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I .1. Le suivi thérapeutique pharmacologique 

 

On sait depuis longtemps qu’une même dose de médicament administrée à différents patients 

peut provoquer des effets pharmacologiques de nature et d’intensité très variables. Cette 

réponse inconstante peut dans certains cas entraîner une inefficacité thérapeutique et dans 

d’autres être responsable de manifestations indésirables.  

Ces manifestations indésirables ou cette inefficacité pharmacologique sont très souvent la 

conséquence d’une variabilité de la pharmacocinétique des médicaments – absorption, 

distribution, métabolisation et élimination – entraînant une modification de leur 

biodisponibilité. Il en résulte alors, chez certains patients, des différences significatives dans 

la quantité de médicaments se retrouvant au niveau des tissus cibles avec pour conséquence 

des effets pharmacologiques modifiés. La base du suivi thérapeutique pharmacologique 

repose sur le fait que l’on considère que la concentration du médicament dans le sang 

périphérique est en bonne corrélation avec la concentration au niveau des cibles cellulaires. 

Dès lors, une des activités importantes d’un laboratoire de Toxicologie clinique concerne le 

suivi thérapeutique pharmacologique, c'est-à-dire la mesure ex vivo de la concentration 

sanguine des médicaments. Ce paramètre, correctement interprété, constitue un outil 

indispensable à l’adaptation la plus optimale de la thérapie [1]. 

Sur l’ensemble des médicaments présents dans la pharmacopée, seulement une petite 

quarantaine font aujourd’hui l’objet d’un suivi thérapeutique pharmacologique régulier : 

- les antiépileptiques (acide valproïque, phénytoïne, carbamazépine, phénobarbital, 

lamotrigine, topiramate, vigabatrine…). 

Ces médicaments qui sont utilisés pour éviter la survenue des crises convulsives chez 

le malade épileptique présentent parfois une toxicité importante difficile à déceler 

cliniquement, ce qui explique que, depuis plusieurs années, on réalise le suivi 

thérapeutique pharmacologique des antiépileptiques ;  

- les antibiotiques (amikacine, gentamicine, vancomycine, teicoplanine,…). 

Le suivi thérapeutique pharmacologique des antibiotiques a longtemps été limité aux 

aminoglycosides et aux glycopeptides dont la néphrotoxicité est redoutée ; 

- les antirétroviraux  (saquinavir, ritonavir, didanosine, lamivudine, …). 

Le suivi thérapeutique pharmacologique fait partie des moyens dont on dispose pour 

rendre le plus optimal possible le traitement d’une pathologie restant encore 

aujourd’hui incurable ; 
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- les antifongiques (amphotéricine B, itraconazole, voriconazole, posaconazole,…). 

Même si l’index thérapeutique de ces médicaments est relativement large, leur suivi 

thérapeutique pharmacologique est intéressant puisqu’il permet de réduire le 

développement de résistances et aussi de diminuer le coût et la durée des 

traitements ; 

- les immunosuppresseurs (ciclosporine, tacrolimus, sirolimus, évérolimus, acide 

mycophénolique, …) ; 

- les médicaments du système cardiovasculaire (digoxine, amiodarone, 

disopyramide, propafénone, flécaïnide,…) ; 

- les psychotropes (amitriptyline, imipramine, clomipramine, désipramine, clozapine, 

lithium,  midazolam,…) ; 

- d’autres médicaments comme la théophylline, le méthotrexate, le 5-fluorouracil . 

 

Ainsi, selon les cas, le suivi thérapeutique pharmacologique a pour objectif de : 

 

1. permettre une adaptation posologique adéquate conduisant à une efficacité 

pharmacologique optimale 

Dans ce groupe, on trouve les médicaments pour lesquels il existe une importante 

variation interindividuelle de la biodisponibilité, qui peut être responsable dans 

certains cas d’une inefficacité thérapeutique. Les interactions médicamenteuses, dont 

les plus significatives affectent souvent le métabolisme, peuvent en effet entraîner 

des variations importantes de la concentration des médicaments dans le sang et au 

niveau de leur cible cellulaire, et en conséquence, conduire à une efficacité 

pharmacologique variable, parfois insuffisante. Le suivi thérapeutique 

pharmacologique est un outil indispensable pour objectiver ces variations et corriger 

éventuellement la posologie afin d’atteindre un effet pharmacologique optimal ; 

 

2. prévenir les manifestations indésirables apparaissant au cours de certains traitements 

A l’origine, début des années septante, le suivi thérapeutique pharmacologique avait 

pour principale raison la prévention de la toxicité des médicaments, parmi lesquels 

on trouvait les aminosides, les glycopeptides, mais également la digoxine. Cet 

objectif du suivi thérapeutique pharmacologique reste une priorité et le nombre de 

médicaments dont on contrôle la pharmacocinétique pour en prévenir la toxicité est 

de plus en plus vaste ; 
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3. permettre une réduction du coût des traitements 

Les soins de santé sont de plus en plus coûteux, mais le budget qui leurs est consacré 

n’est pas extensible indéfiniment. Depuis de nombreuses années, les restrictions 

budgétaires se multiplient. Il est dès lors tout à fait légitime que toute initiative 

permettant de réduire les dépenses soit bien reçue et notamment le suivi 

thérapeutique pharmacologique. 

