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Considéra*ons	générales	

Très	grande	variété	des	substances	à	rechercher	

Caractéris*ques	&	concentra*ons	très	différentes	

Caractériser	la	présence	(ou	cer,fier	l’absence)	d’un	ou	plusieurs	
xénobio,ques	dans	une	matrice	biologique.		



Iden*fica*on	se	basera	sur	la	comparaison	de	paramètres	acquis	à	des	référen*els	

	

		-	temps	de	réten*on	

	-	spectre	de	masse	

	-	spectre	UV		

	-		…	

Considéra*ons	générales	

Iden*fica*on	devra(it)	être	objec*ve	:	ne	pas	

(trop?)	dépendre	du	jugement	de	l’opérateur.	



Evalua*on	des	performances	basée	sur	:	

		

- 	la	sensibilité	
- 	la	sélec*vité	
- 	la	qualité	de	l’iden*fica*on.	

Ø 							No*on	de	seuil	

Considéra*ons	générales	

Le	contexte	:	RCM,	SOUCHI,	confirma*on	d’un	dépistage	(AVP)	…	
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Stratégie	analy*que	

Automates	mul,paramétriques	:	les	tests	immunologiques	
	Recherche	d’une	classe	de	substances	(benzodiazépines	…)	
	Dosage	d’un	composé	(paracétamol	….	)	

Méthodes	sépara,ves:		
	-	la	chromatographie		(gazeuse	&	liquide)	

	
	-	la	détec,on	(DAD,	spectrométrie	de	masse)	

Le	criblage	peut	être	séparée	en	deux	étapes	

Etape	d’iden,fica,on	:	iden,fier	avec	la	plus	grande	cer,tude	possible	(les	substances	
détectées	auparavant)	et	aussi	d’en	rechercher	de	façon	beaucoup	plus	large.	

Etape	de	criblage	:	analyses	visant	à	détecter	le	plus	grand	nombre	de	composés	d’intérêt	
ou	de	familles	de	composés.	



Préparation de l’échantillon 

Un	screening	

Logiciel Technologie 



Molécules	
Acides	

Molécules	
Basiques	

Molécules	
Apolaires	

Molécules	
Polaires	

Rendement	d’extrac,on	:	100%	!!!	
Elimina,on	totale	des	endogènes	!!!			

La	prépara*on	d’échan*llon	:	1er	niveau	de	sélec*vité	
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Spécifique	Sensible	

Détecter	le	plus	grand	nombre	de	xénobio6ques	

GC/MS(MS)	

Consommé	trop	de	temps	

Doit	

U,lisant	

Doit	être	

LC/MS(MS)	

Sans	 Consommé	trop	d’échan*llon	

Choix	technologique	
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La	sépara*on	chromato	:	2ème	niveau	de	sélec*vité	

Le	temps	de	réten6on	
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La	sépara*on	chromato	:	2ème	niveau	de	sélec*vité	
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Stratégie	analy*que	:	la	détec*on	
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Programmation de l’acquisition 

Screening ciblé 

Liste de moléc. 
cibles 

Librarie de 
Spectres 

Acquisition Full scan 

Screening non ciblé 

La	détec*on	:	mode	d’acquisi*on	



Iden*fica*on		:	approche	théorique	

Plus	approchant	de	1	:	moins	la	mesure	est	ambiguë.		

	

Possibilité	d’addi*onner	des	procédures	analy*ques.		

De	Zeeuw,	R.	Drug	screening	in	biological	fluids	-	The	need	for	a	systema,c	approach.	Journal	of	
Chromatography	B	689,	71–79	(1997)	

Longueur	moyenne	de	liste,	ou	Mean	List	Length	(MLL),	



Iden*fica*on	:	approche	pra*que	

IP	>	3	requis	pour	une	iden,fica,on	considérée	comme	fiable.	
	Accumula,on	d’IP	par	applica,on	de	plusieurs	techniques	analy,ques	

Rivier,	L.	Criteria	for	the	iden>fica>on	of	compounds	by	liquid	chromatography–mass	spectrometry	and	liquid	chromatography–mul>ple	mass	
spectrometry	in	forensic	toxicology	and	doping	analysis.	Analy>ca	Chimica	Acta	492,	69–82	(2003)	

U*lisa*on	des	points	d’iden*fica*ons	(IP)	



