergue la plus-value en termes de sensibilité et de sélectivité associées à l’utilisation d’un 

instrument HRMS de type Orbitrap et ce malgré l’utilisation de microéchantillons de sang. À 

la suite de cette étude, la méthode a été implémentée en routine et plus d’une centaine 

d’échantillons par mois sont analysés avec cette approche. L’article lié à ces développements, 

et publié dans Analytica Chimica Acta, est présenté dans la section suivante. 
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2.2. Article : Liquid chromatography-high resolution mass spectrometry for broad-

spectrum screening of dried blood spot as microsampling procedure 
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3. Conclusions du chapitre 

Plusieurs stratégies analytiques adaptées aux approches de criblage basées sur l’HRMS ont été 

présentées dans ce chapitre. Le développement d’une méthode LC-HRMS et la comparaison 

des performances avec les approches classiques (GC et LC-MS) ont permis de mettre en 

évidence le gain de performance apporté par l’utilisation d’appareils hybrides basés sur la 

technologie Orbitrap. Ces techniques ont permis de réduire significativement le temps de 

préparation des échantillons et d’analyse sans péjorer les résultats analytiques apportant même 

un gain important de sélectivité. 

L’étude présentée a montré des résultats surpassant ceux obtenus avec les approches utilisées 

en routine. La technique de criblage LC-HRMS présenté à la section 2.2 a d’ailleurs été 

implémentée en routine au sein de notre laboratoire, remplaçant ainsi une partie des approches 

classiques utilisées jusqu’alors. Les tests immunologiques sanguins, ainsi que les screenings 

par HPLC-DAD ont, par exemple, été abandonnés au profit de cette approche de screening LC-

HRMS. À l’heure actuelle c’est environ 2000 cas de routine par an qui sont analysés par cette 

approche. 

D’autres applications sont à envisager dans un futur proche avec ces approches. En effet, des 

résultats préliminaires prometteurs ont été obtenus en adaptant le processus d’extraction prévu 

pour l’analyse de DBS à des tissus biologiques (tissus adipeux viscéraux et sub-cutanés, foies, 

muscles, et cortex cérébraux) pour les approches de criblage LC-HRMS (Figure 2-5)14. Des 

résultats préliminaires ont également été obtenus concernant les approches 

qualitative/quantitative MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation) pour la 

résolution de cas d’intoxication sur des matrices alternatives telles que la bile ou le contenu 

gastrique (données internes non publiées). Ces approches permettent de simplifier grandement 

la préparation d’échantillon et de s’affranchir de l’étape séparative qu’est la LC et de réduire 

ainsi significativement le temps d’analyse. 
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Figure 2-5 : Protocole d’extraction lié à l’approche de criblage large-échelle par HRMS adapté pour l’analyse de tissus 

biologiques 
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Approches quantitatives 

S’il existe une diversité de matrices biologiques possibles pour la réalisation des approches de 

criblage, le sang est clairement la matrice de référence concernant les approches quantitatives 

de confirmation. Comme mentionné, le sang est la seule matrice pour laquelle il est possible 

d’établir une relation claire entre les concentrations de substances psychoactives et l’effet sur 

un individu. 

Dans l’optique des analyses quantitatives, le couplage LC-MS est largement la technique 

analytique la plus répandue. Parmi les stratégies possibles, l’utilisation du mode SRM (selected 

reaction monitoring) est considérée comme l’approche de référence sur des instruments de type 

quadripolaire ou QTrap®. Ces instruments sont réputés pour être robustes tout en ayant une très 

bonne sensibilité associée à un temps de cycle très court permettant de développer des 

approches multi-analytes. 

Toutefois, l’utilisation de l’Orbitrap permet également de développer des approches 

quantitatives en mode PRM (parallel reaction monitoring). Ce mode d’acquisition proche dans 

son concept de l’utilisation du mode SRM, permet néanmoins de bénéficier des avantages 

technologiques apportés par l’utilisation d’instruments HRMS.  

Ce troisième chapitre décrira quelques concepts théoriques liés à l’utilisation de ces approches 

quantitatives. Dans un 2ème temps, certains aspects pratiques auxquels il a fallu faire face durant 

le développement de ces méthodes quantitatives seront présentés. Il sera notamment question 

des aspects techniques liés à l’analyse des cannabinoïdes, ainsi que ceux liés au développement 

de méthodes multi-analytes. Dans un 3ème temps, des approches quantitatives en mode PRM 

seront présentés pour l’analyse de molécules liée à des cas MDV. 
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1. Aspects théoriques 

1.1.  Stratégies analytiques 

Les sections suivantes seront dédiées aux analyses quantitatives par couplage LC-MS. Dans un 

premier temps, un bref rappel sera proposé sur le mode d’analyse SRM qui est l’approche de 

référence dans l’optique des analyses quantitatives LC-MS et qui est régulièrement appliquée 

sur des instruments de type triple-quadripolaire (QqQ). Les caractéristiques de ce mode seront 

évaluées puis comparées à l’approche alternative qu’est le mode PRM sur les instruments 

HRMS. 

1.1.1. Selected reaction monitoring (SRM) 

Lors d’une analyse SRM, un précurseur d’intérêt est sélectionné par le premier quadripôle (Q1) 

du système QqQ, avant d’être fragmenté en CID dans le q2. Enfin, le Q3 va permettre d’analyser 

un des fragments obtenus lors de cette étape de fragmentation (Figure 3-1 A). La relation entre 

l’acquisition de ce fragment et un ion précurseur sera défini comme une transition. Le fait 

d’avoir deux étapes de sélection d’un m/z d’intérêt (pour l’ion précurseur et pour la transition) 

est la raison de la popularité de l’utilisation de ce mode. En effet, cette approche va permettre 

d’obtenir une grande sélectivité et d’augmenter le rapport signal sur bruit. L’utilisation de ce 

genre d’instrument permet également d’obtenir une grande efficacité d’acquisition (temps de 

cycles courts)1. Cette capacité à différencier le signal du bruit de fond, spécialement aux basses 

concentrations, permet d’augmenter la sensibilité et la gamme dynamique2. Ce mode, basé sur 

l’acquisition de transition permet également, en théorie, de différencier deux composés 

coéluants. Le principe d’acquisition de transition plutôt qu’une acquisition en mode balayage, 

permet de dédier tout le temps d’acquisition à des données pertinentes. Cet aspect couplé aux 

développements électroniques des instruments modernes qui permettent de passer très 

rapidement d’une transition à une autre, rendant l’approche très efficace, permet la 

quantification d’un nombre important de composés3. Le principal défaut réside dans le temps 
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nécessaire au développement d’une approche SRM, ainsi qu’à son manque de flexibilité si 

l’ajout d’une nouvelle substance est nécessaire. En effet, des étapes d’infusion des composés 

d’intérêt sont nécessaires afin d’optimiser les transitions sur lesquelles sont basées la 

quantification. Il semble également que malgré les aspects théoriques, la précision sur la masse 

des fragments d’intérêt ne soit pas suffisante pour éviter la co-isolation de substances 

interférentes, détériorant ainsi la qualité de la quantification notamment lors de l’analyse de 

matrice complexes4-6. Ces aspects ouvrent donc la porte à l’utilisation d’alternatives, 

bénéficiant des récents développements technologiques. 

 

Figure 3-1 : Approches de quantification SRM développée sur des instruments de type triple quadripolaires et PRM 

développée sur Orbitrap7 

1.1.2. Parallel reaction monitoring (PRM) 

Le principe du mode PRM développé sur les instruments hybrides HRMS est très proche de 

celui du mode SRM. La configuration de l’instrument est la même à la différence que le Q3 des 

QqQ est remplacé par l’analyseur à haute résolution qu’est l’Orbitrap. En bref, le Q1 est 

également dédié à la sélection ciblée de précurseurs d’intérêt qui seront fragmentés dans une 

cellule de fragmentation à haute énergie (high-energy collisional dissociation ou HCD) (q2). 

Les fragments seront ensuite analysés par l’Orbitrap faisant office de Q38. Cette utilisation 

présente certaines particularités en plus du gain de sélectivité apporté par la haute résolution 
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spectrale. Premièrement, le mode PRM (aussi appelé MRM-HR, pour multiple reaction 

monitoring high-resolution en fonction du type de technologie HRMS) permet l’analyse de 

l’ion précurseur ainsi que de l’ensemble des fragments de celui-ci en simultané (Figure 3-1).  

 

Une comparaison de ces deux approches permet de se rendre compte qu’elles possèdent des 

performances similaires en termes de linéarité, de gamme dynamique, de précision et de 

répétabilité 9. Cependant, comme mentionné, l’usage d’une approche HRMS par nature permet 

d’augmenter la sélectivité10. Le remplacement d’un quadripôle par une trappe ionique permet 

également d’échantillonner les précurseurs peu abondants pendant un temps plus important 

menant à un gain de sensibité11. Enfin, le principe d’acquisition de la totalité des fragments d’un 

précurseur donné facilite le développement d’approches multi-analytes. En effet, seul le rapport 

m/z du précurseur est nécessaire comme connaissance a priori pour le développement d’une 

méthode. 

Les approches PRM ont notamment été largement décrites pour des applications de 

protéomique12-13. Le développement de méthodes utilisant ce mode de quantification pour 

l’analyse de petites molécules gagne également en popularité. Des études ont reporté 

l’utilisation de ce mode pour des analyses métabolomiques non-ciblées, ainsi que la 

quantification de stérols14-15. Des analyses de médicaments basées sur l’utilisation de ce mode 

de quantification ont également été publiées. Les quantifications d’un anti-cancéreux 

(abiratérone), d’un traitement pour l’hépatite C (beclabuvir), ainsi que d’anticoagulants ont 

ainsi été reportées16-18.  

Aux vues de ces considérations, il est raisonnable de penser que l’utilisation du mode PRM 

pour les analyses toxicologiques présente une alternative solide aux approches de référence. 

Plusieurs approches quantitatives basée sur l’utilisation du mode PRM ont donc été développées 

avec succès au cours de cette thèse. 



  

64 

 

1.2.  Validation de méthode 

De nombreuses recommandations sont disponibles concernant la procédure à suivre pour la 

validation d’une méthode analytique. Ces recommandations sont d’ailleurs toutes relativement 

comparables.  

En ce qui concerne les approches quantitatives, les critères de validation d’une méthode sont 

clairement définis19-20. Dans les approches décrites dans cette thèse, la validation a été adaptée 

des  recommandations de la Société Française des Sciences et des Techniques Pharmaceutiques 

(SFSTP)21. 

L’évaluation de l’exactitude, comprenant l’étude de la justesse et de la précision, a été effectuée 

par l’utilisation d’un traitement statistique basé sur l’analyse de la variance (ANOVA). Cette 

évaluation est basée sur 3 jours d’analyses non consécutifs pendant lesquels des contrôles 

qualités internes (IQCs) sont mesurés à 4 niveaux de concentration en 4 réplicas par niveau. 

Ces analyses permettent également de déterminer la linéarité dans pour une gamme de 

concentrations précise et la LOQ de la méthode. L’exactitude représente l’incertitude de mesure 

totale ; elle comprend 2 paramètres. La justesse représente le biais ou l’erreur systématique, elle 

se calcule en comparant une différence en pourcent entre les valeurs obtenues pour les différents 

QCs et les valeurs théoriques attendues. La précision, quant à elle, peut être définie comme 

l’erreur aléatoire ou la déviation standard et contient deux composantes. La répétabilité (ou 

déviation standard) représente la fidélité d’une analyse réalisée dans des conditions similaires, 

à savoir par le même opérateur, utilisant les mêmes solvants et réactifs. La fidélité intermédiaire 

représente la précision d’une analyse réalisée dans différentes conditions, à savoir sur plusieurs 

jours non consécutifs et avec différentes solutions. La combinaison de la justesse et de la 

précision peut être représentée de façon graphique à l’aide du profil d’exactitude (Figure 3-2). 

La justesse est représentée par les lignes rouges continues, alors que la précision est représentée 
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par la ligne bleue pointillée. Les lignes rouges pointillées représentent la limite d’exactitude 

tolérée de ± 20 % 

 

Figure 3-2 : Exemple de profil d’exactitude. La justesse est représentée par la ligne rouge continue, alors que la fidélité est 

représentée par la ligne bleue pointillée. La ligne rouge pointillée représente la limite d’exactitude tolérée de ± 20 % 

La linéarité se définit comme la capacité de la méthode à rendre un résultat proportionnel à la 

concentration réelle de l’échantillon sur l’intervalle de dosage. Pour ce faire, un modèle de 

régression linéaire basée sur la méthode des moindres carrés est appliqué sur la droite obtenue 

en considérant les valeurs de concentrations obtenues en fonction des concentrations attendues. 

Les composés présents dans les matrices biologiques telles que le sang peuvent créer des effets 

d’enrichissements ou de suppression d’ions, spécialement lors du couplage LC-MS utilisant 

l’ESI comme mode d’ionisation. Pour s’assurer de la robustesse d’une approche quantitative, il 

convient d’évaluer ces effets de matrice (ME) ainsi que le rendement d’extraction (recovery ou 

RE) des divers composés d’intérêt. La stratégie la plus couramment utilisée pour déterminer 

ces aspects est celle décrite par Matuszewski22. Cette stratégie nécessite la préparation de 3 

groupes d’échantillons en 5 réplicas à deux niveaux de concentrations. Un groupe A est 

composé des analytes sous forme de standards. Le groupe B est représenté par des échantillons 

blancs de la matrice qu’on extrait selon la procédure établie avant de rajouter les solutions 

standards. Enfin le groupe C représente des échantillons blancs de matrice auxquels sont ajoutés 
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les standards avant l’étape d’extraction. Le rapport B/A permettra de calculer les ME alors que 

le rapport C/B permettra d’obtenir la valeur de RE. 