 

Dans la mesure où le nombre de médicaments bénéficiant d’un suivi thérapeutique 

pharmacologique régulier était relativement restreint, on peut facilement comprendre l’intérêt 

d’en étendre la pratique à des classes pharmacologiques jusque là rarement concernées. On 

peut citer les antivitamines K, la méthadone, le bupropion, le GHB, les sulfamidés 

hypoglycémiants et les β-lactamines, pour lesquels le suivi thérapeutique pharmacologique 

permettra selon les cas d’atteindre une efficacité pharmacologique optimale, de prévenir les 

manifestations indésirables ou de réduire le coût du traitement.  
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I .2. Le suivi thérapeutique pharmacologique dont l’objectif est 

d’atteindre une efficacité pharmacologique optimale 

 

I .2.1. Les antivitamines K 

 

La vitamine K, sous forme réduite, agit comme cofacteur nécessaire à la carboxylation post-

transcriptionnelle de résidus glutamates de certaines protéines, parmi lesquelles on retrouve 

les facteurs de coagulation II, VII, IX et X (glycoprotéines possédant un résidu d’acide γ-

carboxyglutamique). Au cours de cette carboxylation, la vitamine K est oxydée. Elle sera à 

nouveau réduite au moyen de deux enzymes, l’époxyde réductase et la NADPH-quinone 

réductase, pour pouvoir à nouveau intervenir dans le processus de carboxylation [2]. La 

vitamine K joue donc un rôle prépondérant dans le processus de coagulation (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Description du mécanisme de la coagulation 
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(ménaquinone), qui est synthétisée par la flore intestinale (Figure 2) [3]. Une alimentation 

variée permet d’éviter les carences. Toutefois des déficits peuvent apparaître en cas de 

malabsorption intestinale ou au cours de traitements antibactériens de longue durée. Les 

nouveaux-nés, spécialement les prématurés, constituent également une population à risque de 

déficit en vitamine K en raison de la faible concentration de cette vitamine dans le lait 

maternel. Les principales indications thérapeutiques de la vitamine K (Konakion®) concernent  

la prévention et le traitement des carences, spécialement chez les nouveaux-nés, ainsi que la 

prise en charge du traitement des surdosages ou des intoxications aux antivitamines K [4; 5]. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Structure chimique de la vitamine K1  

 

La découverte fortuite des antivitamines K remonte aux années 1920 où on observa la mort 

d’un grand nombre de bovins par hémorragies cataclysmiques après avoir absorbé de la 

luzerne contaminée par des moisissures contenant de grandes quantités de substances à 

activité antivitamine K [6]. Ces produits à activité antivitamine K, d’abord utilisés comme 

raticides, ont été proposés dans les années 1950 comme agents antithrombotiques,  

spécialement dans la prophylaxie primaire et secondaire des maladies emboliques, la 

prévention des accidents vasculaires cérébraux et les récidives d’infarctus myocardique [7; 8].  

Dans le groupe des dérivés de l’hydroxycoumarine, la warfarine est la plus utilisée aux Etats-

Unis et Outre-Manche, alors que l’acénocoumarol et la phenprocoumone sont plus souvent 

prescrits en Europe (Figure 3).  

 

 

 

 

  

 

 
Figure 3 : Structures chimiques  de l’acénocoumarol, de la warfarine  

et de la phenprocoumone 
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L’activité pharmacologique de ces produits résulte d’une inhibition de synthèse des facteurs  

de coagulation vitamine K dépendants (Figure 4). En effet, seuls les facteurs de coagulation 

préalablement γ-carboxylés par l’intermédiaire de la vitamine K, peuvent, en présence d’ions 

calcium, subir un changement de leur conformation responsable de l’activation du facteur et 

de son activité biologique. Ces anticoagulants oraux inhibent l’époxyde réductase et la 

NADPH-quinone réductase, entraînant une déplétion de la forme réduite de la vitamine K, 

secondairement une diminution de la γ-carboxylation et un blocage indirect de la fonction des 

facteurs de coagulation [2]. Ainsi, ces anticoagulants oraux n’inhibent pas directement les 

facteurs de coagulation mais conduisent à la disparition des facteurs γ-carboxylés, ce qui 

explique le délai de deux à cinq jours nécessaire pour voir apparaître l’effet antithrombotique. 

Parmi les facteurs de coagulation, la prothrombine présente la plus longue demi-vie 

plasmatique, de l’ordre de 60 heures, ce qui explique la nécessité de faire coïncider  au moins 

pendant cinq jours le traitement héparinique, directement antithrombique, et le traitement par 

anticoagulant oral. La nature et la quantité des différentes coumarines n’influencent que très 

peu ce temps de latence, mais bien la durée et l’importance de l’action anticoagulante. La 

réversibilité de l’effet anticoagulant dépend du temps de demi-vie d’élimination des produits 

et de la rapidité avec laquelle de nouveaux facteurs vitamine K dépendants sont synthétisés de 

novo. Les antivitamines K exercent également un léger effet pro-coagulant, en inhibant la 

synthèse, vitamine K dépendante également, des facteurs de la contre régulation, à savoir les 

protéines C et S [9].  

Figure 4 : Mécanisme d’action des médicaments à activité antivitamine K  
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La manipulation de la warfarine, de l’acénocoumarol et de la phenprocoumone, médicaments 

à faible index thérapeutique, reste très délicate avec le risque de voir apparaître de graves 

hémorragies pouvant être mortelles. Ces trois médicaments sont caractérisés par une bonne 

biodisponibilité orale. Leur fort degré de liaison aux protéines plasmatiques (97 à 99 %) et 

leur métabolisme hépatique intensif par le cytochrome P450 2C9 justifient un important 

risque d’interactions médicamenteuses, notamment avec les fibrates, les sulfonylurées, la 

cimétidine, le phénobarbital, la carbamazépine, l’amiodarone.  Le statut génétique, modulant 

l’expression du cytochrome P450 2C9, peut également être un facteur d’influence [10]. 

Le suivi thérapeutique pharmacologique des antivitamines K est apprécié par la mesure de 

l’INR ou International Normalized Ratio. Ce paramètre calcule le rapport des temps de 

prothrombine du patient traité et d’un sujet témoin, normalisé au moyen d’un indice 

permettant de limiter les variations liées à l’activité des réactifs employés. Le risque 

d’hémorragie augmente de manière significative lorsque l’INR est supérieur à 3 [11].  

