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Validation du nouveau systéme hemaPEN® =
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Objectifs  Valider le dosage simultané de 4 métaux (Pb, Cd, Hg et
As) en utilisant le dispositif hemaPEN de la société Trajan.
Méthode  hemaPEN est un systéme de prélévement et de dépot
sur disques papier d’un volume parfaitement mesuré de sang capil-
laire. Le dispositif comporte 4 capillaires en verre de 2,74 L,
4 disques de papier de 3,5mm et un dessicateur permettant la
conservation des disques. Au contact d’une goutte de sang, les
4 capillaires se remplissent entiérement et simultanément puis,
sont mis au contact des disques permettant le transfert du sang
sur ces derniers. Nous avons choisi de valider 4 éléments d’intérét
toxicologique sur sang total (Pb, As, Hg, Cd). L’extraction utilise
400 p.L d’une solution comprenant Triton X-100 0,5 %, HNO3 0,05 M,
rhodium 1 pg/L. Le dosage est réalisé par ICP-MS (NexION 2000™,
Perkin Elmer) sur un disque extrait par 400 p.L de solution. Pb, Cd
et Hg sont dosés en mode standard et As en mode DRC avec 02. Le
rhodium est utilisé comme étalon interne. La validation analytique
a été réalisée sur des filtres avec dépot a la pipette de 2,74 uL de
sang. Le rapport final de dilution est de 1/145.

Résultats Les conditions d’extraction retenues permettent une
récupération moyenne de 100 %, 106 %, 101 % et 99 % pour Pb, As, Cd
et Hg respectivement. Les Ldq (10 sd du blanc) sont de 0,011 wmol/L
(2,3 pg/L) pour Pb, 3,5 nmol/L (0,26 png/L) pour As, 0,2 nmol/L
(0,04 g/L) pour Hg et 1 nmol/L (0,11 ng/L) pour Cd. La répéta-
bilité sur 3 niveaux est inférieure a 10 % pour les 4 éléments sauf Hg
au niveau bas (14 %). L’analyse de 20 blancs « filtres » montre une
contamination sans impact pour Pb, As et Hg. Pour Cd, la contami-
nation est tres variable et dépasse parfois les valeurs de référence
du sang. L’exactitude, calculée par analyse de CQl, est satisfaisante
pour Pb, As et Cd sauf pour les valeurs faibles de Cd en raison de la
contamination des filtres. Pour Hg, elle n’est pas satisfaisante car
les conditions analytiques ne sont pas celles utilisées en routine pour
cet élément. Dix-sept sangs veineux de plombémie connue (0,035 a
3,60 pmol/L) ont été déposés sur des filtres et analysés. L’équation
de corrélation obtenue est : Pbfiltres=1,05 x Pbroutine + 0,004,
r=0,9975. Enfin, 15 patients ont été testés pour le plomb avec
le systéme complet et comparés au dosage de routine. Pour des
valeurs de 0,05 a 2,38 umol/L, I’équation de corrélation obtenue
est : PbhemaPEN = 0,952 x Pbroutine + 0,07, r=0,990.

Conclusion  Nos résultats montrent qu’il est possible de doser
avec de bonnes performances des métaux sur un volume de sang
aussi faible que 2,74 pL avec un facteur de dilution 3,6 plus impor-
tant que celui d’une méthode de routine. Les résultats de la
validation pour As et Pb sont bons et, pour Pb, satisfont les criteres
exigés pour l’accréditation. On observe une excellente corrélation
entre les plombémies mesurées avec I’hemaPEN et le dosage de
routine chez des patients. L’intérét de ce type de dispositif micro-
sampling est de disposer de 4 disques simultanément permettant
soit de sensibiliser le dosage (élution de plusieurs disques) soit de
doser des molécules organiques. Nos résultats valident I’utilisation
de ’outil hemaPEN pour le dosage des métaux. Une application pour
des études environnementales est en cours d’étude, nécessitant la
maitrise de la contamination lors du préléevement, particulierement
pour le dosage du plomb.
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Objectifs Le contexte inédit de la pandémie de COVID-19,des
mesures barrieres et du confinement a entrainé des bouleverse-
ments dans la population. L’objectif était d’évaluer I’impact de la
pandémie COVID-19 sur les caractéristiques des appels aux centres
antipoison francais (CAP) entre les années 2018—2019 et 2020.
Méthode Les cas d’exposition enregistrés du 1°" mars au 1er
mai en 2018, 2019 et 2020 ont été extraits de la base de don-
nées nationale francaise des intoxications. Les données recueillies
comprenaient les caractéristiques des appels, des patients et des
expositions a certaines catégories de produits considérées a priori
comme sentinelles et qui auraient pu étre utilisées plus fréquem-
ment pendant la pandémie COVID-19 : désinfectants, détergents,
dont l'eau de javel, solutions hydroalcooliques, huiles essentielles
et médicaments psychotropes. Les cas de 2020 ont été comparés
aux expositions de 2018—2019 en utilisant des modeéles logistiques
simples et une évaluation de la taille d’effet significative (défini sur
un p<0,0001 et un odds ratio>1,3).