Enfin, la stabilité a été établie sous différentes conditions en utilisant 5 réplicas à deux niveaux 

de concentration. Parmi les conditions testées, les échantillons ont subi 3 cycles de 

congélation/décongélation (freeze-thaw) à -20°C, ils ont également été laissés 6 heures à 

température ambiante (bench-top). La stabilité sur le passeur d’échantillon (autosampler) a 

également été mesurée (24h, 5°C). Enfin la stabilité à court terme (short-term) a été évaluée en 

conservant les échantillons pendant 1 semaine à -20°C. 

2. Applications 

Lors du déroulement de ce travail, l’ensemble des stratégies quantitatives effectuées au 

laboratoire étaient réalisées avec des méthodes classiques, à savoir grâce au couplage GC-MS 

dans certains cas et majoritairement avec des approche LC-MS en SRM sur des instruments de 

type quadripolaire ou QTrap®. Les premiers développements de méthodes quantitatives en 

PRM ont été réalisés avec pour objectif de décharger certains instruments et de posséder une 

méthode de back-up en cas de panne de l’un ou l’autre des systèmes. Les premiers 

développements se sont donc concentrés sur la mise à jour d’approches de routine sur un 

instrument hybride de type QExactive. À la suite des premiers résultats prometteurs de ces 

développements, il a été décidé d’utiliser les performances instrumentales afin de regrouper les 

procédures d’analyse de diverses classes de molécules liées aux cas MDV en une seule 

approche afin de simplifier le travail de laboratoire. 

Les sections suivantes sont dédiées à la présentation de ces développements. 
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2.1.  Analyse des cannabinoïdes 

2.1.1. Présentation de la problématique 

Le cannabis est une plante complexe qui contient plus de 400 composés dont au moins 60 

cannabinoïdes23. Son usage est très largement répandu dans le monde et sa consommation a 

tendance à devenir de plus en plus culturellement et légalement acceptable dans plusieurs 

pays24. En dehors de ses effets psychoactifs, plusieurs hypothèses concernant des usages 

cliniques du cannabis ont été décrits et publiés. Son usage a été proposé dans le cadre de la 

recherche pour le traitement de multiples pathologies comme la sclérose en plaque, l’épilepsie, 

les douleurs neuropathiques, l’arthrite, les nausées et vomissements, la stimulation de l’appétit, 

l’anxiété et les désordres du sommeil, la psychose, les glaucomes, et le syndrome de la 

Tourette25-28. D’un point de vue toxicologique, on s’intéressera principalement à l’acide 

tétrahydrocannabinolique (THC-A) et l’acide cannabidiolique (CBD-A) des composés sans 

effets psychoactifs qui sont transformés respectivement en Δ9-tétrahydrocannabinol (THC) et 

cannabidiol (CBD) sous l’effet de la chaleur29. C’est le THC qui est responsable de la plupart 

des effets psychoactifs, de ce fait, sa quantification dans le sang est crucial pour les aspects de 

toxicologie clinique et forensique, afin d’interpréter précisément son impact sur le 

comportement30.  

Chez les humains, le THC est principalement métabolisé dans le foie par le cytochrome P450, 

afin de former le 11-hydroxy-tétrahydrocannabinol (THC-OH) et le 11-nor-9-carboxy-

tétrahydrocannabinol (THC-COOH)31. La quantification de ces trois substances permet 

également l’application de modèles mathématiques aptes à prédire le moment de la 

consommation32.  

D’un point de vue analytique, les propriétés physico-chimiques des cannabinoïdes compliquent 

leur détection par LC-MS dans les fluides biologiques De plus, le seuil légal concernant la 

quantification du THC dans le sang complet, dans le cadre de la circulation routière, est 
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relativement bas (1.5 ng/ml), ce qui nécessite des méthodes sensibles. Cet aspect est d’autant 

plus important que ces substances ont du mal à s’ioniser, ce qui complique la détection. 

D’un point de vue du choix de la méthode analytique, les approches GC-MS sont actuellement 

les méthodes de référence pour l’analyse des cannabinoïdes33-35. Toutefois, une étape 

préliminaire de dérivation est nécessaire pour améliorer la stabilité thermale et la volatilité des 

cannabinoïdes avant l’analyse augmentant de façon considérable le temps nécessaire à la 

préparation d’échantillons. 36 A l’inverse, le développement et l’amélioration de ces approches 

LC-MS ont permis l’émergence de méthodes sensibles et robustes pour l’analyse des 

cannabinoïdes, réduisant sensiblement le temps nécessaire à la préparation d’échantillon et à 

l’analyse29, 37.  L’article publié dans le Journal of Analytical Toxicology qui s’appuie sur 

l’utilisation du mode PRM pour la quantification rapide des cannabinoïdes en LC-HRMS, est 

présenté ci-après. 
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2.1.2. Article : Parallel reaction monitoring-based quantification of 

cannabinoids in whole blood 
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2.2.  Approche multi-analyte pour l’analyse des cas drogues et médicaments au 

volant 

2.2.1. Présentation de la problématique 

Une deuxième approche quantitative basée sur l’utilisation du mode PRM a été développée 

dans le cadre de cette thèse. L’objectif de cette étude était de profiter des avantages 

technologiques de la LC-HRMS pour rassembler l’analyse de 5 grandes classes de substances 

aux propriétés physico-chimiques diverses impliquées dans les cas MDV, en une seule 

procédure. En effet, actuellement au sein de l’UTCF, il existe des stratégies GC et LC-MS 

distinctes pour l’analyse des amphétamines, des cannabinoïdes, de la cocaïne et ses métabolites, 

des opiacés et opioïdes et des benzodiazépines. Afin de mieux comprendre le l’intérêt de cette 

étude, il convient de définir le cadre légal Suisse vis-à-vis des drogues et médicaments au 

volant. 

Concernant la conduite sous l’influence de drogues d’abus en Suisse, la tolérance zéro avec des 

cut-off techniques est définie par le gouvernement pour sept substances. Ainsi, des seuils définis 

par une ordonnance sur la circulation routière de l’OFROU sont appliqués dans le sang pour le 

THC (1.5 ng/ml), la morphine libre, la cocaïne, l’amphétamine, la méthamphétamine, la 

MDMA et la MDEA (15 ng/ml) en considérant un intervalle de confiance de  ±30 %38. La 

situation est relativement plus complexe en ce qui concerne toutes les autres substances pouvant 

influencer la capacité à conduire. Dans le cadre de la consommation d’une de ces substances, 

une incapacité à conduire doit être mise en évidence par une « expertise des 3 piliers ». Cette 

mise en évidence se base sur les observations documentées de la police, sur les résultats d’une 

expertise clinique effectuée par un médecin au moment du prélèvement, et enfin sur les résultats 

des analyses toxicologiques et principalement les concentrations de diverses substances 

obtenues dans le sang. 
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Les laboratoires toxicologiques voulant être reconnus pour effectuer l’analyse toxicologique de 

cas MDV doivent recevoir une reconnaissance de l’OFROU. Celle-ci vise à garantir la qualité 

des analyses ainsi qu’une harmonisation dans l’interprétation des résultats. Dans cette optique 

la Société Suisse de Médecine Légale (SSML), sous la supervision de l’OFROU, évalue les 

performances analytiques des laboratoires grâce à des contrôles qualités externes. Si toutes les 

substances pouvant influencer la capacité à conduire doivent être analysables, l’OFROU définit 

dans le cadre de l’analyse de ces EQCs un certain nombre de substances que les laboratoires 

doivent être capables de détecter, identifier et de quantifier. 

C’est sur la base de cette liste, ainsi que sur les statistiques des occurrences des diverses classes 

de molécules détectées dans les analyses MDV réalisés au laboratoire en 2018 que les molécules 

ciblées par l’approche PRM développée au laboratoire (nous parlerons de la méthode OFROU) 

ont été sélectionnées. 

  

Figure 3-3 : Occurrence des classes de substances présente dans les cas MDV analysés par le CURML en 2018 

Ces statistiques montrent clairement que la grande majorité des cas MDV analysés étaient 

positifs aux cannabinoïdes, l’éthanol n’étant pas intégré à ces statistiques. Les autres classes de 

molécules choisies pour le développement de l’approche sont les 4 classes suivantes les plus 

représentées. Ce choix permettra à la vue de ces statistiques de résoudre plus de 85 % des cas 
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MDV en une seule approche. La liste détaillée des substances présentes dans la méthode 

OFROU est présentée dans le tableau 3-1.  

 

Tableau 3-1 : Listes des substances et des standards internes implémentés dans la méthode OFROU 

Au total, 23 substances et 15 standards internes, soit un total de 38 substances ont été ainsi 

sélectionnées. Le nombre élevé de standard internes (SI) inclus dans l’approche a notamment 

pour but de compenser les effets de matrice très présents lors d’une ionisation ESI. En effet, 

l’utilisation d’une substance d’intérêt marquée par un isotope comme SI, permettra de 

normaliser le signal d’intérêt par celui d’un SI possédant les même propriétés-chimiques, et par 

conséquent réagissant de façon similaire au processus d’extraction ainsi qu’aux effets de 

matrice lors de l’ionisation.  Le développement d’une approche multi-analyte comprenant 

autant de substances aux propriétés physico-chimiques différentes tout en conservant 

l’utilisation d’un volume d’échantillon limité, peut s’avérer compliquée. Une des limitations de 

ce genre d’approches réside dans le temps nécessaire à l’instrument pour l’acquisition de 

fragments d’intérêt (temps de cycle). En effet, afin d’assurer une quantification précise et 

robuste des composés, il est nécessaire d’obtenir suffisamment de points d’acquisition par 
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composé. Dans cette optique, et afin que l’instrument se consacre uniquement à l’acquisition 

d’informations pertinentes, des fenêtres de temps ont dû être préalablement définies pour les 

différents composés et standards internes (Figure 3-4).  

 

Figure 3-4 : Séparation chromatographique des différents composés implémentés dans la méthode OFROU, des fenêtres de 

temps de rétention ont été établies afin de garantir un nombre suffisant de points d’acquisition pour garantir une bonne 

quantification 

L’approche développée avec succès à partir de 100 µL de sang pour la résolution de la grande 

majorité des cas MDV est présentée dans la section suivante. L’article concernant le 

développement et la validation de cette méthode OFROU qui a été publié dans le journal 

Frontiers in Chemistry est présenté dans la section suivante. 
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2.2.2. Article : Driving under the influence of drugs - a single parallel 

monitoring-based quantification approach on whole blood 
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3. Conclusions du chapitre 

Plusieurs approches quantitatives, développées dans le cadre de cette thèse, en mode PRM 

impliquant des instruments de type QExactive, ont été présentées dans ce chapitre. L’objectif 

premier était simplement d’améliorer des approches déjà existantes au laboratoire afin 

d’apporter une solution supplémentaire dans l’organisation du laboratoire. Ces méthodes 

permettent notamment de réduire à plusieurs niveaux le temps nécessaire au rendu du rapport 

toxicologique (temps de préparation des échantillons, temps d’acquisition, diminution du 

nombre de processus analytiques). 

Ces premiers résultats plus qu’encourageants obtenus grâce aux avantages procurés par les 

approches LC-HRMS ont rapidement menés à de nouveaux développements. À l’heure 

actuelle, une méthode non publiée et développée durant ce travail permettant d’effectuer des 

tests de suivi d’abstinence de la consommation d’alcool est régulièrement utilisée en routine. 

La méthode basée sur la liste OFROU, permettant la résolution de la grande majorité des cas 

MDV à partir de 100 µL de sang devrait également être prochainement implémentée en routine. 

Au vu de ces résultats, il est raisonnable de penser que de nouveaux développements quantitatifs 

impliquant l’utilisation de méthode LC-HRMS en mode PRM seront effectués dans un futur 

proche dans plusieurs laboratoires de toxicologie. 
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de la consommation de drogues et de médicaments sur 

une population de conducteurs en Suisse romande 
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Application de l’HRMS au dépistage à large échelle de la 

consommation de drogues et de médicaments sur une population 

de conducteurs en Suisse romande 

Outre le développement d’approches analytiques pour améliorer les performances de routine, 

une étude concernant des aspects de sécurité routière et plus particulièrement la conduite sous 

l’influence de drogues et de médicaments a été planifiée avec le soutien de l’OFSP. Les 

objectifs de cette étude étaient doubles. Il s’agissait premièrement et principalement d’évaluer 

la prévalence de drogues et de médicaments parmi une population de conducteurs sélectionnés 

au hasard en Suisse romande. Dans un 2ème temps, l’idée était d’évaluer l’utilisation d’un kit de 

prélèvement au bout du doigt comme méthode de prélèvement systématique lors de contrôles 

routier.  

Avant de pouvoir procéder aux contrôles et aux analyses toxicologiques, il a fallu développer 

la procédure analytique LC-HRMS sur DBS présentée au Chapitre 2. En parallèle, il a 

également fallu obtenir l’accord de la commission d’éthique vaudoise (CER-VD 2017-00431, 

annexe 1). 

Par la suite, plusieurs prélèvements ont été effectués lors de contrôles routiers organisés en 

collaboration avec les polices valaisanne et vaudoise. Les résultats des analyses ont également 

pu être mis en perspective avec les résultats d’une étude similaire réalisée entre 2006 et 2008 

sur des prélèvements salivaires. 

Ce 4ème chapitre sera dédié à la présentation des divers aspects liés à cette étude ainsi que des 

résultats et enseignements majeurs qui ont pu en être tirés. 
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1. Présentation du projet 

1.1. Problématiques de sécurité routière, en particulier la conduite sous l’influence 

de substances psychoactives 

Les accidents de la route représentent une cause importante de blessures et de décès et leur 

prévention doit être une priorité absolue. Selon les statistiques de l’organisation mondiale de la 

santé (OMS), 1.35 millions de personnes sont décédées et environ 50 millions ont été blessées 

dans des accidents de la route à travers le monde en 20181. En Suisse, 187 personnes ont été 

tuées dans des accidents de la route en 2019. À ce chiffre s’ajoute 17641 blessés légers ainsi 

que 3639 blessés graves (Tableau 4-1)2.  