 

I .2.2. La méthadone 

 

La méthadone, opioïde dérivé d’une structure diphénylpropylamine, est un agoniste puissant 

des récepteurs µ [12]. Ces récepteurs aux opiacés, largement distribués dans le système 

nerveux central, modulent principalement l’action nociceptive, mais également l’humeur, les 

réponses au stress et le centre respiratoire bulbaire. Les effets pharmacologiques de la 

méthadone reproduisent partiellement ceux des encéphalines et des β endorphines, opioïdes 

peptidiques endogènes jouant le rôle d’antidouleurs naturels et de neurotransmetteurs du bien- 

être [13]. 

La méthadone fait partie de l’arsenal thérapeutique depuis le milieu des années quarante. 

Synthétisée à partir de la péthidine dans un laboratoire allemand en 1938 dans le but de 

remplacer la morphine, elle fut employée pour la première fois durant la seconde guerre 

mondiale comme analgésique [14]. Dès 1965, elle fut également reconnue efficace dans le 

traitement des dépendances à l’héroïne. Depuis lors, les deux principales indications de sa 

prescription restent inchangées, faisant de la méthadone un analgésique puissant utilisé pour 

le traitement des douleurs chroniques, mais également un agent mondialement utilisé dans la 

prise en charge des addictions aux opiacés (Figure 5) [15]. 
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Figure 5 : Structure chimique de la méthadone, de l’héroïne et de la morphine 

 

En effet, les multiples problèmes générés par la consommation accrue d’héroïne aux Etats-

Unis début des années soixante sont à l’origine de l’utilisation de la méthadone comme 

thérapie substitutive. Cette indication pour la méthadone est attribuée aux travaux de deux 

chercheurs américains, Dole et Nyswander [16; 17]. Ceux-ci furent les premiers à considérer 

l’héroïnomanie comme une pathologie responsable d’une déficience métabolique permanente 

du système nerveux central. Ce déséquilibre neurologique explique la nécessité d’une 

administration régulière d’opiacés pour contrebalancer les effets rapides du manque 

d’héroïne, caractérisé principalement par des crises de douleurs associées à un malaise 

physique, des sueurs profuses, de l’insomnie, de l’agitation et des angoisses. L’hypothèse 

retenue par Dole et son collaborateur consistait à administrer aux patients héroïnomanes de la 

méthadone, soit un opiacé à longue durée d’action, pour retarder l’apparition des symptômes 

liés au manque. Leurs travaux démontrèrent que la méthadone retardait l’apparition de ces 

symptômes d’au moins 24 heures, permettant une thérapie d’une seule prise par jour. La 

méthadone présentait de plus l’avantage de bloquer les effets euphoriques liés à la prise 

d’héroïne, décourageant l’usage et le désir de consommation du produit illicite [18; 19]. Plus 

de quarante-cinq ans après cette découverte, la méthadone occupe toujours la première place 

des thérapies de substitution aux opiacés [20].    

Cette thérapie substitutive permet également de diminuer de manière significative le risque de 

décès dans la population héroïnomane, et dans certains cas, de réinsérer socialement le sujet 

consommateur.  

Malheureusement, le traitement présente l’inconvénient majeur d’induire chez l’individu une 

autre dépendance, cette fois à la méthadone elle-même. Très souvent, le traitement substitutif 

doit ainsi être poursuivi pendant plusieurs années, parfois même durant toute la vie, au risque 

de voir le sujet anciennement héroïnomane retomber dans l’usage de drogues illicites [21]. Le 

sevrage définitif à la méthadone est donc rarement rencontré et n’est certainement plus 
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l’objectif premier du traitement substitutif. Le but de la substitution peut dans certains cas se 

résumer à écarter autant que possible le toxicomane des drogues dures, dans d’autres, 

seulement à limiter sa consommation d’héroïne. L’échec du traitement substitutif, avec 

consommation d’héroïne, peut cependant également être causé par des doses insuffisantes de 

méthadone, ne permettant pas de contrôler suffisamment les symptômes liés au sevrage. Les 

doses préconisées pour l’initiation au traitement à la méthadone sont de 20 à 30 mg les 

premiers jours, lentement augmentées jusqu’à des posologies de 80, 100, voire 120 mg par 

jour en prise orale, sous forme de gélules ou de sirop [22]. Ces doses, pourtant généralement 

jugées satisfaisantes pour contrôler les symptômes dus au manque, ne tiennent 

malheureusement pas compte des caractéristiques pharmacocinétiques particulières et 

changeantes de la méthadone. L’objectif thérapeutique devrait plutôt être exprimé en termes 

de concentration plasmatique : la saturation des récepteurs est acquise pour une 

méthadonémie de l’ordre de 400 ng/mL [23]. 

La méthadone est caractérisée par une biodisponibilité orale proche de 80%, un degré de 

liaison aux protéines plasmatiques, majoritairement à l’α-1-glycoprotéine acide, de l’ordre de 

86% et un large volume de distribution, variant de 1,7 à 9,2 L/kg selon les sujets [24]. La 

méthadone est principalement métabolisée par N-déméthylation pour donner une structure 

cyclique, le 2-éthylidène-1,5-diméthyl-3,3-diphénylpyrrolidine (EDDP), à son tour N-

déméthylé pour produire le 2-éthyl-5-méthyl-3,3-diphénylpyrrolidine (EMDP), métabolite 

cependant largement minoritaire [25]. Le méthadol, autre métabolite également très 

minoritaire, est formé par réduction de la méthadone (Figure 6). Ces trois métabolites ne 

présentent pas d’activité pharmacologique [25]. La principale enzyme impliquée dans cette N-

déméthylation est le cytochrome P450 3A4, et dans une moindre mesure les cytochromes 

2B6, 2C8, 2C9, 2C19 et 2D6. La méthadone présente une élimination variable et biphasique, 

avec une phase d’élimination α de l’ordre de 8 à 12 heures et une phase d’élimination β de 30 

à 60 heures.  Le produit et les métabolites se retrouvent majoritairement dans les fèces et dans 

une moindre mesure, dans les urines. 
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Figure 6 : Métabolisme de la méthadone  

 