Résultats De mars a avril 2020, 32 182 expositions ont été rap-
portées aux CAP francais, soit une augmentation globale de 5,6 %
par rapport aux expositions de la méme période en 2018—2019.
Une augmentation similaire des appels a été observée dans les
zones COVID-19 moins fortement épidémiques et plus fortement
épidémiques et était liée a une augmentation des appels du public
(+13,6 %) et une diminution des appels des professionnels de la santé
(=7,5 %). Malgré ’augmentation des cas d’exposition, ’incidence
des intoxications symptomatiques est restée stable (—0,4 %) avec
une diminution de la gravité « modérée/grave » (—17,2 %). Une
augmentation significative des expositions aux produits d’entretien
ménager contenant des biocides (+74,9 %) et de la javel (+91,5 %),
des huiles essentielles (+66,5 %) et des solutions hydroalcooliques
(+239,5 %) a été observée (p<0,0001).

Conclusion  La premiere vague de pandémie de COVID-19 a modi-
fié le nombre et la typologie des appels aux CAP frangais avec une
légére augmentation des appels pendant la période d’étude. Ces
changements reflétent peut-étre les conséquences indirectes de la
pandémie de COVID-19, a savoir un acces limité aux soins primaires,
la peur de contracter la COVID-19, le respect des mesures barrieres
et "anxiété liée a l’isolement a domicile.
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Objectifs Présenter un cas d’empoisonnement par insuline
asparte apres injection a un enfant non diabétique, suivi d’une ten-
tative de suicide de l’auteur (la mére) et décrire les résultats des
analyses effectués par LC-HRMS et UHPLC- MS/MS sur les échan-
tillons de sang des 2 protagonistes.

Méthode L’identification et la quantification de Uinsuline et de
ses analogues représentent toujours un défi dans le domaine de
la toxicologie médicolégale. Des tentatives d’homicide, des hypo-
glycémies induites dans le cadre du syndrome de trouble factice
(Miinchhausen by proxy) et des suicides ont été rapportés avec les
analogues synthétiques de l’insuline humaine. Nous décrivons le cas
d’une infirmiére de 48 ans qui tente de tuer sa fille de 10 ans en
lui injectant de U'insuline asparte. Par la suite, la mére appelle les
urgences et tente, dans la foulée, de se suicider en s’injectant la
méme hormone. Les deux sujets n’étaient pas diabétiques. Dans
leur appartement, deux seringues vides et un stylo d’insuline aspart
a action rapide FIASP FlexTouch (Novolog) ont été retrouvés. Les
seringues et le stylo ont été saisis et remis au laboratoire pour
en analyser le contenu. A U’arrivée a [’hdpital, la glycémie n’a été
mesurée que chez la mére (0,89 g/L). Des échantillons de sang ont
été prélevés sur U’enfant (Vacutainer a bouchon gris) et la mére
(Vacutainer a bouchon vert) par les services de secours, sur place,
et transférés au laboratoire pour analyse toxicologique large. Les
échantillons de sang (non centrifugés) ont été conservés a +4°C
jusqu’a l’analyse. La recherche de U'insuline dans les seringues et
le stylo a été réalisée apres rincage par acide acétique a 2 % et
analyse par LC-HRMS (Waters XEVO G2 Q-ToF). L’identification et
quantification de Uinsuline asparte a été effectuée dans le sang de
deux sujets apres précipitation en présence d’insuline bovine (éta-
lon interne) par un mélange d’acétonitrile/méthanol +1 % d’acide
formique, suivi d’une purification par passage sur cartouche SPE de
type OASIS MAX. La séparation chromatographique a été réalisée
sur une colonne CORTECS C18+ et la détection par spectrométrie
de masse sur UHPLC- MS/MS (Waters XEVO TQS micro) avec confir-
mation par LC-HRMS. La caractérisation de l'insuline asparte a été
réalisée en utilisant I’ion précurseur m/z 1165,9 (état de charge 5+)
et les ions fragments m/z 971,8, 660,8 et 219,2.