Année Décès Blessés graves Blessés légers 

1998 597 6213 21577 

2002 513 5931 23843 

2011 320 4437 18805 

2019 187 3639 17641 

 

Tableau 4-1 : Statistiques des victimes d’accidents de la route en 1998, 2002, 2011, et 2019 en Suisse. 

Une des premières causes d’accident routier, spécialement dans les pays occidentaux, est liée à 

une incapacité à conduire causée par les effets d’une substance psychoactive, que ce soit 

l’alcool, des drogues ou des médicaments3-4. Aux États-Unis par exemple, l’association 

nationale des autoroutes et de la sécurité routière (NHTSA), annonçait que les 

conducteurs/trices sous l’emprise d’alcool étaient responsables de 28 % de tous les morts liés 

au trafic automobile et que les autres substances psychoactives étaient impliquées dans 16 % 

de tous les accidents impliquant des véhicules motorisés en 20145. Si ces chiffres sont 

importants, la prévention améliore régulièrement la situation, notamment en Suisse où le 

nombre total de victimes d’accidents routiers a diminué significativement ces 26 dernières 

années (Figure 4-2-A). La situation globale de sécurité routière évolue donc favorablement. 

Cependant, malgré cette évolution positive, la situation  est plus mitigée en ce qui concerne les 
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décès liés à l’état du conducteur (que ce soit la fatigue ou l’impact d’une substance 

psychoactive) puisque on dénote une légère augmentation entre 17 et 22 % de l’ensemble des 

accidents entre 1995 et 2018 (Figure 4-2-B)6. De manière intéressante, ces résultats sont 

comparables avec les statistiques américaines du CBHSQ (Center for Behavioral Health 

Statistics and Quality) qui démontrent une amélioration de la situation relative vis-à-vis de la 

conduite sous l’influence d’alcool mais une situation relativement stable concernant la conduite 

sous l’influence de drogues entre 2002 et 2014 (Figure 4-2-C). 

 

Figure 4-2 : Nombre total de décès liés aux accidents de la route en Suisse entre 1992 et 2018 (A) et pourcentage de cas 

d’accidents de la route liés à l’état du conducteur (B).Le panel C représente les statistiques américaines de conduite sous 

l’influence d’alcool, de drogues et des deux en même temps en fonction du sexe entre 2002 et 20147. 

S’il parait évident que la consommation de substances psychoactives mène à une augmentation 

du risque d’accident, il est difficile d’établir une règle générale quant à leur impact sur la 

capacité à conduire8. Comme mentionné dans le chapitre précédent, la situation en Suisse est 

clairement définie concernant la consommation de drogues pour lesquelles des seuils 
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techniques sont établis, mais la consommation d’autres substances psychoactives nécessite une 

expertise approfondie basée sur 3 piliers. De plus, beaucoup de gens consommant des 

médicaments pouvant influencer la capacité à conduire ne sont pas conscients du risque associé 

pour la conduite malgré les recommendations9. En Europe, le projet DRUID (Driving Under 

the Influence of Drugs, Alcohol and Medicines), montre une volonté d’harmoniser la 

classification des substances psychoactives présentant un risque pour la conduite. Ces 

substances se démarquent par leur diversité et leurs effets. L’objectif du projet DRUID est 

d’apporter des recommandations, notamment aux décideurs politiques, basées sur des 

observations scientifiques10. Afin d’apporter une meilleure compréhension des cas MDV et 

d’améliorer la prévention, il est nécessaire de mieux connaître les limites du système 

actuellement en place, ainsi que la prévalence des substances consommées au volant. 

1.2. Design de l’étude 

En pratique, des conducteurs ont été interpellés de façon systématique par la police dans les 

cantons de Vaud, Fribourg et Valais (uniquement Vaud et Valais pour la 2ème partie de l’étude) 

dans le cadre de contrôles routiers classiques. La présence policière sur cette étude était 

nécessaire afin d’intercepter au hasard les véhicules de manière encadrée. Toutefois, la police 

n’était impliquée dans aucun des aspects liés à la récolte des données. La police demandait dans 

un premier temps au conducteur, et spécialement en cas de suspicion de consommation 

d’alcool, de fournir un échantillon d’air alvéolaire pour l’éthylotest selon leur procédure 

classique. En cas de suspicion de consommation de drogue également, la procédure classique 

de police était mise en place (Figure 4-4). 
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Figure 4-4 Design des parties de l’étude réalisées entre 2006 et 2008 sur des prélèvements de fluides oraux (OF) et entre 

2017 et 2019 sur des prélèvements DBS 

Une fois la procédure classique effectuée, la police proposait le choix aux conducteurs de 

disposer ou de répondre à un questionnaire de sécurité routière dans un cadre externe au contrôle 

policier (Annexe 2). En cas d’accord du conducteur, celui-ci était redirigé vers un interviewer 

proposant au conducteur de répondre à un questionnaire de sécurité routière sur une base 

volontaire et anonyme. Afin d’assurer cette base fondamentale de l’étude, la police ne devait 

en aucun cas être présente lors de la suite des opérations effectuées dès lors à une certaine 

distance du contrôle de police (Figure 4-5). Le consentement éclairé des participants était 

systématiquement demandé. Une fois ce consentement et les réponses au questionnaire 

obtenues sur une base anonyme et volontaire, le prélèvement d’un échantillon salivaire ou d’un 

spot de sang séché (DBS) était proposé aux conducteurs. 
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Figure 4-5 : Organisation des contrôles routiers liés à l’étude afin de respecter l’aspect volontaire et anonyme de l’étude 

Le prélèvement salivaire était réalisé en utilisant une Salivette®. Le swab de prélèvement était 

placé dans la bouche du participant, auquel il était demandé de mâcher pendant environ 60 

secondes pour stimuler la production de salive. Une fois au laboratoire, les prélèvements ont 

été centrifugés afin de séparer la salive du mucus et de certaines particules. Les échantillons ont 

ensuite été préparés grâce à un procédé impliquant une double extraction avant d’être analysés 

par LC-MS/MS. 

En ce qui concerne le prélèvement de sang, une goutte de sang était obtenue au bout du doigt 

du volontaire à l’aide d’une lancette à usage unique après désinfection. La procédure utilisée 

est similaire à celle effectuée pour la mesure de la glycémie chez les patients diabétiques. Une 

fois la goutte de sang générée, celle-ci est portée à l’orifice d’entrée d’un capillaire. Le canal 

dédié au prélèvement se remplit par capillarité afin d’atteindre précisément un volume de 10 

µL. En théorie, l’idée était d’obtenir entre 2 et 4 spots de 10µL par participant à l’étude.  

L’analyse a ensuite été effectuée avec la procédure LC-HRMS développée au laboratoire et 

présentée au chapitre 2. Les sections suivantes sont dédiées à la présentation des résultats 

majeurs de cette étude. Les deux campagnes de prélèvement réalisés avec un intervalle de 11 
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ans ont été réalisés avec un design similaire, la seule différence résidant dans le type de 

prélèvement. Le gain technologique lié à l’utilisation de la LC-HRMS ciblant 1065 substances 

a permis de mettre en évidence davantage de substances, principalement dans les catégories de 

médicaments rencontrés peu fréquemment dans les cas MDV. Afin de pouvoir comparer les 

résultats des deux périodes de prélèvements, les résultats présentés par la suite se focalisent sur 

une liste de 107 substances majeures ciblées lors de la première période de prélèvement réalisée 

entre 2006 et 2008. 

1.3. Approches de prélèvement systématiques minimalement invasives 

Hors prélèvements de police, 1605 personnes ont accepté de participer à l’étude. Parmi les 1281 

participants à la première phase de l’étude 1048 (82%) ont accepté de fournir un échantillon 

salivaire. Lors de la 2ème partie de l’étude focalisée principalement sur les périodes à risque, 324 

participants à l’étude ont mené à 299 (92 %) prélèvements. En raison de légers 

dysfonctionnement lors des prélèvements réalisés parfois dans des conditions difficiles, 1016 

et 285 échantillons ont finalement été analysés respectivement. De manière générale, et plus 

particulièrement concernant le prélèvement DBS au bout du doigt, les gens ont montré une très 

bonne tolérance vis-à-vis de ces approches de prélèvement systématique peu invasives. Ces 

résultats ont été surprenants, dans la mesure où nous nous attendions à observer une meilleure 

tolérance vis-à-vis du prélèvement salivaire que vis-à-vis d’une prise de sang, même effectuée 

au bout du doigt. Il est intéressant d’observer que ce microprélèvement a ainsi été très bien 

accepté par les participants. Si on s’intéresse brièvement aux résultats de cette étude et 

notamment aux réponses au questionnaire (Tableau 4-1), un des résultats a particulièrement 

retenu notre attention. En effet, lorsqu’il était demandé aux participants quelle était, selon leur 

perception, quelle était la probabilité (de 1 à 10) d’être contrôlé par la police lors d’une conduite 

sous l’influence d’alcool, ou de drogues, cette probabilité était relativement faible (3.8 ± 2.3 et 

3.3 ± 2.3 respectivement). Ces chiffres démontrent que globalement les gens ont une perception 
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faible du risque d’être contrôlé après avoir consommé une substance psychoactive. Ces chiffres 

vont dans le même sens que ceux annoncés par le CDC (Centers for Disease Control and 

Prevention) qui annonçait que seulement 1 % des 112 millions d’individus ayant eux-mêmes 

reporté une conduite sous l’influence d’alcool avait été arrêté en 2016 aux USA11, ces chiffres 

étant d’ailleurs probablement une sous-estimation de la réalité. 

 

Tableau 4-1 : Résultats des questionnaires de sécurité associés aux premiers résultats des analyses 

L’analyse descriptive des données renforce d’ailleurs ce sentiment. En effet, sans considérer 

l’alcool, au total plus de 11 % des cas (147 sur 1301) ont été identifiés comme positifs à une 

substance psychoactive. Ces résultats sont à mettre en perspective avec le design de l’étude et 

ses limitations (qui seront présentés en détail dans la section 1.5) qui font que les résultats 

présentés ici sont probablement plutôt sous-estimés. Pourtant ces résultats ont été obtenus à 

partir de prélèvements réalisés sur des individus ayant préalablement été soumis à un contrôle 

de police et n’ayant pas été suspectés d’avoir consommé une substance psychoactive. Dans le 

même temps, la police a effectué 26 prélèvements, dont 100 % était positifs principalement à 

l’alcool et au cannabis. Ces résultats montrent que les polices ne demandent généralement pas 

d’analyse pour rien.  Ce chiffre correspond à 2 % de positivité par rapport au nombre total de 
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cas prélevés. Ces informations démontrent qu’un contrôle effectué sur une base systématique 

pourrait permettre d’augmenter le nombre de cas de conduite sous l’influence d’une substance 

psychoactive mis en évidence par rapport à une approche basée sur la suspicion très spécifique 

mais peu sensible. Ces approches pourraient ainsi permettre d’améliorer l’aspect dissuasif des 

contrôles vis-à-vis de la conduite sous l’influence.  

1.4. Comparaison des études sur des conducteurs suspectés avec les études réalisées 

sur base volontaire 

Une comparaison des résultats des deux périodes de prélèvement réalisés sur base volontaire 

avec d’autres études portant sur des échantillons prélevés par la police sur la base d’une 

suspicion préalable a été effectuée. Cette comparaison a permis de mettre en évidence des 

différences importantes entre les deux types d’études.  Par exemple, une étude réalisée en Suisse 

et pilotée par l’UTCF en 2010 basée sur l’analyse de 4668 échantillons collectés sur des 

conducteurs Suisse suspectés de conduire sous l’influence de substances psychoactives12 

révèlent une grande majorité de cas positifs à l’éthanol et au cannabis, et une très grande 

minorité de cas positifs à des médicaments (Figure 4-7). Notre étude effectuée sur base 

volontaire montre des résultats bien différents. En effet, la cocaïne est la substance la plus 

fréquemment mise en évidence suivie par plusieurs classes de médicaments dont 

principalement des opioïdes, des benzodiazépines et des antidépresseurs. Il semblerait donc que 

le système de prélèvements basé sur une suspicion préalable est moins sensible pour mettre en 

évidence la consommation de certaines substances. Ceci pourrait notamment s’expliquer par le 

fait qu’il est plus facile pour la police de mettre en évidence une consommation d’alcool ou de 

cannabis en raison de leurs impacts sur le comportement et sur certaines caractéristiques 

physiques. Il existe également un biais législatif pour le policier, puisqu’il est plus facile de 

poursuivre un conducteur sous l’influence d’alcool ou de l’une des 7 substances pour lesquelles 

il existe un seuil technique que sous l’influence d’une autre substance. Il résulte de ces différents 
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aspects  une vision inexacte de la prévalence des drogues et médicaments consommés par les 

conducteurs, établie par ces études basées sur la suspicion. 

 

Figure 4-7 Comparaison des classes de substances détectées entre les deux parties de l’étude réalisés sur base volontaire 

(N=1256) et une étude où les prélèvements ont été réalisés sur la base d’une suspicion en 2010 en Suisse (N=4668) 

Un biais de sélection est également observable en comparant la répartition des sexes ainsi que   

les âges moyens des participants aux différentes études réalisées en Suisse romande (Tableau 

4-2). En effet, d’après ces chiffres, il semble que les jeunes et les hommes sont plus facilement 

suspectés par la police d’avoir conduit sous l’influence d’une substance psychoactive.  