Bien que des interactions soient possibles au niveau des différents processus 

pharmacocinétiques (absorption, distribution, métabolisation et élimination), la 

métabolisation, et plus particulièrement l’implication du cytochrome P450 3A4, sont 

responsables de la majorité des variations interindividuelles observées avec la méthadone 

[26]. Il a en effet été démontré que l’activité de ce cytochrome peut varier selon les individus 

d’un facteur 1 à 30 dans le foie et d’un facteur 1 à 11 dans les intestins [24]. De plus, le 

CYP450 3A4 peut être induit, mais également inhibé, de manière très significative par de 

nombreux médicaments [23]. Parmi  les inducteurs, on peut noter les traitements antiviraux 

très fréquemment prescrits dans cette population à risque et qui peuvent alors expliquer 

l’inefficacité des traitements substitutifs en cas de métabolisme excessif, même si la 

compliance des patients est excellente. Par contre, les agents inhibiteurs, tels que le 

fluconazole, l’itraconazole,  la clarithromycine,  ou encore le vérapamil, peuvent à l’inverse 

être tenus responsables d’augmentations significatives des taux de méthadone, majorant le 

risque de survenue d’une dépression respiratoire [24- 27].    

Plusieurs auteurs ont proposé le suivi thérapeutique pharmacologique de la méthadone dans le 

cas où les symptômes du manque ne sont pas contrôlés malgré l’apparente compliance au 

traitement du patient. Un suivi thérapeutique régulier, en tout cas dans les premiers mois du 

traitement substitutif, pourrait sans nul doute améliorer l’efficacité de la prise en charge des 

héroïnomanes. 
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I .3. Le suivi thérapeutique pharmacologique dont l’objectif est d’éviter 

la toxicité des traitements 

 

I .3.1. Le bupropion 

 

Le bupropion est une aminocétone actuellement utilisée comme antidépresseur et produit de 

substitution de la dépendance tabagique. Ce médicament fut approuvé pour la première fois  

en 1985 par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement de la dépression [28].  

Cependant, en raison du nombre important de convulsions, observées principalement chez des 

sujets présentant des antécédents de traumatismes crâniens ou des foyers épileptiques, le 

bupropion fut retiré de la Pharmacopée Internationale un an plus tard. Des études 

complémentaires montrèrent cependant qu’à posologie réduite, le risque convulsif était 

similaire à celui des autres antidépresseurs [28; 29]. Le produit fut alors réintroduit aux Etats-

Unis en 1989 avec une attention particulière pour les sujets souffrant de troubles alimentaires 

et d’épilepsies. En 1997, la FDA autorisa le bupropion pour le traitement de la dépendance au 

tabac [29]. Et ce n’est qu’en 2007, que le produit fut de nouveau prescrit en Europe sous le 

nom de Wellbutrin® comme agent antidépresseur. 

Le bupropion se caractérise par une structure monocyclique, très différente de celle des autres 

agents antidépresseurs, majoritairement tricycliques et tétracycliques. Sa structure chimique 

présente néanmoins beaucoup de similitudes avec celles de l’amphétamine et du 

diéthylpropion, tous deux connus pour leurs propriétés anorexigènes (Figure 7). Ses effets 

thérapeutiques sont comparables à ceux des antidépresseurs classiques. Le bupropion agit par 

inhibition de la recapture dopaminergique et noradrénergique. Par ailleurs, dans le sevrage 

tabagique, le bupropion n’est pas un véritable agent de substitution de la nicotine. Il augmente 

la quantité de dopamine dans les noyaux accumbens, pour lutter contre l’effondrement qui 

succède à quelques heures d’abstinence tabagique [30; 31]. 

                 

 

 

 

 
Figure 7 : Structure chimique du bupropion, de l’amphétamine et du diéthylpropion 
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Les posologies de bupropion, prescrit comme agent antidépresseur ou support au sevrage 

tabagique, sont de l’ordre de 300 mg par jour, sous forme de comprimés de 75 ou 100 mg, ou 

sous  forme de comprimés à libération prolongée dosés à 300 mg. Ces posologies conduisent 

à des concentrations thérapeutiques de bupropion comprises entre 25 et 100 µg/L [32]. 

 

Le bupropion subit un métabolisme hépatique extrêmement important. Trois métabolites 

pharmacologiquement actifs sont formés : l’hydroxybupropion (HB), via une t-

butylhydroxylation avec formation d’un anneau morphinol, et deux isomères, le 

thréohydrobupropion (TB) et l’érythrohydrobupropion (EB), via des réductions du groupe 

carbonyle (Figure 8) [33]. Les modèles animaux suggèrent que l’activité de 

l’hydroxybupropion et des deux isomères représente respectivement 50% et 20% de celle du 

bupropion [34]. Les demi-vies d’élimination de ces composés sont relativement différentes : 8 

heures pour le bupropion (retrouvé en très faible quantité (0,5%) sous forme inchangée dans 

les urines) et de 19 à 35 heures pour les métabolites [34; 35].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Métabolisme du bupropion  

 

Après quelques années d’emploi du bupropion comme antidépresseur ou comme aide 

thérapeutique au sevrage tabagique, plusieurs publications font état d’intoxications sévères 

associant de la tachycardie sinusale, de l’hypertension, de l’agitation, des hallucinations, des 

myoclonies, des convulsions, ces effets étant d’autant plus marqués avec les formes à 

libération prolongée [36; 37]. Le suivi thérapeutique pharmacologique du bupropion a ainsi 

Hydroxylation 
CYP2B6 

Réduction 

Bupropion (BUP) 
MM = 239 

Hydroxybupropion 
(HB) 

MM = 255 

Thréohydrobupropion 
(TB) 

MM = 241 

Erythrohydrobupropion 
(EB) 

MM = 241 



 14 

pour objectif majeur de vérifier les concentrations plasmatiques du médicament afin d’en 

éviter la toxicité. 