Iden*fica*on	:	approche	pra*que	

Rivier,	L.	Criteria	for	the	iden>fica>on	of	compounds	by	liquid	chromatography–mass	spectrometry	and	liquid	chromatography–mul>ple	mass	
spectrometry	in	forensic	toxicology	and	doping	analysis.	Analy>ca	Chimica	Acta	492,	69–82	(2003)	



Recommanda*ons	



Recommanda*ons	



Recommanda*ons	



colonne : Symmetry  C8 250 x 4,6 mm 

phase mobile : 
- solvant A : acétonitrile 

- solvant B : tampon phosphate 0,05 mM  pH 3,8 

temps 
(min) 
0.00 
9.00 
28.00 
30.00 
31.00 

débit 
(ml) 
1.00 
1.00 
1.50 
1.50 
1.50 

% A 

13.0 
35.0 
80.0 
80.0 
13.0 

% B 

87.0 
65.0 
20.0 
20.0 
87.0 

température : 30°C 

détection : entre 190 et 350 nm  

durée de chromatographie : 37 min 

Criblage	par	HPLC/DAD	

Chaque	constructeur	a	sa	solu*on	«	clé	en	main	»	



Identification d'un pic : 

- analogie du temps de rétention 

- comparaison des spectres : 

* reconnaissance de la molécule  

* pic de pureté 

Présence d’une substance ayant les caractéristiques spectrales et chromatographiques de  : … 

Rapport de pureté et d'identification 
 

Librairie Toxicol :  1075 molécules 

Criblage	par	HPLC/DAD	



Sensibilité modeste 

Certaines molécules n’absorbent pas en UV 

Acide valproïque 

Méprobamate 

Baclofène … 

Manque de spécificité, spectres pouvant être proches (BZD) ou peu informatifs (phénobarbital) 

Criblage	par	HPLC/DAD	

Certains	composés	possèdent	même	spectre	UV	et	TR	:	venlafaxine	et	bisoprolol	



Le	criblage	par	GCMS	

1er	couplage	ayant	une	véritablement	efficace	pour	détecter	et	iden,fier	fiablement.	

Ø 					EI	permet	d’acquérir	un	nombre	important	d’IP	

Standardisa,on	des	sources	:	créa,on	de	librairies	

Suppression	des	liaisons	hydrogènes		
	-	Augmente	la	vola,lité		
	-	Réduit	la	thermolabilité	
	-	Améliore	les	performances	chromatographiques	
	-	Spectres	souvent	plus	riches	

Etape	préalable	:	dériva,sa,on	(dérivés	silylés,	d’anhydrides	d’acide,	ou	des	agents	alkylants).	



GCMS	:	l’iden*fica*on	

Les	spectres	de	masse	acquis	très	rarement	purs.	

Comment	soustraire	le	bruit	de	fond	d’un	spectre	?	

La	déconvolu*on	:	reconstruc*on	de	spectres	de	masse	«	purs	»	à	par*r	du	comportement	

des	ions	mesurés	pris	individuellement.	

	-	permet	d’extraire	efficacement	des	composés	du	bruit	de	fond	

	

	-	minimise	le	problème	des	composés	co-élués.	



GCMS	:	l’iden*fica*on	

Algorithmes	de	comparaison		

Ø 		Score,	ou	match	factor,	généralement	normalisé	

U*lisa*on	de	logiciels	:	comparaison	rapide	du	spectre	acquis	avec	les	librairies.	

Calcul	basé	sur	la	présence	des	ions	ET	sur	leurs	intensités	rela*ves	

correspondance	:		

	

- entre	spectre	acquis	et	spectre	de	référence	 	Forward	Fit	

- entre	spectre	de	référence	et	spectre	acquis	 	Reverse	Fit	

Ø Seuil	d’indice	de	pureté	fixé	>	x?	%	



ESI	ionisa*on	douce	(pas/peu	de	fragmenta*on	des	analytes)		

Différences	significa,ves	entre	instruments	(intensités	rela*ves	des	différents	fragments)	

Nécessite	plusieurs	spectres	acquis	à	différentes	énergies	de	collision	

Dissocia*on	par	collision	induite	(CID)	

Applicable	à	une	beaucoup	plus	large	gamme	de	substances	

Le	criblage	par	LCMS	



LCMS	

Acquisi*on	simultanées	à	différentes	énergies	de	collision	20ng F lunitraz epam  AP C I V arying C one V oltage
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%
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flun itr1  168 (3 .256) Scan AP+ 
6 .59e6314.173