 
% Homme Age moyen 

Friedrich-Koch et Iten, Suspicion 1994 (N=137)13 88% 26 

Augsburger et Rivier, Suspicion 1997 (N=641)14 86% 27±7 

Augsburger et al., Suspicion 2005 (N=440)15 91% 28±10 

Senna et al., Suspicion 2010 (N=4794)12 89% 31±12 

Fluides salivaires, Base volontaire 2006-2008 (N=1281) 70% 41±15 

DBS, Base volontaire 2017-2019 (N=324) 66% 39±15 

 

Tableau 4-2 : Pourcentage d’homme et âge moyen des participants aux études sur la prévalence de drogues et de 

médicaments parmi les conducteurs en Suisse romande 
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À la vue de ces statistiques, il nous a semblé intéressant d’investiguer les types de substances 

consommées en fonction des différentes catégories d’âge, sur la base des prélèvements obtenus 

lors des campagnes de prélèvements réalisées sur base anonyme et volontaire. En effet, ceci 

nous a permis d’observer que la proportion de conducteurs consommant au moins une drogue 

d’abus augmente pour les conducteurs de moins de 35 ans. Ces résultats sont en adéquation 

avec la littérature (Figure 4-8-B)7. Aucun cas positif à une drogue n’a été mis en évidence parmi 

les plus de 65 ans, et ce durant les deux parties de l’étude (Figure 4-8A). De manière 

intéressante, la tendance est complètement inversée en ce qui concerne la consommation de 

médicaments. Ces résultats confirment également que la suspicion de la police, ciblée sur des 

conducteurs d’âge moyen d’environ 30 ans, est adéquate concernant les drogues d’abus. Il 

semble néanmoins que la problématique des médicaments au volant est ainsi sous-estimée, 

renforçant l’intérêt des approches de prélèvements systématiques. 

 

Figure 4-8 : Pourcentage de cas positif à une drogue (histogramme bleu) ou à un médicament (histogramme gris) en fonction 

de la catégorie d’âge lors des campagnes de prélèvement salivaire et DBS (A). La consommation de drogues parmi les 

conducteurs en fonction des catégories d’âge en 2014 aux USA est également représentée (B)7. 

Mondialement, selon l’organisation mondiale de la santé, les accidents de la route représentent 

d’ailleurs la première cause de décès parmi les jeunes de moins de 30 ans1. La conduite sous 

l’influence de substances psychoactives représente un facteur de risque important d’accident 

lors de la conduite automobile et ce particulièrement chez cette catégorie de conducteurs. La 

corporation d’assurances de Colombie britannique (ICBC) reporte notamment qu’entre 2013 et 
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2018, les jeunes de 16 à 25 ans étaient responsables de 26 % des accidents liés à la conduite 

sous l’influence, alors qu’ils ne représentaient que 13 % des conducteurs16. De plus, les 

statistiques générales concernant le risque d’accident de la route permettent de mettre en 

évidence la nuit et les week-ends (Figure 4-9) comme des périodes particulièrement à risque. 

Cet aspect est d’autant plus marqué lorsque l’on se focalise sur les statistiques d’accident 

associés à la conduite sous l’influence. En effet, entre 2013 et 2018, l’ICBC rapporte que 56 % 

des accidents liés à la conduite sous l’influence ont  lieu un vendredi, samedi ou dimanche et 

que 38 % de ces accidents ont lieu entre 21 heures et 3 heures du matin16. 

 

Figure 4-9:Statistiques d’accident fatals de la route en fonction des jours de la semaine en 2019 aux USA 17. 

Pour cette raison, lors de la comparaison de la prévalence entre les deux périodes de 

prélèvement, nous nous sommes focalisés sur ces périodes à risque. Sur cette base-là, les 

résultats ne montrent pas d’évolution particulière de la situation par rapport au nombre de cas 

de conduite sous l’influence de substances psychoactives sur un intervalle de 11 ans (Figure 4-

10).  
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Figure 4-10 : 

Comparaison des résultats obtenus entre les deux périodes de prélèvement en se focalisant sur la même liste de substances et 

sur la nuit et les weekends 

L’ensemble des résultats présentés indique qu’il reste encore des efforts à fournir en termes de 

prévention. Ces approches nécessitent des moyens de systématiser de manière simple les 

prélèvements lors des contrôles et d’affiner les connaissances de la prévalence de drogues et 

médicaments parmi la population de conducteurs. 

Dans cette optique, le développement d’approches d’échantillons minimalement invasives offre 

une alternative intéressante. Si les fluides salivaires présentent également quelques avantages, 

le développement technologique et la diversité des stratégies analytiques offrent de nouvelles 

opportunités pour le développement d’analyses quantitatives sur DBS18-20. Ceci pourrait 

permettre à l’avenir d’effectuer à la fois les approches qualitative et quantitatives à partir d’un 

seul type de prélèvement.  

1.5. Limitations de l’étude 

Si les approches de prélèvement basées sur la suspicion présentent certains biais de sélection, 

l’étude présentée ici possède, malheureusement, également quelques limitations. En effet, le 

degré auquel la mesure de la prévalence réalisée ici peut être extrapolée à la totalité de la 

population des conducteurs de Suisse romande peut souffrir de quelques limites. Par exemple, 
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lorsque l’on compare les prélèvements effectués en milieu urbain avec les autres prélèvements, 

ceci ne prend pas en compte le fait sous-jacent qu’un nombre différent d’échantillons 

représentant chaque catégorie ont été collectés la nuit ou le week-end. Cet aspect est forcément 

renforcé durant la 2ème session de prélèvement puisque le nombre d’échantillons analysés est 

plus faible. 

Deuxièmement, malgré un fort taux d’acceptation des 2 types de prélèvements (82 % pour 

l’échantillonnage salivaire et 91 % pour le prélèvement DBS), il est raisonnable de penser que 

les conducteurs positifs à une substance psychoactive étaient moins enclins à donner un 

échantillon malgré l’aspect anonyme de l’étude, se dissociant de la procédure de police. De 

plus, il a été démontré dans des études précédentes concernant la consommation d’alcool, 

réalisées en Belgique, que lorsque les contrôles duraient plus d’une heure sur le même site, le 

nombre d’échantillons positifs avaient tendance à décroître21-22. Ceci s’explique probablement 

par le fait que les conducteurs passant par le site de contrôle prévenaient les autres conducteurs. 

La grande majorité des contrôles réalisés lors de cette étude duraient 90 minutes ce qui a pu 

induire un léger biais. 

Troisièmement, il est à signaler que l’étude a été réalisée uniquement sur la base d’analyse 

qualitative, malgré l’utilisation de seuils de réponse basés sur les gammes thérapeutiques et les 

seuils légaux afin d’éviter les faux positifs. Bien évidemment, ces résultats ne suffisent pas à 

indiquer si les conducteurs souffraient d’une incapacité à conduire au moment des faits. 

Cependant, il est probable que les substances détectées aient eu un effet certain sur le 

comportement des conducteurs, et de ce fait, ait potentiellement augmenté le risque d’accidents. 

Ces limitations, notamment celles associées au design de l’étude, mènent probablement à une 

sous-estimation de la situation réelle. De manière générale, cette étude tend à montrer qu’il est 

nécessaire d’investir des ressources dans la prévention, notamment en passant par des stratégies 

d’échantillonnage systématique. 
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Enfin, le fait que les deux parties de l’étude se basent sur des prélèvements différents a pu 

influencer les résultats. En effet, la plupart des drogues diffusent dans la salive grâce à un 

gradient de concentrations. Comme mentionné précédemment, le taux de diffusion des 

différentes substances entre le plasma et la salive dépendra notamment de ce gradient de 

concentrations, ainsi que des propriétés physico-chimiques des substances d’intérêts, tel le pH 

salivaire et le pKa de la substance. Les composés basiques comme les amphétamines sont 

souvent bien assimilées dans la salive alors que les cannabinoïdes par exemple diffusent mal 

dans cette matrice. Pour cette raison, la détectabilité des substances peut varier d’une matrice à 

une autre. Pour pallier à cette problématique, des seuils de positivité différents ont été appliqués 

pour la salive et le sang respectivement.  
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1.6. Article : First study on randomly controlled drivers in Western Switzerland, 

evolution of the drug prevalence in the last 10 years 
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2. Conclusion du chapitre 

Une application du screening LC-HRMS développé au chapitre 2 a été présentée dans ce 

chapitre. Les analyses ont été réalisées sur des prélèvement DBS effectués lors de contrôles au 

bord de la route en collaboration avec les polices de Suisse romande, grâce à un système de 

prélèvement microfluidique. Les résultats de ces sessions de prélèvement ont pu être mis en 

perspective avec les résultats d’analyses de fluides salivaires collectés dans des conditions 

similaires entre 2006 et 2008. 

Ces analyses ont permis la mise en évidence des gains technologiques grâce à l’augmentation 

significative du nombre de substances ciblées. Ces résultats encourageants ont également 

permis de mettre en évidence certaines améliorations possibles des contrôles routiers et d’établir 

des cibles de la prévention concernant la sécurité routière et plus particulièrement celles liées 

la conduite sous l’influence de drogues et de médicaments. 

Globalement, il ressort de cette étude que l’utilisation d’approches de prélèvements 

systématiques non biaisés, permettent d’obtenir une meilleure connaissance de la prévalence 

des substances consommées. Dans cette optique, le prélèvement DBS présente une excellente 

alternative puisque le développement actuel des approches quantitatives sur ce support, rendu 

possible grâce aux progrès technologiques, permettrait d’effectuer l’ensemble des analyses 

toxicologiques à partir d’un seul prélèvement. 
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Conclusion et perspectives sur l’apport de l’HRMS en toxicologie 

forensique 

La toxicologie forensique est une discipline en constante évolution, et les développements 

technologiques associés permettent une grande diversité de stratégies analytiques possibles. Ce 

travail de thèse a permis de mettre en avant l’apport de l’HRMS pour l’analyse toxicologique 

systématique à travers plusieurs développements analytiques innovants et leurs applications. 

En effet, les nouvelles approches HRMS décrites dans ce travail permettent d’augmenter les 

performances analytiques (notamment le nombre d’identifications pour les approches de 

criblages), tout en réduisant les temps de préparation d’échantillons et d’analyse, ainsi que la 

quantité d’échantillon nécessaire. Ces stratégies nouvelles ont pu être évaluées et validées par 

l’analyse d’échantillons réels et une partie d’entre elles ont déjà pu être implémentées en 

routine. 

Durant ce projet, une approche de criblage LC-HRMS sur des prélèvements DBS a permis 

d’utiliser un volume d’échantillon minimal (2 spots de 10 µL) pour la détection et 

l’identification d’une large liste extensible de 1065 composés, le tout avec une préparation 

d’échantillon relativement simple. Cette méthode a d’ailleurs été validée sur des échantillons 

de cas réels et implémentée en routine pour le laboratoire avec plus de 2000 échantillons 

analysés par an. Une des problématiques actuelles des méthodes de screening est l’évolution 

constante des substances psychoactives. Cette problématique concerne notamment les 

nouvelles substances psychoactives (NPS) puisqu’en Europe, plus de 400 de ces substances ont 

été identifiés entre 2012 et 2017. Ces substances, dont la toxicité est mal connue, tant par les 

consommateurs que par les professionnels de la santé, présentent un risque important pour le 

consommateur. Cette évolution constante et rapide des substances d’intérêt nécessite une 

adaptabilité des méthodes analytiques en vue d’une identification rapide et fiable. L’utilisation 
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d’une méthode DDA basée sur une liste d’inclusion permet la mise à jour rapide de la méthode, 

tout en étant en accord avec cette nouvelle problématique. Les développements technologiques 

devraient également permettre d’améliorer la capacité à identifier une substance totalement 

inconnue, notamment par la mise en place d’approches non-ciblées. 

De leur côté, les approches de microprélèvement présentent plusieurs avantages importants. 

Elles permettent de simplifier et de réduire les aspects de préparation d’échantillon, permettant 

ainsi de gagner un temps précieux et de faciliter le travail du personnel de laboratoire. 

L’utilisation de ce type de prélèvement permet également de diminuer la quantité de solvants 

nécessaires aux étapes de préparation d’échantillons, ce qui présente deux avantages 

principaux. Outre les aspects écologiques importants, ceci permet également de réduire les 

coûts de l’analyse déjà améliorés par la diminution des moyens logistiques nécessaires au 

prélèvement. 

Cette simplification de la logistique liée au prélèvement nous a permis, en collaboration avec 

les équipes de police de Suisse romande, d’effectuer des prélèvements lors de contrôles routiers. 

Cette étude se basant sur deux campagnes de prélèvement minimalement invasifs à 11 ans 

d’intervalle a permis d’évaluer la prévalence des drogues et des médicaments et son évolution 

parmi une population de conducteurs. Les conclusions de cette étude permettent notamment de 

donner des pistes d’amélioration de la prévention associée aux cas MDV. Premièrement, les 

conducteurs estiment, dans l’ensemble, que le risque de se faire contrôler positifs lors de la 

conduite sous l’influence d’une substance psychoactive est faible. Deuxièmement, il apparaît 

qu’il existe des différences importantes, notamment en termes de population et de type de 

substances consommées, lorsque l’on compare les résultats obtenus sur des prélèvements basés 

sur une suspicion préalable avec ceux obtenus sur une base systématique. Enfin, les analyses 

ont montré qu’il n’y avait pas de réelle évolution de la prévalence de drogues et de médicaments 

au volant ces 11 dernières années. Cet aspect est particulièrement vrai concernant les périodes 
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à risques que sont les weekends et les nuits. Le nombre important de cas positifs à une substance 

psychoactive identifiés après un contrôle de police préalable tendent à démontrer l’utilité des 

approches de prélèvement minimalement invasives. En effet, l’utilisation de ce genre de 

prélèvement présentent un intérêt pour la recherche, notamment épidémiologiques, permettant 

d’évaluer de façon précise la prévalence des substances psychoactives consommées par les 

conducteurs et ainsi d’améliorer la prévention. Ces approches permettraient également aux 

policiers de pouvoir plus facilement mettre en place des contrôles systématiques sans nécessiter 

l’intervention de personnel médical. Une amélioration des outils liés aux aux contrôles routiers 

devrait permettre d’augmenter la peur d’être contrôlé et d’avoir ainsi un effet dissuasif.      