 

I .3.2. Le GHB 

 

Le GHB (acide 4-hydroxybutanoïque), molécule à courte chaîne d’acide gras, est un 

précurseur du principal neurotransmetteur inhibiteur, le GABA, présent de manière naturelle 

dans le cerveau des mammifères. Il agit comme agoniste partiel au niveau du récepteur 

GABAB et se lie avec une forte affinité à son récepteur spécifique couplé aux protéines G 

présent en forte concentration dans l’hippocampe, le septum et le cortex [38]. Sa 

consommation entraîne de plus une importante libération de dopamine au niveau central.  

Le GHB (Ecstasy liquide, Liquid X, Liquid E, Georgia Home Boy, Gamma-oh, Easy lady) fut 

isolé en 1874 et synthétisé pour la première fois en 1961 par Laborit [39]. Début des années 

soixante, il fut utilisé comme agent anesthésiant et comme adjuvant dans le traitement des 

dépendances aux opiacés et à l’alcool. Dès 1980, le produit fut cependant de plus en plus 

utilisé par voie détournée comme agent dopant, principalement par les culturistes, de par ses 

effets de relargage de l’hormone de croissance, et par la suite, dans les dancings pour ses 

propriétés euphorisantes [40-41]. Au début des années nonante, des faits divers impliquant le 

GHB dans des cas de soumission chimique ont commencé à faire la une des médias. C’est en 

raison de ces abus que le sel de l’acide 4 hydroxybutanoïque fut soumis à la législation sur les 

stupéfiants en France à partir du 5 mai 1999 et contrôlé dans la plupart des pays européens 

dès mars 2001, date à laquelle les Nations-Unies placèrent le GHB sous contrôle [42; 43]. En 

2002, les autorités sanitaires françaises ne lui accordaient plus que trois indications 

thérapeutiques, à savoir adjuvant anesthésique en chirurgie et obstétrique, agent sédatif en 

neurotraumatologie et traitement de la catalepsie [44]. Différentes spécialités 

pharmaceutiques à base de GHB sont actuellement commercialisées (Xyrem®, Alcover®, 

Gamma-OH®). 

Le GHB présente une bonne biodisponibilité par voie orale. Les concentrations maximales 

dans le sang, de l’ordre de 125 mg/L pour une dose de 60 mg/kg, sont généralement atteintes 

20 minutes après l’ingestion [45]. Le produit est presque entièrement métabolisé par la GHB 

déshydrogénase (GHB-DH) en succinate semialdéhyde, à son tour métabolisée par la 

succinate semialdéhyde déshydrogénase (SSA-DH) en acide succinique, transformé via le 

cycle de Krebs en dioxyde de carbone et en eau (Figure 9) [44]. Le GHB ne possède ainsi 
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aucun métabolite d’oxydation spécifique. Suite à une probable limitation de la dégradation 

enzymatique, le temps de demi-vie plasmatique du produit est dose dépendante. Par voie 

intraveineuse, il est de 40 minutes pour des doses de 60 mg/kg, et par voie orale de 20 à 25 

minutes pour des doses de 12,5 à 50 mg/kg [46]. C’est cette élimination rapide sous forme de 

gaz carbonique et d’eau qui explique sa faible toxicité et sa courte durée d’action. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Métabolisme du GHB  

 

Malgré une variabilité intra et interindividuelle significative et un faible index thérapeutique, 

les effets du GHB semblent être dose dépendants : des quantités de 10 mg/kg engendrent une 

augmentation de la confiance en soi, de l’euphorie, de la relaxation, un effet anxiolytique et 

parfois de l’amnésie, des doses de 20 à 30 mg/kg induisent un état léthargique et le sommeil, 

alors que des doses supérieures à 50 mg/kg produisent de véritables anesthésies [47]. La 

posologie usuelle en anesthésiologie varie d’ailleurs de 60 mg/kg chez l’adulte à 100 mg/kg 

chez l’enfant. A ces doses, le GHB induit hypnose et hypotonie, mais n’a pas d’effet 

analgésique ou myorelaxant [46]. 

Suite aux modifications législatives relatives à la possession et au commerce de GHB, l’usage 

détourné de deux précurseurs du GHB, à savoir la gamma-butyrolactone (GBL) et le 1,4 

butanediol (1,4BD), a fortement augmenté [48]. La GBL peut être retrouvée dans des produits 

commercialisés tels que vernis à ongles, pesticides, produits nettoyants, et toute une série de 
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solvants industriels, alors que le 1,4 BD est utilisé comme produit de synthèse dans la 

confection de résines, de polyuréthanes et de GBL. En suivant quelques instructions, la GBL 

peut être aisément transformée en GHB par réaction chimique, et est vendue de la sorte 

comme précurseur « légalement autorisé » du GHB.  

Après ingestion, la GBL et le 1,4 BD se comportent comme de véritables prodrogues et sont 

métabolisés en GHB par différents mécanismes [49-51] : la GBL en une étape sous 

l’influence d’une lactonase sérique, le 1,4 BD en deux étapes grâce à une alcool 

déshydrogénase d’une part, qui le convertit d’abord en gamma-hydroxybutyraldéhyde, et 

ensuite grâce à une aldéhyde déshydrogénase, pour l’obtention du GHB (Figure 9).  Comme 

le GHB, ces deux substances sont des drogues d’abus, mais leurs effets sont quelques peu 

différents. Leur administration entraîne des concentrations plus importantes de GHB en un 

laps de temps plus court qu’en cas d’absorption directe de GHB. Plusieurs recherches 

effectuées chez l’animal confirment que la prise de GBL conduit à des concentrations 

maximales de GHB plus élevées, un effet plus rapide et de plus longue durée, par 

comparaison avec une prise équimolaire de GHB [52]. Ce constat peut également expliquer la 

toxicité plus importante des overdoses à la GBL. Quant au 1,4 BD, sa consommation avec de 

l’alcool peut entraîner une inhibition de son métabolisme et ainsi induire une toxicité retardée. 

Ces substances ne sont cependant pas considérées comme des produits narcotiques 

stupéfiants.  