Résultats La recherche de lUinsuline dans les seringues et le
stylo par UPLC-HRMS a confirmé la présence d’insuline asparte.
Les analyses toxicologiques effectuées sur l’échantillon de sang de
la mére ont mis en évidence de ’éthanol (1,72g/L), du broma-
zépam (1,6 mg/L) et de la venlafaxine (265ng/mL). Chez l’enfant,
aucun xénobiotique n’a été identifié. Le dosage de ’insuline asparte
a donné une concentration de 2,4ng/mL chez Uenfant et de
5,7ng/mL chez la mére. Compte tenu du délai entre le moment
des prélévements de sang et la validation de la méthode analytique
(8 mois), les concentrations sanguines d’insuline au moment des
faits pouvaient étre plus importantes, d’autant que cette hormone
est connue pour son instabilité physicochimique.

Conclusion  L’insuline est ’une des molécules hypoglycémiantes
les plus prescrite. Bien que son usage dans la pratique clinique soit
destiné au traitement du diabete mellitus, son utilisation dans un
contexte médicojudiciaire a parfois été décrit. Le développement
d’une méthode analytique utilisant de la spectrométrie de masse a
haute résolution, a permis d’identifier l’insuline asparte et de la dis-
tinguer de Uinsuline humaine dans les deux échantillons biologiques
dans un contexte d’homicide, suivi par une tentative de suicide.
Déclaration de liens d’intéréts Les auteurs déclarent ne pas avoir
de liens d’intéréts.
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Objectifs  Proposer un protocole de prélévement et d’analyse des
insulines par LC-MS/HRMS dans le sang et dans 4 tissus pour inves-
tiguer les décés impliquant ’insuline humaine (IH) et ses analogues
(lispro, asparte, glulisine, glargine, détémir et dégludec).
Méthode  Deux méthodes d’analyse des insulines ont été dévelop-
pées et validées, ’une dédiée au dosage des insulines dans le sang,
’autre a leur détection dans le cortex rénal, le foie, le muscle et
le site d’injection (SI). La préparation des échantillons sanguins a
consisté en 3 étapes : une précipitation par une solution ACN/MeOH
(50:50 v/v) puis une concentration de ’échantillon par filtration
(3kDa), suivie d’une extraction par immunopurification a ’aide
d’anticorps anti-insuline (Mercodia Iso-Insulin-ELISA). Les tissus ont
été finement découpés et soumis aux ultrasons dans une solution
éthanolique acide (pH=3), préalablement a la phase de précipita-
tion. Les extraits ont été analysés par LC-MS/HRMS (phase inverse).
Les méthodes ont été appliquées dans 7 cas de décés impliquant au
moins une insuline.

Résultats  La limite de quantification (LDQ) de la méthode dédiée
au sang est de 1,0ng/mL pour IH, lispro, asparte, glulisine et
glargine, de 2,5ng/mL pour dégludec et de 10,0 ng/mL pour dété-
mir [1]. La limite de détection (LDD) de la méthode qualitative
dédiée aux tissus est de 25ng/g pour IH, lispro, asparte, gluli-
sine, glargine et son métabolite M1. Pour dégludec et détémir,
la LDD est de 50ng/g dans le cortex rénal et le SI et de 80ng/g
dans le foie et le muscle. L’application a 7 cas réels a permis
d’identifier au moins une insuline dans au moins un préléve-
ment pour chaque cas. Au moins une insuline a été détectée
dans le sang pour 5 cas. Concernant les victimes traitées, les
insulines suivantes ont été identifiées : insuline lispro dans le
cas n® 1 (sang périphérique (SP)=1,45ng/mL et sang cardiaque
[SC]<1,0ng/mL) ; IH (SP=15,2ng/mL ; SC=1,32ng/mL) et insu-
line asparte (SP=17,2ng/mL ; SC=3,62ng/mL) dans le cas n® 2 ;
et insuline asparte dans le cas n° 3 (SP<1,0ng/mL). Pour deux cas
de victimes non-diabétiques, de ’insuline asparte a été identifiée :
casn®4 (SP=96ng/mL; SC=75ng/mL) et casn®5 (SP=432ng/mL;
SC=6,98ng/mL). Concernant les matrices tissulaires, au moins une
insuline a été détectée dans 2 foies, 4 reins, 5 muscles et 3 SI. Au
total, les insulines détectées ont été IH, lispro, asparte, dégludec,
glargine et M1.

Conclusion  Les LDQ atteintes pour la technique de dosage dans
le sang permettent autant de mesurer une concentration thérapeu-
tique ou physiologique que de mettre en évidence un surdosage
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