Dans la suite du projet, des méthodes quantitatives LC-HRMS ont été développées et 

présentées, permettant d’élargir l’utilisation récente du mode PRM à l’analyse de drogues. Les 

analyses développées dans le cadre de ce travail s’inscrivent principalement dans le contexte 

de la toxicologie comportementale et sont liées aux problématiques de la conduite sous 

l’influence d’alcool, de drogues, ou de médicaments. Une première méthode a été mise au point, 

se focalisant sur l’analyse quantitative des cannabinoïdes. Cette classe de composés, qui pose 

notamment certains challenges d’un point de vue analytique, a pu être quantifiée avec un temps 

d’analyse réduit. Enfin, après ces résultats prometteurs, une méthode multi-analyte permettant 

de rassembler les principales substances identifiées dans les cas MDV en une seule approche a 

été mise au point avec succès. Cette approche permet de résoudre la grande majorité des cas de 

conduites sous l’influence de drogues ou de médicaments, à partir de 100 µL de sang complet. 

La méthode a été validée et sera implémentée en routine à l’UTCF dans un futur proche. De 

manière générale, ces différentes approches quantitatives permettent un gain de temps 

important à plusieurs niveaux, à savoir pour la préparation d’échantillons, le temps d’analyse, 

et également en réduisant le nombre de procédures analytiques nécessaires à la résolution d’un 

cas. L’augmentation du débit d’analyses ouvre des perspectives intéressantes sur lesquels nous 
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reviendrons. L’impact de ce gain de temps se répercute à plusieurs niveaux. En effet, ces 

approches permettent de simplifier et de diminuer la charge de travail du personnel de 

laboratoire pour arriver à un résultat similaire. Pour le toxicologue en charge du rendu des 

résultats et de leur interprétation, cela permet également de diminuer le délai nécessaire à la 

réalisation d’un rapport d’expertise. Les développements technologiques et analytiques 

permettent donc d’aller dans ce sens, ce qui représente un intérêt considérable. 

Ces approches ont montré d’excellents résultats et l’implémentation en routine d’une partie 

d’entre elles ont permis grâce à l’utilisation de l’HRMS d’améliorer les processus analytiques 

impliqués dans l’analyse d’échantillons de toxicologie forensique au laboratoire. Cependant, 

les développements technologiques sont constants, et dans un futur proche, d’autres stratégies 

analytiques devraient permettre de les exploiter et d’aller encore plus loin dans l’amélioration 

des approches toxicologiques. Le développement de stratégies de criblage non-ciblées 

fonctionnant sur l’acquisition de données indépendantes (DIA) paraissent extrêmement 

prometteuses. Par exemple, pour répondre à la problématique des NPS présentées plus haut, ce 

genre de stratégie basée sur la fragmentation de l’ensemble des molécules détectées apparaît 

comme idéale. En l’état actuel des choses, les outils bio-informatiques tels que les algorithmes 

de déconvolution nécessaires pour ces approches ne permettent malheureusement pas encore 

de décrypter complétement les spectres composites complexes obtenus lors de ce genre 

d’analyse. De façon plus générale, le développement de librairies partagées en ligne, telles que 

m/z cloud1, et de nouvelles ressources computationnelles devraient permettre d’améliorer ces 

différentes approches analytiques. 

Les aspects d’automatisation et de débit d’analyses liés à une diminution du délai de rendu de 

résultats sont des aspects capitaux en toxicologie analytique. Dans cet optique, l’avènement de 

l’HRMS laisse présager un développement de nouvelles approches innovantes comme nous 

avons pu le montrer au cours de ce travail. La caractéristique principale de l’HRMS étant 
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l’augmentation de la sélectivité, il est raisonnable d’imaginer qu’à terme, ces approches 

permettront de s’affranchir totalement de toute étape séparative et d’ainsi de réduire 

considérablement le temps d’analyse. Des stratégies de ce type ont d’ailleurs d’ores et déjà fait 

leurs preuves dans d’autres domaines de la bioanalytique. Parmi ces stratégies analytiques, 

l’infusion directe par ESI-HRMS ou l’utilisation du MALDI comme source d’ionisation 

représentent des approches prometteuses. L’infusion directe par ESI-HRMS a notamment fait 

ses preuves pour l’analyse de petites molécules, notamment vis-à-vis d’approches 

métabolomique2-3. Les approches MALDI initialement réservées à l’analyse de 

macromolécules, notamment dans le domaine de la protéomique, permettent aujourd’hui de 

nombreuses applications pour l’analyse de drogues ou de médicaments4. Le développement des 

instruments HRMS n’est d’ailleurs pas étranger à cette évolution. En effet, cette technologie a 

permis de distinguer les molécules d’intérêt des constituants de faible poids moléculaire de la 

matrice, permettant ainsi leur détection et leur caractérisation.  

A ce jour, l’utilisation de ce type d’approche haut-débit n’est que peu répandu en toxicologie 

forensique. En effet, si ces approches sont prometteuses, le gain de résolution offert par 

l’HRMS ne permet pas totalement de compenser la sélectivité apportée par la LC. Ceci est 

particulièrement valable en toxicologie forensique puisque les analyses s’effectuent 

habituellement dans des matrices complexes en présence d’analytes faiblement concentrés.  

Il mérite toutefois de rappeler que le développement du MALDI Biotyper® a, par exemple, 

permis de révolutionner le domaine de la microbiologie clinique5-6. En effet, cette approche a 

permis d’identifier rapidement les microorganismes présents dans un échantillon en utilisant 

l’HRMS sans étape séparative. Cette stratégie est basée sur la détection d’une « empreinte » 

protéomique spécifique d’un microorganisme et à sa comparaison rapide avec une base de 

données. 
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Dans le domaine de la toxicologie médicale, quelques approches impliquant l’utilisation du 

MALDI pour la détection de drogues ont également été présentées, notamment pour des 

analyses sensibles de cocaïne dans les cheveux. De façon intéressante, une étude autrichienne 

a démontré l’intérêt d’une approche MALDI pour l’analyse d’échantillons de drug checking. 

Ce service de prévention permet aux utilisateurs de stupéfiants d’avoir accès à une analyse 

chimique de leurs échantillons solides, permettant de limiter les risques liés à la présence 

d’adultérants, de xénobiotiques ou d’une substance active non-conforme à celles annoncées par 

le vendeur. Cette étude a d’ailleurs contribué au développement d’un projet en collaboration 

avec l’association de prévention « Nuit Blanche ? » à Genève. Le but de ce projet (Annexe 3) 

était d’analyser des échantillons de drug checking par MALDI-HRMS en associant des 

approches de criblage ciblées et non-ciblées ainsi qu’une approche quantitative, le tout sans 

étape séparative. 

 D’autres types d’approches MALDI présentent également un intérêt pour des applications dans 

le domaine de la toxicologie. En effet, le développement récent de l’imagerie MALDI a permis 

pour la première fois de cartographier par spectrométrie de masse les analytes présent la surface 

d’une section tissulaire. En effet, il est maintenant possible d’obtenir des images ioniques pour 

centaines de molécules simultanément (tels que des drogues, des médicaments, des métabolites, 

des lipides ou encore des protéines) en effectuant l’acquisition leur profil par spectrométrie de 

masse pour chaque point du tissu avec une résolution spatiale de l’ordre de la dizaine de µm. 

Durant cette thèse, nous avons pu démonter le potentiel de cette approche au travers d’une étude 

visant à déterminer des changements métaboliques dans l’hippocampe de rats, associés à une 

consommation de cocaïne (Annexe 4). Malgré des applications encore limitées, cet exemple 

montre le potentiel de ces approches HRMS à haut débit en toxicologie forensique pour 

l’analyse de matrices complexes auxquelles le toxicologue forensique est confronté.  



  

145 

 

En conclusion, le travail réalisé durant cette thèse aura permis de profiter des avantages 

technologiques offert par l’HRMS pour développer et proposer des alternatives et remplacer 

partiellement certaines procédures de routine dans notre unité de toxicologie et de chimie 

forensique. Ce gain technologique permet notamment d’augmenter le débit d’analyse et 

d’accélérer le rendu des résultats et des rapports d’expertise ce qui est un aspect crucial pour le 

toxicologue. Ce travail ouvre également de nouvelles perspectives concernant les 

développements analytiques futurs qui devraient contribuer à diminuer encore davantage le 

temps d’analyse et à améliorer la capacité d’identification des approches de criblages. 

L’amélioration de la sensibilité et l’augmentation de la vitesse d’acquisition des instruments 

devraient également permettre aux approches HRMS de concurrencer les approches SRM 

classiques pour les méthodes de quantification. Ces progrès analytiques devront également être 

accompagnés par le développement d’outils bio-informatiques puissants. Ceux-ci devraient 

permettre d’améliorer des stratégies déjà existantes comme cela a été mentionné pour les 

approches de screening, en utilisant des stratégies d’acquisition indépendante des données qui 

sont étroitement liés à l’évolution des algorithmes de déconvolution ou des bases de données 

partagées en ligne. Le développement de ces outils bio-informatiques devrait également 

permettre dans le futur d’aller encore plus loin et d’ouvrir l’éventail des possibilités pour le 

domaine. C’est le cas notamment pour les analyses métabolomiques et d’IMS qui génèrent une 

quantité importante de données complexes. L’évolution rapide des moyens bio-informatiques 

a déjà permis d’élargir le champ d’application dans le domaine relativement récent de la 

métabolomique. Il est néanmoins raisonnable de penser que l’amélioration des ces outils 

permettra d’optimiser encore l’exploitation de ces données, ouvrant ainsi de nouvelles 

perspectives. 

 

 



  

146 

 

 

 

Références du chapitre 
 

1. m/z cloud: Advanced Mass Spectral Database. 

https://www.mzcloud.org/DataViewer#/Main/reference$1/T2%23Standard/Recalibrated/3896

06 (accessed 22.05.2020). 

2. Fuhrer, T.; Zamboni, N., High-throughput discovery metabolomics. Curr Opin 

Biotechnol 2015, 31, 73-8. 

3. Zampieri, M.; Sekar, K.; Zamboni, N.; Sauer, U., Frontiers of high-throughput 

metabolomics. Curr Opin Chem Biol 2017, 36, 15-23. 

4. Marinach, C.; Alanio, A.; Palous, M.; Kwasek, S.; Fekkar, A.; Brossas, J. Y.; Brun, S.; 

Snounou, G.; Hennequin, C.; Sanglard, D.; Datry, A.; Golmard, J. L.; Mazier, D., MALDI-

TOF MS-based drug susceptibility testing of pathogens: the example of Candida albicans and 

fluconazole. Proteomics 2009, 9 (20), 4627-31. 

5. Angeletti, S.; Ciccozzi, M., Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight 

mass spectrometry in clinical microbiology: An updating review. Infect Genet Evol 2019, 76, 

104063. 

6. Dingle, T. C.; Butler-Wu, S. M., Maldi-tof mass spectrometry for microorganism 

identification. Clin Lab Med 2013, 33 (3), 589-609. 

7. Movig, K. L.; Mathijssen, M. P.; Nagel, P. H.; van Egmond, T.; de Gier, J. J.; 

Leufkens, H. G.; Egberts, A. C., Psychoactive substance use and the risk of motor vehicle 

accidents. Accid Anal Prev 2004, 36 (4), 631-6. 

8. Navazesh, M., Methods for collecting saliva. Ann N Y Acad Sci 1993, 694, 72-7. 

https://www.mzcloud.org/DataViewer#/Main/reference$1/T2%23Standard/Recalibrated/389606
https://www.mzcloud.org/DataViewer#/Main/reference$1/T2%23Standard/Recalibrated/389606


  

147 

 

9. Toennes, S. W.; Steinmeyer, S.; Maurer, H. J.; Moeller, M. R.; Kauert, G. F., 

Screening for drugs of abuse in oral fluid--correlation of analysis results with serum in 

forensic cases. J Anal Toxicol 2005, 29 (1), 22-7. 

10. Huestis, M. A.; Cone, E. J., Relationship of Delta 9-tetrahydrocannabinol 

concentrations in oral fluid and plasma after controlled administration of smoked cannabis. J 

Anal Toxicol 2004, 28 (6), 394-9. 

11. Augsburger, M.; Giroud, C.; Rivier, L.; Tracqui, A.; Mangin, P., Car crash after 

massive ingestion of digoxin and midazolam. Int J Legal Med 1998, 111 (4), 205-7. 

12. Brookoff, D.; Cook, C. S.; Williams, C.; Mann, C. S., Testing reckless drivers for 

cocaine and marijuana. N Engl J Med 1994, 331 (8), 518-22. 

13. Augsburger, M.; Rivier, L., Drugs and alcohol among suspected impaired drivers in 

Canton de Vaud (Switzerland). Forensic Sci Int 1997, 85 (2), 95-104. 

14. Augsburger, M.; Donze, N.; Menetrey, A.; Brossard, C.; Sporkert, F.; Giroud, C.; 

Mangin, P., Concentration of drugs in blood of suspected impaired drivers. Forensic Sci Int 

2005, 153 (1), 11-5. 

15. Senna, M. C.; Augsburger, M.; Aebi, B.; Briellmann, T. A.; Donze, N.; Dubugnon, J. 

L.; Iten, P. X.; Staub, C.; Sturm, W.; Sutter, K., First nationwide study on driving under the 

influence of drugs in Switzerland. Forensic Sci Int 2010, 198 (1-3), 11-6. 

16. Laumon, B.; Gadegbeku, B.; Martin, J. L.; Biecheler, M. B.; Group, S. A. M., 

Cannabis intoxication and fatal road crashes in France: population based case-control study. 