En Toxicologie judiciaire, la recherche de GHB dans les prélèvements biologiques a pour but 

d’établir la réalité d’une soumission chimique. Cependant, la demi-vie brève du produit 

complique la tâche de l’expert et même en cas de prise d’une dose élevée de GHB (60 mg/kg 

per os), la soumission chimique ne peut être établie au-delà de 5 heures dans le sang et de 10 

heures dans les urines [53]. La confirmation de la consommation peut cependant se faire à 

distance des faits par l’analyse des cheveux [54]. 

En Toxicologie clinique, bien que la toxicité du GHB soit faible, des décès ont été rapportés 

après usage du produit, avec ou sans co-médication [55]. Le mécanisme prépondérant 

expliquant le décès est la dépression respiratoire induite par inhibition du système nerveux 

central [55; 56]. Il apparaît donc utile de disposer au laboratoire d’une technique analytique 

adaptée à la fois au dosage du GHB dans le sang lors de son utilisation en clinique et à sa 

recherche et sa quantification dans des prélèvements récoltés dans des affaires de Toxicologie 

judiciaire.  
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I .3.3. Les sulfamidés hypoglycémiants 

 
La mise en évidence de l’effet hypoglycémiant des sulfamidés remonte à plusieurs décennies 

(1942), lorsque plusieurs accidents hypoglycémiques sévères furent observés après 

administration d’un sulfamidé à propriété antibactérienne chez des patients atteints de fièvre 

typhoïde [57]. Les travaux d’Auguste Loubatières confirmèrent dans les années qui suivirent 

que certains sulfamidés présentaient en effet un tropisme particulier pour les cellules 

insulinosécrétrices des îlots de Langerhans, entraînant une libération accrue d’insuline 

endogène [58]. Malgré cette découverte très prometteuse, il fallut attendre 1956 pour voir la 

commercialisation de la première sulfonylurée, à savoir le tolbutamide, comme agent 

antidiabétique [59]. Ce nouveau médicament constituait à l’époque la seule alternative aux 

injections d’insuline pour les patients diabétiques non insulinodépendants. Depuis lors, et ce 

malgré la commercialisation de nombreux autres hypoglycémiants, les sulfonylurées occupent 

toujours une place de choix dans la prise en charge des traitements du diabète de type 2 [60]. 

Les molécules dites de première génération regroupaient, outre le tolbutamide, le 

carbutamide, le chlorpropamide, le tolazamide et l’acétohexamide. Ces produits étaient tous 

des arylsulfonylurées substituées à la fois sur le benzène et sur l’urée (Figure 10).  

 

 

                

 

 

 

 

 

 

                                         

 

 

 

 

Figure 10 : Structures chimiques des sulfamidés de 1ère génération  

(1. Tolbutamide – 2. Carbutamide – 3. Chlorpropamide – 4. Tolazamide – 5 Acétohexamide) 
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Le premier sulfamidé hypoglycémiant de deuxième génération, à savoir le glibenclamide, fut 

commercialisé dix ans plus tard [61]. Sa formule chimique était également une 

arylsulfonylurée, porteuse cependant de structure aliphatique et de cycles hydrophobes à ses 

deux extrémités (Figure 11). Ces quelques modifications apportées à la structure des 

sulfamidés jusqu’alors commercialisés, entraînaient d’importants changements 

pharmacologiques, faisant du glibenclamide un hypoglycémiant extrêmement puissant, 

puisque actif à des posologies 100 fois plus faibles que les produits précédemment cités [59; 

60]. D’autres sulfamidés de deuxième génération allaient alors rapidement envahir le marché 

mondial, parmi lesquels on peut citer le gliclazide, le glipizide et la gliquidone, et supplanter 

les molécules de première génération [59]. Le glimépiridine, dernier sulfamidé 

hypoglycémiant à avoir été commercialisé, est parfois considéré comme le premier agent de 

troisième génération [62].   

 

 

          

 

 

 

 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Structures chimiques des sulfamidés de 2ème  génération 

(1. Glibenclamide – 2. Gliclazide – 3. Glipizide – 4. Gliquidone – 5. Glimépiride) 
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L’indication principale de la prescription des sulfonylurées reste avant tout le diabète de type 

2, après échec des premières mesures thérapeutiques, à savoir les règles hygiéno-diététiques et 

la prise de biguanides [60]. Elles sont rarement utilisées en monothérapie, mais plutôt en 

association avec d’autres antidiabétiques oraux, selon l’évolution et la sévérité de la maladie 

diabétique. L’association avec de l’insuline est également envisagée lorsqu’une 

insulinosécrétion résiduelle significative persiste, susceptible d’être stimulée par l’action du 

sulfamidé. L’explication du mécanisme d’action des sulfonylurées comprend une fermeture 

des canaux potassiques ATP-sensibles, provoquant une dépolarisation de la membrane des 

cellules β qui se traduit par une activation des canaux calciques voltage dépendants. 

L’exocytose des granules d’insuline survient alors suite aux modifications des concentrations 

calciques intracytoplasmiques engendrées [63].  

Ces sulfonylurées présentent toutes une excellente résorption par voie orale, sont pour la 

plupart fortement métabolisées par le foie avec formation de métabolites actifs, et éliminées 

par voie rénale en proportions variables. Elles présentent de plus la particularité d’être 

fortement liées aux protéines plasmatiques, pouvant ainsi être responsables d’interactions non 

désirées lors d’associations médicamenteuses (anticoagulants coumariniques, fibrates, …) 

[64]. Un temps de demi-vie important couplé à une relative longue durée d’action de ces 

médications peut être bénéfique pour réguler la glycémie et favoriser la compliance des 

patients, mais est également susceptible de majorer et de prolonger une hypoglycémie en cas 

de surdosage. Cette hypoglycémie est d’ailleurs le principal frein à l’augmentation des 

posologies dans le cas où les objectifs thérapeutiques ne sont pas atteints [65; 66].  