315.187

flun itr2  168 (3 .259) Scan AP+ 
1 .42e7314.046

315.187

flun itr3  168 (3 .257) Scan AP+ 
8 .00e6314.046

315.187

flun itr4  167 (3 .237) Scan AP+ 
5 .21e6268.162

239.131211.111
314.046269.049

flun itr5  167 (3 .237) Scan AP+ 
3 .89e6268.162

239.131210.984 314.173269.176

flun itr6  168 (3 .257) Scan AP+ 
2 .50e6239.131

183.087 211.111 222.015 268.162240.019
C one Voltage 70 V

C one Voltage 60V

C one Voltage 50V

C one Voltage 40V

C one Voltage 30V

C one Voltage 20V

Paramétrage	variable	selon	les	fournisseurs	



LCMS	:	l’iden*fica*on	



MSMS	:	acquisi*on	en	mode	MRM	

Acquisi*on	en	mode	ciblée	



14 eV 

25 eV 



MSMS	:	acquisi*on	en	mode	MRM	

Sépara*on	chromato	peut	être	moins	«	élaborée	»	(co-élu*on)	si	transi*ons	

MRM	suffisamment	sélec*ves	

Nombre	de	transi*ons	MRM		possible	(variable	suivant	les	fournisseurs)	

Mode	d’acquisi*on	le	plus	sensible	actuellement	

Elimine	tous	les	ions	autres	que	ceux	d’intérêts	

2	transi*ons	MRM	permefent	normalement	d’iden*fier	un	composé	



MSMS	:	acquisi*on	en	mode	MRM	

	-	Perte	d’eau	

	-	Un	groupement	méthyl	

Parfois	difficile	d’obtenir	une	2ème	transi*on	MRM	suffisamment	sensible	
(pholcodine,	norfluox.)	

Nécessité	d’employer	une	«	non	transi*on	»	(buprénorphine,	norbupré)	

Parfois	difficile	d’obtenir	des	transi*ons	spécifiques	

Clomipramine	

Methotrimeprazine	Trimeprazine	

Besoin	d’employer	une	3ème	transi*on	(Benzoylecgonine,	cocaine,	méprobamate	…)		



Dynamic	Background	
Subtrac,on	

IDA	

EPI	“dependent”	scan	

CE	(±40	±25	V)	

EMS	“survey”	scan	

Autres	modes	acquisi*on	

Appareils hybrides MS/MS-LIT(linear ion trap) : mode IDA 



Criblage	en	masse	exacte	

Détermina*on	de	la	formule	brute	d’une	substance	

Ø Besoin	de	fragmenta*on	:	iden*fica*on	de	l’isomère		

Appareils	de	haute	résolu*on	

Acquisi*on	en	mode	balayage	

1	Tr	+	un	ion	:	insuffisant	pour	acquérir	le	nombre	d’IP	nécessaire	



Basse	énergie	

Collision	:	rampe	d’énergie	

Criblage	en	masse	exacte	
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Screening	Workflow	

Accurate	Mass	Screening	

Reten,on	Time	

Precursor	Formula	
Exact	Mass	

Scien,fic	Library	
	

Target	Library	
 

Chromatographic	
data	

Components	

Data	 Targets	

MSE	Fragments	
Exact	Mass	

Isotopes		

Uniden,fied	
Components	

Discover	
(ad-hoc)	

Iden,fied	
Targets	

Quan,fica,on	



Les	librairies	

Commerciale	

Dernière	
mise	à	jour	?	

Présence	de	
métabolites?	

On	ne	pourra	identi-ier	que	des	molécules	référencées	

Personnelle	

Dernière	mise	
à	jour	?	

Comment	
l’enrichir	?	

NIST		>	200	000	
Maurer/Pfleger/Weber	(MPW)	

Rosner	

SWGDRUG	



Ajouter	un	ou	plusieurs	étalons	internes	

Posséder	un/des	CQI	

S’abonner	à	des	EEQ	

Bonnes	pra*ques	

Tenir	à	jour	sa(es)	librairie(s)	



Conclusion	

Part	importante	de	l’ac*vité	d’un	laboratoire	

Ou*ls	de	plus	en	plus	performants	

Rester	toujours	vigilant	dans	l’interpréta*on	des	résultats	

Vigilance	sur	le	paramétrage	d’acquisi*on	&	de	déconvolu*on	

Préférable	d’associer	plusieurs	méthodes	

Ø 				Rapport	issu	généralement	d’une	recherche	automa*que	

Confirmer	la	présence	d’un	xénobio*que	par	la	présence	de	ses	métabolites	