BMJ 2005, 331 (7529), 1371. 

17. Menetrey, A.; Augsburger, M.; Giroud, C.; Mangin, P., [Cannabis and automobile 

driving]. Praxis (Bern 1994) 2001, 90 (34), 1398-407. 

  



  

148 

 

Annexe 1 : Protocole de demande à la commission d’éthique 

concernant l’étude au bord de la route 

 Dépistage à large échelle de la consommation de drogues et de médicaments sur une 

population de conducteurs romands grâce à un prélèvement au bout du doigt 
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Formulaire de signature [ICH 6.1] 

 
Je soussigné déclare avoir lu et approuvé ce protocole, annexes incluses. Je certifie que l’étude 

se déroulera conformément au protocole et aux Bonnes Pratiques Cliniques selon les 

réglementations internationales ICH, et suisses OClin et LPth. 
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Investigateur Principal   Signature     Date 

 

    

Docteur, médecin associé 
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Centre Universitaire Romand de Médecine Légale et Policlinique Médicale Universitaire, 44 

Rue du Bugnon, 1011 Lausanne 
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Formulaire de signature 
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Formulaire de signature 
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se déroulera conformément au protocole et aux Bonnes Pratiques Cliniques selon les 

réglementations internationales ICH, et suisses OClin et LPth. 

 

 

 

Marc Augsburger                 

Co-investigateur principal  Signature    Date 

 

    

Docteur 

Titre 

 

 

Centre Universitaire Romand de Médecine Légale, Chemin de la Vulliette 4, 1000 Lausanne 

25 

Institution et adresse 

 

 

0213147085 

Téléphone 
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Formulaire de signature 

 
Je soussigné déclare avoir lu et approuvé ce protocole, annexes incluses. Je certifie que l’étude 

se déroulera conformément au protocole et aux Bonnes Pratiques Cliniques selon les 

réglementations internationales ICH, et suisses OClin et LPth. 

 

 

 

Julien Déglon 

Co-investigateur principal  Signature    Date 

 

    

Docteur       

Titre 

 

 

Centre Universitaire Romand de Médecine Légale, Rue Michel Servet 1, 1206 Genève 

Institution et adresse 

 

 

0792016662 

Téléphone 
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Formulaire de signature 

 
Je soussigné déclare avoir lu et approuvé ce protocole, annexes incluses. Je certifie que l’étude 

se déroulera conformément au protocole et aux Bonnes Pratiques Cliniques selon les 

réglementations internationales ICH, et suisses OClin et LPth. 

 

 

 

Timothée Joye                 

Doctorant-investigateur  Signature    Date 

 

    

Doctorant      

Titre 

 

 

Centre Universitaire Romand de Médecine Légale, Chemin de la Vulliette 4, 1000 Lausanne 

25 

Institution et adresse 

 

 

0213147087    

Téléphone 
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Résumé synoptique du protocole 

Titre de l’étude  Dépistage à large échelle de la consommation de drogues et de médicaments sur une 

population de conducteurs romands grâce à un prélèvement au bout du doigt 

Investigateurs Investigateur principal : Bernard Favrat 

Co/Investigateurs : Aurelien Thomas, Marc Augsburger, Julien Déglon 

Doctorant-Investigateur : Timothée Joye 

 

Lieu de l’étude Centre Universitaire Romand de Médecine Légale (CURML) 

Calendrier de l’étude L’inclusion commencera dès l’éventuelle approbation du projet par la commission d’éthique. 

L’analyse des résultats aura lieu en fin d’année janvier 2017 et le rapport final sera envoyé à 

l’office Fédéral de la Santé Publique au 1er trimestre de 2018. 

 

Rationnel et objectifs Effectuer un dépistage à large échelle de la consommation de drogues et de 

médicaments pouvant affecter la capacité à conduire sur une population de 

conducteurs en Suisse romande grâce à un prélèvement au bout du doigt. L’objectif 

est également d’étudier la prévalence de la consommation de drogues légales et 

illégales dans la circulation routière au sein d’un échantillon large de la population 

Méthodes Analyse des spots de sang (DBS) par UHPLC-HRMS 

Nombre de Patients 1000 

Critères de sélection Critères d’inclusion : Conducteurs interpellés au hasard par la police des cantons de 

Vaud, Genève, Fribourg et du Valais au cours de leurs procédures de contrôle 

classiques 
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Study Flowchart  

 

 
Intervention au 

bord de la route 

Analyse au sein 

du CURML 

Interception des véhicules par des officiers de police dans 

le cadre de leur activité normale 
x 

 

Interview par un médecin, psychologue ou un toxicologue x  

Demande de consentement oral x  

Prélèvement de sang au bout du doigt après désinfection x 
 

 Attribution du code d’étude x  

Analyse UHPLC-HRMS  x 

Traitement statistique  x 

 

 

Schéma de l’étude 

 

Moment de l’étude Prélèvement Analyse 

Tâche accomplies Interview par un médecin, psychologue ou un 

toxicologue 

Demande de consentement oral 

Prélèvement DBS 

Anonymisation et  

Screening toxicologique par 

UHPLC-HRMS 

Traitement statistique 
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Abréviations 

 

  

GUS General Unknown Screening 

DUID Driving Under the Influence of Drugs 

UHPLC Ultra High Precision Liquid Chromatography 

HRMS High Resolution Mass Spectrometry 

STA 

DBS 

Systematic Toxicological Analysis 

Dried Blood Spot 
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Background [ICH 6.2] 

Pré-requis 

La consommation de drogues d’abus et de médicaments est un problème de santé publique. 

L’émergence de nouvelles substances psychoactives, telles que les classes des 

phénéthylamines ou des pipérazines, augmente le risque pour la population. La prévalence de 

l’utilisation des drogues est généralement difficile à évaluer de par la difficulté à obtenir un 

échantillon représentatif de la population. Le développement de nouvelles stratégies pour le 

micro prélèvement sanguin permettront de favoriser d’éventuelles études épidémiologiques 

futures à grande échelle sur les habitudes de consommation en Suisse. 

Parmi les nombreux problèmes associés à la consommation de drogues, la conduite 

automobile constitue une complication majeure, due à la diminution de la capacité à conduire 

suite aux effets néfastes sur le système nerveux central7. Actuellement, selon la loi suisse sur 

la circulation routière, si un test de dépistage urinaire ou salivaire8-9 peut être effectué au bord 

de la route, la mise en évidence d’une diminution de la capacité à conduire est effectuée sur la 

base des résultats des analyses toxicologiques d’une prise de sang conventionnelle effectuée 

par un médecin. De ce fait, le sang d’un conducteur est généralement collecté uniquement en 

cas de suspicion du policier effectuant le contrôle, impliquant qu’un screening systématique 

n’est de ce fait jamais réalisé malgré son importance. Ce projet vise à évaluer un nouveau 

dispositif, permettant un prélèvement simple et rapide de sang capillaire (c'est-à-dire au bout 

du doigt), suffisant pour la détection et la quantification de drogues ou de médicaments. Grâce 

à ce nouveau dispositif, les habitudes de consommation pourront être investiguées de manière 

précise et systématique dans un sous-échantillon représentatif de la population que constituent 

les conducteurs automobiles.  

 

En maintenant les avantages initiaux de la méthode des spots de sang séché (DBS), le concept 

HemaXisTM commercialisé par la société DBS System SA ouvre de nouvelles perspectives en 

permettant un prélèvement de sang peu invasif, simple, sûr, standardisé et moins couteux.   

 

Le produit d’étude et la maladie 

Aucun médicament n’est utilisé ou prescrit au cours de cette étude. L’objectif est d’évalué la 

méthode du DBS avec le concept HemaXisTM commercialisé par la société DBS System SA 

en tant que support de prélèvement pour la collecte dans sang capillaire dans le but d’effectuer 

un screening toxicologique. Le risque de cette étude est minime étant donné que le micro 

prélèvement de sang s’effectue à l’aide d’une lancette jetable stérile déjà homologuée pour 

cette application. De plus, le bout du doigt des volontaires sera systmétiquement désinfecté 

avant le prélèvement 

Rationnel de l’étude 

Le développement de nouvelles stratégies analytiques est nécessaire afin de simplifier et de 

permettre l’étude de la prévalence de la consommation de drogues et de médicaments au sein 

d’un échantillon large de la population. En permettant un micro-prélèvement sanguin 
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standardisé, sécurisé, peu invasive et économique, le concept HemaXisTM offre la possibilité 

d’effectuer un tel dépistage de la population.  

En parallèle, cette étude permettra en collaboration avec les polices cantonales de Genève, de 

Vaud, de Fribourg et du Valais, d’établir un profil de consommation de médicament et de 

drogues dans un sous-échantillon de la population, à savoir chez les conducteurs. 

 

Il manque actuellement une étude fiable sur ce sujet, qui porte non seulement sur le 

cannabis10, mais également sur d’autres substances comme les benzodiazépines11 ou d’autres 

classes de drogues et de médicaments12. A ce jour, la prévalence de la consommation de 

différentes drogues dans la circulation routière, parmi une population sélectionnée au hasard, 

est mal connue bien que des études ont déjà été menées dans ce sens13-15. La possibilité de 

pouvoir réalisée cette étude sur des échantillons de sang est un atout de ce projet dans le but 

d’avoir une information objective sur l’impact de la consommation de drogues et de 

médicaments en relation avec la diminution de la capacité à conduire dans la population 

observée. 

 

Objectifs [ICH 6.3] 

 

Le but de cette étude est d’effectuer un dépistage à large échelle de la consommation de 

drogues et de médicaments pouvant influencer la faculté à conduire au sein d’une population 

de conducteurs en Suisse romande grâce à un nouveau dispositif de prélèvement au bout du 

doigt.  

 

L’objectif est d’obtenir des renseignements sur le type de substances consommées par les 

conducteurs et sur les combinaisons prédominant actuellement, et finalement d’évaluer 

l’attitude générale du conducteur au sujet de la consommation de drogues illégales et de 

médicament en relation avec la conduite automobile. Dans ce but, un nouveau dispositif de 

prélèvement de sang au bout du doigt sera utilisé pour effectuer un dépistage de la 

consommation de drogue et de médicaments au sein d’une population de conducteurs. 

Design [ICH 6.4] 

Description globale 

Les conducteurs seront interpellés au hasard par la police dans les cantons de Vaud, Genève, 

Fribourg et Valais dans le cadre des contrôles routiers effectués classiquement par la police. 

Les officiers de police seront instruits pour intercepter les véhicules qui pourront être arrêtés 

de manière sûre et sans danger. La police demandera au conducteur de fournir un échantillon 

d’air alvéolaire pour l’éthylotest selon la procédure classique. Une fois la procédure classique 

effectuée par la police, le policier proposera aux conducteurs de disposer ou s’il le souhaite de 

répondre à un questionnaire de sécurité routière. Dans le cas où l’accord du conducteur est 

obtenu, le conducteur sera redirigé vers un interviewer. La police ne sera en aucun cas 

présente lors de la suite des opérations qui seront effectués en un lieu distinct du contrôle de 
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police (voir Figure XX).  Les personnes impliquées dans l’interview seront des médecins, 

psychologues, et toxicologues, formés par l’Unité de Médecine du Trafic et les conducteurs 

n’auront dès lors plus de contacts avec la police.  L’interviewer demandera le consentement 

éclairé du participant qui, répondra alors à un questionnaire, une fois son consentement 

obtenu. Comme mentionné dans le document de consentement et stipuler précisément 

oralement lors de l’interview, le conducteur peut à tout moment décider de ne pas répondre à 

une question ou de mettre fin à l’entretien. À la fin de ce questionnaire, il lui sera également 

proposé qu’un échantillon sanguin prélevé au bout du doigt soit prélevé et collecté sur un 

support de papier filtre grâce au système HemaXisTM commercialisé par la société DBS 

System SA. La loi suisse sur la circulation routière du 1er janvier 2005 permet à la police 

d’interpeller systématiquement les conducteurs afin d’évaluer leur capacité à conduire, 

notamment en effectuant un éthylotest.  

 

 

 

Cette étude sera combinée avec les interventions habituelles de la police. Lorsque celle-ci 

arrête les automobilistes et qu’une consommation d’alcool est mise en évidence grâce à 

l’éthylotest, une mesure à l’éthylomètre est alors effectuée pour confirmer et déterminer la 

valeur finale. La police aura également recours à une prise de sang (sans prélèvement de 

DBS) dans le cas où elle suspecte une consommation de drogue ou de médicament. Dans ces 

cas de figure, les analyses toxicologiques seront mandatées par la police selon les procédures 

conventionnelles à des laboratoires accrédités. Seul les statistiques de consommation (de 

manière totalement anonymisées) associées aux contrôles de sécurité routière effectués en lien 

avec cette étude seront transmises à l’investigateur principal de l’étude ..  