Le suivi thérapeutique pharmacologique des sulfonylurées a une place très limitée dans la 

prise en charge des traitements hypoglycémiants. En effet, l’efficacité des thérapies 

antidiabétiques est évaluée par la mesure de l’hémoglobine glyquée, paramètre biologique 

reflétant la glycémie moyenne au cours des 60 derniers jours [67]. Sa valeur chez le sujet non 

diabétique se situe entre 4 et 6 % de l’hémoglobine totale, et des taux inférieurs à 7% (voire 

6,5%) constituent un objectif thérapeutique à atteindre pour le sujet diabétique non insulino-

dépendant [67; 68]. Cependant, comme c’est le cas pour tout traitement chronique susceptible 

d’être suivi par le patient de manière inappropriée, la recherche des sulfonylurées dans le sang 

peut être un moyen adéquat de vérifier la compliance du sujet au traitement lorsque ce dernier 

est jugé mal équilibré. La détermination exacte de la concentration du sulfamidé dans le sang 

peut également s’avérer une démarche intéressante pour évaluer l’influence d’une 

insuffisance hépatique ou rénale en cas de survenue d’épisodes d’hypoglycémies à répétition. 
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Cependant, la principale raison motivant une recherche ou un dosage sanguin de 

sulfonylurées est l’exploration d’une hypoglycémie d’origine indéterminée [69]. Ces 

molécules peuvent en effet être la cause d’hypoglycémies sévères, pouvant se prolonger 

durant plusieurs jours. Contrairement aux hypoglycémies générées par l’injection d’insuline, 

la prise de sulfonylurées engendre une élévation des taux d’insuline couplée à une 

augmentation équimolaire des taux de C-peptide [70]. Un taux élevé de C peptide lors d’un 

épisode d’hypoglycémie permet en effet d’exclure une prise d’insuline exogène et est le 

témoin d’une sécrétion non contrôlée d’insuline endogène. Cette situation se rencontre 

également dans le décours d’une pathologie endocrine relativement rare, l’insulinome [71; 

72]. Cette pathologie se traduit par une tumeur β-langerhansienne, habituellement bénigne, 

générant une sécrétion d’insuline ectopique et non contrôlée, en totale indépendance avec la 

glycémie du sujet [73].  
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I .4. Le suivi thérapeutique pharmacologique dont l’objectif est de réduire 

les coûts des traitements 

 

 Les β-lactamines 

 

La découverte de la pénicilline en 1928 par Alexandre Fleming compte parmi les progrès 

thérapeutiques majeurs du vingtième siècle [74]. Les infections bactériennes sont en effet 

extrêmement courantes et sont à l’origine d’une mortalité et d’une morbidité très 

significatives. Après la découverte de cette molécule, beaucoup d’autres agents 

(céphalosporines, tétracyclines, aminoglycosides) sont apparus sur le marché. Quatre-vingts 

années plus tard, les β-lactamines comptent toujours parmi les antibiotiques les plus 

fréquemment utilisés (Figure 12).   

 

 

 

 

Figure 12 : Structure chimique du noyau β-lactame 

 

Le suivi thérapeutique pharmacologique des antibiotiques a longtemps eu pour seul objectif la 

réduction de la toxicité iatrogène de quelques molécules, dont les plus connues font partie de 

la famille des aminoglycosides et des glycopeptides. Cette approche avait le mérite en effet de 

réduire de manière très significative la néphrotoxicité et l’ototoxicité de ces agents, sans se 

soucier cependant de l’efficacité et des coûts des thérapies entreprises [75; 76]. Après une 

quarantaine d’années de succès thérapeutiques faciles, l’émergence de souches bactériennes 

de plus en plus résistantes (Methicillin Resistant Staphylococcus Aureus, Pneumocoques 

Pénicilline  Résistants, …), combinée à des échecs thérapeutiques difficilement prévisibles, a 

poussé les infectiologues à prendre conscience des risques d’une antibiothérapie mal adaptée. 

De plus, l’application de thérapies de plus en plus agressives en médecine ambulatoire, tels 

que les traitements administrés aux patients cancéreux ou transplantés, ainsi que la survenue 

de pathologies réduisant les défenses immunitaires comme par exemple le SIDA, ont de 

surcroît encore compliqué le traitement des infections sévères rencontrées chez de tels 

patients dans la mesure où leurs propres défenses étaient déjà fortement réduites. Un dernier 

fait marquant la complexité de la lutte contre les infections sévères est l’étroitesse de l’arsenal 
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thérapeutique antibactérien disponible, majoré par une pause très marquée dans l’innovation 

pharmaceutique dans ce secteur, où la découverte de nouvelles molécules présentant un 

mécanisme d’action original fait cruellement défaut. Toutes ces raisons ont nécessité 

l’instauration d’une rationalisation des modèles de prescription des antibiotiques dans le but 

d’améliorer les taux de guérison et de réduire le coût des traitements, tout en conservant 

l’efficacité de l’arsenal thérapeutique [77]. Les stratégies appliquées pour l’optimalisation de 

l’antibiothérapie consistent à prendre en compte les caractéristiques du malade (état 

physiopathologique, statut immunitaire, évolution clinique, …), des bactéries (nature et 

sensibilité des germes, localisation anatomique, …) et des antibiotiques administrés 

(mécanismes de l’activité antimicrobienne, efficacité, contre indications, …) [78-80]. Les 

modèles d’administration, en s’adaptant aux modes d’action des médicaments, sont également 

des facteurs supplémentaires pris en compte dans l’optimalisation des traitements [81; 82]. 

Ainsi, l’administration de doses journalières uniques d’antibiotiques à bactéricidie 

concentration dépendante (ex : aminosides), de même que l’administration par perfusion 

continue d’antibiotiques à bactéricidie temps dépendante (ex : les β-lactamines) constituent 

une approche de plus en plus utilisée. L’optimalisation des schémas posologiques à partir des 

paramètres pharmacodynamiques et pharmacocinétiques a d’ailleurs dans un premier temps 

été validée sur des modèles animaux, puis sur l’Homme, et a montré qu’une réduction 

significative des coûts de traitement pouvait être dégagée [83].  