Dans le cas où la police ne procède à aucun prélèvement, celle-ci proposera au conducteur de 

disposer ou de participer à un questionnaire de sécurité routière. Il est également important de 

préciser que si l’éthylotest est inférieur à 0.25 ‰ et que la police ne prélève aucun échantillon 

par rapport à une suspicion éventuelle, l’identité de la personne contrôlée n’est pas non plus 

relevée. Si le conducteur accepte, il sera redirigé vers un lieu distinct du contrôle afin de 

participer à l’étude (voir Figure 1). Lors de la demande de son consentement éclairé, il  sera 

également proposé au conducteur d’effectuer un micro prélèvement sanguin au bout du doigt 

dans un 2ème temps. Le micro prélèvement sanguin sera testé dans un but de recherche 

uniquement et par conséquent les résultats pour l’individu à proprement dit ne pourront et ne 

seront pas fournis à la police. D’autre part, aucune analyse ne sera effectuée au bord de la 

route. Les personnes qui participeront à l’étude auront la garantie que les tests et les 

prélèvements seront complètement anonymisés, ce qui rendra impossible toute 

correspondance. Il est important de relever que nous collecterons un micro prélèvement de 

sang, matrice de référence en toxicologie permettant la détermination de la diminution de la 

capacité à conduire au moment du prélèvement selon la loi suisse sur la circulation routière.  
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Figure 2: Organisation de l'étude 

Pratiquement, une goutte de sang est obtenue au bout du doigt du volontaire par piqûre à 

l’aide d’une lancette jetable à usage unique (BD Microtrainer Contact-Activated Lancet®). La 

procédure est similaire à celle effectuée pour la mesure de la glycémie chez des patients 

diabétiques. Le bout du doigt sera préalablement désinfecté à l’aide d’un tampon imbibé 

d’une solution désinfectante (ex. tampon Webcol®), puis massé doucement afin de générer 

une goutte de sang. La première goutte est essuyée au moyen d’une bande de gaz stérile, afin 

de générer une nouvelle goutte. La goutte de sang est portée à l’orifice d’entrée du capillaire 

de la plaque microfluidique HemaXisTM. Par capillarité, le sang remplit le volume prédéfini 

du canal (ici 10 µL). Au minimum 2 canaux de 10 µL devront être remplis lors du 

prélèvement. Un maximum de 40 µL de sang capillaire sera prélevé par sujet (4x10 µL). Une 

fois les canaux remplis, le couvercle de l’étui HemaXisTM est rabattu de sorte que le sang 

présent dans les canaux soit transféré sur la carte de papier filtre. Le dispositif, une fois fermé, 

est laissé 30 minutes au minimum à température ambiante pour que le sang puisse sécher sur 

la carte de papier filtre et ainsi formé un DBS. Une fois le sang séché, les agents pathogènes 

sont inhibés réduisant le risque d’infection au minimum. Le dispositif HemaXisTM est ensuite 

placé dans un sachet Mini grip® et stocké à température ambiante avant son expédition au 

laboratoire pour l’analyse toxicologique. Les spots de sang séchés sont protégés par l’étui 

HemaXisTM limitant ainsi tout contact avec l’échantillon sanguin. Une fois au laboratoire, la 

carte de papier filtre contenant les échantillons DBS est retirée et peut être analysée. 
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Une lancette classique est utilisée pour générer une goutte de sang au bout du doigt. Celle-ci 

est placée à l’endroit d’un micro-canal où le sang est immédiatement absorbé. En fermant le 

système de prélèvement, le volume de sang désiré est transféré et séché sur un papier filtre 

standard. Ceci permet de faciliter le stockage et le transport des échantillons par rapport à une 

procédure de prélèvement classique (cf. Annexes pour l’explication détaillée du système 

d’échantillonnage). 

 

Les analyses seront effectuées par UHPLC-HRMS (chromatographie ultra haute performance 

en phase liquide / spectrométrie de masse haute résolution). Cette méthodologie de screening 

toxicologique basée sur un micro prélèvement DBS est utilisée en routine au sein du 

laboratoire de l’UTCF qui est accrédité (STS0448 à Lausanne, STS0390 à Genève) pour cette 

classe d’analyses.  

 

Moment de l’étude Prélèvement Analyse 

Tâche accomplies Interview par un médecin, psychologue ou un 

toxicologue 

Demande de consentement oral 

Prélèvement DBS 

Anonymisation et randomisation  

Screening toxicologique par 

UHPLC-HRMS 

Traitement statistique descriptifs, 

tableau de contingence 

 

Critères de jugement  

Il manque actuellement une étude fiable sur ce sujet, qui porte non seulement sur le 

cannabis16-17, mais sur d’autres psychotropes (tels que la cocaïne, l’amphétamine et ses 

dérivés, les opiacés/opioïdes, et les nouveaux psychotropes de synthèse) et également les 

médicaments agissant sur le système nerveux central comme les benzodiazépines ou les 

antidépresseurs. A ce jour, la prévalence de la consommation de différentes drogues dans la 

circulation routière, parmi une population sélectionnée au hasard, est mal connue. La 

possibilité de pouvoir réalisée cette étude sur des échantillons de sang est un atout de ce projet 

dans le but d’avoir une information objective sur l’impact de la consommation de drogues et 

de médicaments en relation avec la diminution de la capacité à conduire dans la population 

observée. 
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Randomisation et insu  

Il s’agit d’une étude pilote effectuée en collaboration avec les corps de police des cantons de 

Fribourg, Genève, Vaud, et Valais. Cette étude devrait se terminer au premier trimestre 2018. 

Une vingtaine de campagnes de prélèvement seront réalisées lors de contrôles de la 

circulation dans le but de collecter des micro prélèvements de sang chez 1000 conducteurs de 

manière randomisée. Les contrôles auront lieu en ville, sur les routes cantonales ou sur les 

autoroutes. L’échantillonnage se fera sur l’ensemble des 7 jours d’une semaine et les journées 

seront séparées en tranche de 8 heures (0h-8h, 8h-16h, et 16h-24h). Des statistiques 

descriptives et des tableaux de contingence prenant en compte les jours et les tranches 

horaires seront utilisés pour traiter les données. 

 

 

 

Figure 3: Détail de l'intégration du processus de l'étude au sein de l'intervention classique de la police 

 

Cette étude débutera dès l’acceptation du protocole par la Commission d’Ethique et se 

terminera après l’inclusion des 1000 sujets. 

Durée de l’étude pour les sujets, procédures de sortie d’étude et de levée d’insu 

Pour les sujets, l’étude se déroulera uniquement sur le temps du prélèvement au bord de la 

route lors des contrôles effectués par la police. Une fois le consentement et les échantillons 

obtenus, le sujet ne sera pas suivi de manière longitudinale. Il est important de relever que 

depuis le 1er janvier 2005, selon la loi sur la circulation routière, la police peut stopper tout 
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véhicule sans avoir de motif particulier et procéder à un contrôle de la consommation d’alcool 

du conducteur à l’aide d’un éthylotest. Dans une étude précédente, nous avons pu montrer que 

le prélèvement d’échantillons salivaires en parallèle de l’intervention de la police est tout à 

fait praticable et a déjà eu lieu. Le micro prélèvement sanguin sera collecté selon la méthode 

décrite précédemment. Il est important de relever qu’il sera impossible de retrouver le nom de 

la personne, seul un numéro, permettant de le lier au questionnaire et à la localisation du 

prélèvement, sera attribué à l’échantillon. Il n’y aura pas de « masterlist » de correspondance 

entre un numéro et un nom pour éviter toutes possibilités de retrouver les gens à partir des 

données. 

Liste des données répertoriées dans le CRF  

Seules les différentes étapes de la procédure à effectuer, le résultat de l’éthylotest ainsi que la 

liste des substances identifiées dans l’échantillon DBS prélevé seront répertoriés dans le CRF. 

Population de l’étude [ICH 6.5] 

Critères d’inclusion 

Les participants seront des conducteurs interpellés au hasard par la police dans les cantons de 

Vaud, Genève, Fribourg et du Valais. 

Critères de non-inclusion 

Toute personne refusant le consentement oral et refusant de donner un échantillon de sang ne 

sera pas incluse dans l’étude. En outre des problèmes techniques lors du prélèvement ou de 

l’analyse pourrait induire une sortie de l’étude. Toute personne n’ayant pas rempli au moins 

deux canaux de sang soit un volume total d’au moins 20 µL ne pourra pas être intégrée à 

l’étude. 

Sortie d’étude 

Une fois le prélèvement effectué, aucune sortie de l’étude n’est prévue puisque les données 

seront immédiatement anonymisées et qu’il s’agit d’un prélèvement unique et ponctuel. 

Aucune correspondance ne sera possible puisque les noms ne sont pas conservés, dès lors une 

sortie de l’étude n’est pas envisageable. 

Procédures de sélection et de recrutement 

 

Les conducteurs seront interpellés au hasard par la police dans les cantons de Vaud, Genève, 

Fribourg et Valais, dans le cadre de leur procédure classique. Les officiers de police seront 

instruits pour intercepter les premiers véhicules qui pourront être arrêtés de manière sûre et 

sans danger lorsqu’un interviewer indiquera qu’il sera disponible. Les personnes impliquées 

dans l’interview seront des médecins, psychologues, et toxicologues, formés par l’Unité de 

Médecine du Trafic. La police demandera au conducteur de fournir un échantillon d’air 

alvéolaire pour l’éthylotest. Dans le cas où le consentement est obtenu les intervenants 

demanderont également qu’un échantillon sanguin soit prélevé au bout du doigt et collecté sur 

un support de papier filtre grâce au système HemaXisTM commercialisé par la société DBS 

System SA. La loi suisse sur la circulation routière du 1er janvier 2005 permet à la police 
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d’interpeller systématiquement les conducteurs afin d’évaluer leur capacité à conduire, 

notamment en effectuant un éthylotest.  

Traitements de l’étude (y compris le placebo) [ICH  6.6] 

 

Aucun traitement ni placebo ne sera administré pendant cette étude. 

Critères d’évaluation [ICH 6.7] 

 

Des analyses qualitatives seront effectuées sur les échantillons de sang par UHPLC-MS grâce 

à un Q Exactive Plus de chez Thermo scientific, permettant un dépistage large et non-biaisé 

incluant les nouvelles substances psychoactives. La consommation d’alcool sera elle évaluée 

grâce à un éthylotest effectué par la police au moment du contrôle.  

 

Critère de jugement primaire 

 

L’analyse de blanc et de sang négatif permettra de se prononcer sur une éventuelle 

contamination du système analytique conduisant à la détection de faux positifs dans les 

échantillons. 

L’évaluation de la consommation d’alcool se fera de manière classique grâce à l’éthylotest. 

Gestion des données [ICH 6.10 & 6.13] 

Données sources 

Les résultats des tests de criblage toxicologiques seront répertoriés dans un tableau et les 

résultats seront traités avec les moyens statistiques descriptifs usuels. 

CRF  

Cf. document spécifique 

Archivage et conservation 

Les données et les échantillons seront détruits après 10 ans. Aucun nom ne sera mis dans la 

base de données. De plus, il sera impossible, rétrospectivement, de retrouver les personnes 

correspondantes pour garder un anonymat total.  

 

Gestion des événements indésirables [ICH 6.8] 

Définitions (AE, SAE, ADR, SUSAR, Imputabilité) 

Le risque lié à cette étude est minime, le bout du doigt sur lequel est effectué le prélèvement 

sera préalablement désinfecté et le prélèvement sera effectué par des médecins, toxicologues 

ou psychologues formés et compétents. Quant à un risque lié à une éventuelle pression 

psychologique due à l’étude sur les conducteurs, celui-ci est minime également puisque la 
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procédure de l’étude est complètement dissociée du contrôle de police et que les résultats de 

l’étude ne peuvent pas avoir d’impact sur le conducteur lui-même. Il est même à noter que 

cette étude aura plutôt l’avantage de permettre aux participants de pouvoir diminuer le stress 

généré par le contrôle de la police avant de reprendre la route. Lors de la participation à 

l’étude, le protocole d’information sera remis à tous les candidats. Celui-ci contiendra le 

même numéro générique. Dans le cas, bien que peu probable, d’un événement indésirable 

postérieur au moment de l’étude, le participant pourra prouver sa participation à l’étude et 

bénéficier d’un suivi sans mettre en péril son anonymat. 

 

Déclaration des AE  

Cf. documents concernant les évènements indésirables, et évènements indésirables graves 

Suivi des sujets après AE  

 

Cf. documents concernant les évènements indésirables, et évènements indésirables graves 

Data Safety Monitoring Board 

Un groupe indépendant s’occupant de la sécurité liée à l’étude paraît inutile, considérant le 

risque infime d’accidents provoqués directement par la soumission au protocole d’étude. 

Contrôle et assurance qualité [ICH 6.11] 

Monitoring 

Un sang négatif aux substances testées, ainsi qu’un échantillon dont le contenu est connu 

seront utilisés pour vérifier la stabilité de la réponse analytique ainsi que l’absence de 

contamination.  

Audit et inspection  

Les données et le matériel investigué restent à disposition des autorités si celles-ci jugent bon 

de les examiner. Le suivi et l’anonymisation des données se fera via la base de données 

ToxiML déjà en place concernant les analyses de routines au sein de l’UTCF. Chaque 

échantillon étant déjà anonymisé sur le lieu du prélèvement, il recevra alors un numéro 

ETUXXXX via ToxiML permettant sa traçabilité au niveau du laboratoire et de l’étude. Le 

support utilisé permettra d’assurer un « audit trail »et satisfait les exigences de l’art. 5 de 

l’ordonnance sur la recherche sur l’être humain. 

Statistiques [ICH 6.9] 

Détermination du nombre de sujets nécessaires 

Il s’agit d’une étude pilote effectuée en collaboration avec les corps de police des cantons de 

Fribourg, Genève, Vaud, et Valais. Cette étude aura une durée d’environ 2 ans. Une vingtaine 

de campagnes de prélèvement seront réalisées lors de contrôles de la circulation dans le but de 

collecter des micro prélèvements de sang chez 1000 conducteurs de manière randomisée. Les 

contrôles routiers seront réalisés sur différentes types de route, que ce soit sur autoroute ou en 

ville, à différents jours et heures de la journée selon les procédures de la police.  
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Analyse des données  

En associant l’analyse de 1000 échantillons sanguins réalisée au cours de cette étude aux 

statistiques de police pour les résultats des prises de sang effectuées en cas de suspicion de 

consommation de drogue ou médicaments selon les procédures standards, nous obtiendrons 

un échantillon représentatif des conducteurs romands. Les données seront traitées à l’aide de 

statistiques descriptives classiques et de tableaux de contingence en fonction notamment des 

différents lieux et tranches horaires des prélèvements. Les pourcentages d’absence et de 

présence des substances pouvant influencer la faculté à conduire seront prises en compte en 

séparant les cas de consommation unique et de combinaison de substances. Parmi ces 

substances, il sera également analysé dans quelles occurrences sont détectés les substances 

majoritairement consommées. Les réponses aux questionnaires notamment concernant les 

substances consommées seront également comparés aux résultats des analyses et aux 

statistiques de police, afin d’évaluer la corrélation entre les deux. Les questionnaires 

permettront également d’obtenir des informations statistiques concernant la corrélation entre 

la consommation de drogues ou de médicaments et le sexe du conducteur ou le type de 

véhicules en circulation. Les analyses statistiques seront effectuées au moyen de différents 

logiciels tels que Prism (v7.03) et SPSS (v23.0). 

Gestion des dropouts et des données manquantes 

Les sujets renonçant à l’étude seront remplacés par de nouveaux volontaires jusqu’au 

prélèvement d’environ 1000 échantillons comme prévu par l’étude. 

 

Critères pour l’arrêt de l’étude 

L’étude pourrait être temporairement interrompue, si des problèmes techniques majeurs 

venaient à se présenter. Un tel cas s’avère cependant peu probable. 

Considérations éthiques [ICH 6.12] 

Comité d’Ethique 

Le protocole est soumis à la CER-VD. Pour toutes les campagnes de prélèvement effectuées 

sur le canton de Genève, une demande sera également soumise dans un deuxième temps à la 

commission d’éthique du canton de Genève pour.  

Information et consentement 

Un consentement oral est demandé puisqu’il s’agit d’une étude purement observationnelle 

(selon le paragraphe 12 de formulaire « recommandations pour la rédaction d’un protocole de 

recherche ») et que le nom et le prénom ne sont pas demandés.  Un financement selon 

l’exemple d’une étude européenne (6) de 10 frs est prévu pour dédommager les personnes qui 

acceptent le micro prélèvement sanguin uniquement. La rémunération est assurée même si 

pour une raison quelconque il ne s’avérait pas possible d’obtenir au moins 2x 10 µL, 

nécessaire aux analyses de screening toxicologique. Cette rémunération sera effectuée de 

main à main. Les analyses des micro-prélèvements seront effectuées plusieurs jours après le 

prélèvement, raison pour laquelle il n’y aura pas de risque d’une intervention de la police 
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suite à des résultats positifs puisqu’il n’y aura aucun nom sur ces analyses et que celles-ci ne 

seront effectuées sur les lieux du prélèvement.  

 

Anonymat et confidentialité 

Aucune analyse ne sera effectuée au bord de la route. Les personnes qui participeront à 

l’étude auront ainsi la garantie que les tests et les prélèvements seront complètement 

anonymisés. Il n’y aura même pas de noms, ce qui rendra impossibles toutes correspondances. 

L’anonymat des participants est donc respecté à 100%. 

Politique de publication [ICH 6.15] 

Publication 

Les résultats seront publiés dans un journal scientifique à comité de lecture reconnu du 

domaine. 

Rapport final d’étude 

L’étude est l’objet d’un projet de thèse financé par l’OFSP et réalisé par M. Timothée Joye, 

assistant-doctorant au CHUV en science de la vie. 

Financement et assurance [ICH 6.14] 

Ressources 

Ce projet a été accepté par l’Office Fédéral de la Santé Publique avec un budget de 150'000 

francs.  

 

Assurance 

Même si la garantie d’assurance n’est pas exigée pour ce type d’étude, le CHUV en sa qualité 

de promoteur répondra des dommages éventuels causés aux participants dans le cadre de 

l’étude conformément aux dispositions légales applicables. 

 

ANNEXES 
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Annexe 2 : Questionnaire concernant la sécurité routière utilisant 

auprès des participants à l’étude au bord de la route 

Questionnaire d’entrevue 2017  

 

Sexe du conducteur : M F     Type de véhicule : Voiture Camion Fourgonnette Moto 

 

Configuration des passagers       Port de la 

ceinture 

1. Conducteur seul  4. Famille (avec enfants)  Conducteur O N 

2. 1 pass.  Passager O N 

3. Groupe  

 

1. Depuis combien de temps êtes-vous parti ? __________ minutes 

2. Quelle âge avez-vous ? ______________ 2.a. Avez-vous un permis probatoire (L) ou 

d’apprenti-conducteur (N) ? O N 

3. Selon vous, quelle est la probabilité qu’une personne qui conduit après avoir trop bu 

se fasse arrêter par la police ?   [Où 1 = tout à fait improbable et 10 extrêmement 

probable] _____ 

4. Selon vous, quelle est la probabilité qu’une personne qui conduit après avoir pris de la 

drogue se fasse arrêter par la police ?  [Où 1 = tout à fait improbable et 10 extrêmement 

probable] _____ 

 

5. Avez-vous bu au cours des 12 dernières heures ? 

 1 = Non  2 = Oui → Quand avez-vous fini votre dernier verre ? ______h 

_____min. 

6.  Où avez-vous bu le plus au cours des 12 dernières heures ? 

     1. Bar  4. Domicile d’un ami/d’un proche 

     2. Restaurant 5 Autre__________________________ 

     3. Propre domicile 

Alcoolémie_____ 

7. Au cours des 12 derniers mois, à quelle fréquence avez-vous bu une boisson 

alcoolisée ? 
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  Jamais        Chaque mois ou moins        2 à 4 fois par mois        2 à 3 fois par semaine         

4 fois ou plus par semaine 

8. Au cours des 12 derniers mois, combien de verres avez-vous habituellement pris les 

jours où vous avez bu ? ____________ 

9. Au cours des 12 derniers mois, à quelle fréquence avez-vous bu 4 verres ou plus en 

une occasion ? 

 Tous les jours       2 à 5 fois par semaine        Une fois par semaine         2 à 3 fois par mois                       

Une fois par mois       Moins d’une fois par mois       Jamais         Ne sais pas 

10. Veuillez indiquer (avec un x) la dernière fois où vous avez pris les médicaments ci-

dessous : 

 

 Jamais Il y a plus 

de 12 mois 

Au cours 

des 12 

derniers 

mois 

Au cours 

des 30 

derniers 

jours 

Ce soir 

Médicaments 

contre la toux ou 

le rhume 

     

Sédatifs (Valium, 

etc.) 

     

Relaxans 

musculaires 

(Robaxasal, 

Robaxacet) 

     

Antidépresseurs 

(Prozac, Celexa, 

etc.) 

     

Analgésiques 

(morphine, 

codéine, tylenol 2 

ou 3, oxycodone, 

perocet, demerol) 

     

Amphétamines 

(Ritalin, Aderall, 

etc.) 
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11. Veuillez indiquer (avec un x) la dernière fois où vous avez pris les drogues ci-

dessous : 

 

 Jamais Il y a plus 

de 12 mois 

Au cours 

des 12 

derniers 

mois 

Au cours 

des 30 

derniers 

jours 

Ce soir 

Amphétamine      

Ecstasy      

GHB      

Phencyclidine 

(PCP) 

     

Marijuana ou 

haschisch 

     

Méthamphétamine      

Opiacés (héroïne, 

méthadone) 

     

Cocaïne (crack ou 

coke) 

     

Kétamine      

Autre 

______________ 
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Annexe 3: Article: High throughput qualitative and quantitative 

drug checking by MALDI HRMS 

Présentation de la problématique 

Les approches MALDI ont longtemps été réservées à l’analyse de macromolécules et 

particulièrement à des aspects dans le domaine de la protéomique. Plus récemment, plusieurs 

applications de l’utilisation du MALDI pour l’analyse de drogues et de médicaments ont été 

raportées. Cette technique a notamment été utilisée pour l’analyse de drogues dans les cheveux, 

lié à des aspects de suivi d’abstinence1-2. Des approches cherchant à cartographier des 

médicaments dans des organes pour des études de pharmaco et toxicodynamiques ont 

également été présentées3-4. Une étude Autrichienne a également relevé l’utilisation réussie du 

MALDI-HRMS pour des analyses qualitative de NPS sur des échantillons collectés dans une 

problématique de drug checking se focalisant sur la problématique des NPS5. C’est d’ailleurs 

cette étude qui est à la base de l’approche présentée ici. En effet, la mise en place de ces 

développements a été rendu possible par l’ouverture des analyses de drug checking au 

laboratoire de Genève en collaboration avec l’association de réduction des risques, « Nuit 

Blanche ?». 

Les services de drug checking rencontrent un succès grandissant ces 20 dernières années et 

notamment en Suisse puisque Zurich propose des possibilités de drug checking offre cette 

possibilité en milieu festif depuis 20016. Ces services permettent aux consommateurs de 

drogues de faire analyser le contenu de leur consommation et de rechercher d’éventuels 

adultérants ou des substances non annoncées par le vendeur, présentant un risque toxicologique 

et de santé publique pour le consommateur. L’objectif de ces approches est de renforcer la 

prévention sans encourager la consommation7. Ces programmes de réduction de risque 

permettent notamment d’atteindre une population avec laquelle il est habituellement difficile 
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d’établir un contact afin de fournir des conseils et des informations pour améliorer la 

prévention6. Ces analyses sont également une aubaine pour les toxicologues puisqu’elles 

permettent d’obtenir des informations concernant la prévalence des drogues consommées dans 

une région définie, généralement restreinte, et notamment la présence de NPS arrivant sur le 

marché. Cette approche permet donc de surveiller localement l’arrivée de certaines substances 

présentant un risque particulier pour les consommateurs et de jouer un rôle d’alerte. 

L’émergence de ces nouvelles substances psychoactives est associée à l’augmentation du risque 

lié à la consommation de drogues. Ces substances sont d’ailleurs responsables d’une 

augmentation des admissions aux urgences et des overdoses8. Cette classe de molécule se 

définit comme « les drogues qui ne sont pas contrôlées au titre des conventions des Nations 

unies relatives au contrôle des drogues mais qui sont susceptibles de constituer des menaces 

analogues pour la santé »9. Cette classe de substances évolue rapidement, puisqu’entre 2012 et 

2017, plus de 400 NPS ont été identifiés pour la première fois10. Le risque associé à ces 

substances vient notamment du fait que l’information concernant leur toxicité est limitée que 

ce soit pour les consommateurs ou les professionnels de la santé11. D’un point de vue analytique 

également, l’émergence de ces substances présente un certain challenge pour la toxicologie 

forensique et clinique. En effet, il est nécessaire de s’adapter à ce développement constant de 

nouvelles substances par le développement d’outils analytiques permettant une identification 

rapide et fiable de ces composés, parfois totalement inconnus des bases de données 

toxicologiques. 

Le développement technologique des instruments HRMS permet dans une certaine mesure de 

s’affranchir des étapes séparatives que sont la GC ou la LC et de ce fait de gagner un temps 

précieux sur le temps d’analyse et de préparation d’échantillons. Les sources d’ionisations 

MALDI sont tout à fait indiquées dans cette optique. Si ces stratégies présentent encore 

certaines limitations notamment en termes de sélectivité, elles semblent tout à fait appropriées 
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pour des applications où l’échantillon est relativement concentré, telles que la résolution de cas 

d’intoxication ou des aspects de drug checking. Lors de cette étude, l’utilisation du MALDI-

HRMS a permis de réduire d’un facteur 6 le temps nécessaire à la réalisation des analyses de 

qualitatives et quantitatives, tout en présentant des performances analytiques similaires aux 

approches de routine. La préparation d’échantillon s’en trouve également largement simplifiée. 

La comparaison des analyses de routine et de l’approche MALDI développée ici, sur une partie 

des échantillons effectuées dans le cadre de la collaboration avec « Nuit Blanche ? » a montré 

des résultats très prometteurs. Cette étude qui a été publiée dans « Frontiers in Chemistry » est 

présentée ici. 
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Article : High throughput qualitative and quantitative drug checking by MALDI 

HRMS 
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Annexe 4: Article : In situ metabolomic changes in rat 

hippocampus after acute cocaine administration 

Présentation de la problématique 

L’article présenté ici décrit une approche d’imagerie par spectrométrie de masse. Cette étude 

présente une analyse MALDI-HRMS de cerveaux de rat, se focalisant plus particulièrement sur 

la région de l’hippocampe, pour identifier les changements du métabolisme associés à une 

consommation aigüe de cocaïne, elle-même associée ou non à une consommation d’alcool. 

Cette étude fait appel à l’utilisation de l’imagerie par spectrométrie de masse pour des répondre 

à des questions de toxico-dynamique au sein d’un tissu biologique. L’addiction de façon 

générale, et plus particulièrement l’addiction à la cocaïne, est liée au système de récompense, 

dopaminergique notamment. Si les mécanismes moléculaires impliqués dans l’addiction sont 

encore mal connus, plusieurs études semblent indiquer que la mémoire et l’addiction sont des 

phénomènes intimement liés. Pour cette raison, les régions du cerveau liées à l’apprentissage et 

à la mémorisation sont particulièrement ciblées pour les études concernant les phénomènes 

d’addiction. C’est de cette façon, et en observant la distribution de la cocaïne au sein de 

cerveaux de rats, que l’hippocampe a été choisi comme région d’intérêt pour mesurer les 

changements du métabolisme liés à une consommation aigüe de cocaïne. 

Les résultats de ce proof of concept ont permis de renforcer l’intérêt du MALDI-HRMS dans 

les approches d’imagerie par spectrométrie de masse pour des approches de toxico et pharmaco-

dynamiques par exemple. Cette étude a également permis de mettre en évidence certains 

marqueurs pouvant potentiellement être impliqués dans les processus d’addiction. Le 

développement de cette stratégie analytique et des nouvelles applications pourrait permettre 

d’améliorer la compréhension de certains mécanismes moléculaires, notamment en ce qui 

concerne les phénomènes d’addiction. 
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Article : In situ metabolomic changes in rat hippocampus after acute cocaine 

administration 
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