Un suivi thérapeutique pharmacologique isolé de tout contexte clinique ou bactériologique est 

désormais unanimement considéré comme très peu informatif voire inefficace. 

L’optimalisation anti-infectieuse exige en effet plus que la simple détermination d’un 

intervalle de concentrations considérées comme efficaces. Cependant, en y intégrant toutes les 

données précitées, le suivi thérapeutique pharmacologique des antibiotiques a désormais toute 

sa place dans la prise en charge des infections sévères, et ce pour l’ensemble des 

antibiotiques, qu’ils soient connus comme médicaments à index thérapeutique étroit ou large. 

La complexité des relations doses – concentrations – effets cliniques, intégrant les profils 

pharmacocinétiques et l’activité bactériologique, explique en effet que le suivi thérapeutique 

pharmacologique peut s’appliquer pour une grande majorité des agents antibiotiques. Il 

permet, au moyen de quelques prises de sang, de décrire des modèles pharmacocinétiques 

prédictifs à appliquer pour optimiser l’antibiothérapie, permettant de limiter au maximum les 

quantités d’antibiotiques à utiliser, et ce, de manière adaptée à chaque patient. Cette démarche 

permet de plus de garantir un meilleur rapport bénéfice / risque, en limitant l’administration 
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de thérapies inappropriées et non réfléchies, et en sélectionnant le plus rapidement possible un 

traitement adapté au patient, limitant d’autant plus les dépenses thérapeutiques [77]. 

Les β-lactamines occupent une place importante dans la prise en charge des infections 

sévères. Ce sont des antibiotiques temps dépendants, ce qui implique que leur activité est 

directement corrélée avec le temps durant lequel leur concentration plasmatique reste 

supérieure à la concentration minimale inhibitrice (CMI) des germes responsables de 

l’infection [84; 85]. Plusieurs études, réalisées aussi bien chez l’animal que chez l’Homme, 

ont mis en évidence une efficacité thérapeutique optimale lorsque la concentration 

plasmatique à l’équilibre atteint 4 à 5 fois la CMI [86-88]. Etant donné que de telles 

concentrations ne peuvent être atteintes que par le biais de perfusions continues, ce mode 

d’administration s’est généralisé pour les patients sévèrement infectés.  

 

On distingue quatre sous-classes de β-lactamines: les pénicillines, les céphalosporines, les 

carbapénèmes et les monobactames. 

 

1. Les pénicillines        

Elles sont constituées d’un noyau β-lactame accolé à un noyau soufré thiazolidine à cinq 

sommets (Figure 13) [89-91]. 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Structure chimique des pénicillines 

                                                                                             

Il en existe quatre catégories :  

- les pénicillines standards : la pénicilline V et la pénicilline G ; 

- les antistaphylococciques (spectre étroit mais résistance aux pénicillinases) : 

oxacilline, cloxacilline et flucloxacilline ; 

- les aminopénicillines : l’ampicilline et l’amoxicilline ;  

- les antipseudomonas : on en distingue deux sous-groupes, les carboxypénicillines, à 

savoir la témocilline et la ticarcilline, et les uréidopénicillines, dont la principale est la 

pipéracilline. 
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2. Les céphalosporines         

Leur structure chimique est constituée par un noyau β-lactame accolé à un noyau 

dihydrothiazine soufré à six sommets (Figure 14) [89; 90; 92].                       

 

 

 

 

 

Figure 14 : Structure chimique des céphalosporines 

 

Presque toutes résistantes aux β-lactamases, on les classe généralement en quatre générations 

selon leur spectre d’activité vis-à-vis des germes aérobies à Gram négatifs. Le spectre 

s’élargit lorsque l’on passe de la première à la quatrième génération, contrairement à l’activité 

antistaphylococcique, qui, elle, décroît. 

 

- Céphalosporines de première génération : céfadroxil, céfalexine, céfatrizine, céfazoline 

et céfafradine. 

Les céphalosporines de première génération sont actives contre les streptocoques, les 

staphylocoques et la plupart des Escherichia coli, Proteus mirabilis et Klebsiella 

pneumonae. Elles sont efficaces dans les infections de la peau et des tissus mous et 

employées à titre prophylactique pour les suites d’interventions chirurgicales.  

 

- Céphalosporines de deuxième génération : céfaclor, céfamandole, céfuroxime. 

Elles sont couramment employées dans le traitement empirique des infections 

extrahospitalières de l’arbre respiratoire et toute une variété d’infections pédiatriques, à 

l’exception de la méningite, en raison de leur très faible passage dans le liquide 

céphalorachidien. 

 

- Céphalosporines de troisième génération : céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone. 

Une importante propriété de ces antibiotiques est qu’ils atteignent dans le LCR des 

concentrations bactéricides contre les entérobactéries et les trois principaux agents 

méningés, S. pneumoniae, N. meningitidis et H. influenzae. Ils sont utiles, souvent en 

bithérapie associés à des aminosides, contre les infections nosocomiales graves, telles que 

la pneumonie à Pseudomonas aeruginosa.  
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- Céphalosporines de quatrième génération : céfépime. 

Ce seul représentant de la dernière génération présente une meilleure résistance aux 

différentes β -lactamases que l’ensemble des céphalosporines de troisième génération. 

 

3. Les carbapénèmes 

Ils comprennent un noyau β-lactame fusionné avec un noyau pénème à cinq sommets    

(Figure 15) [89; 90; 93].  

 

         

 

 

 

Figure 15 : Structure chimique des carbapénèmes 

 

Les deux principaux représentants de la classe sont l’imipénème et le méropénème. Ils sont 

tous les deux particulièrement indiqués pour traiter des infections résistantes aux autres 

antibiotiques. Leur très large spectre d’activité permet de les employer dans le traitement des 

infections polymicrobiennes, en remplacement de l’administration de deux ou plusieurs 

antibiotiques.  

 

4. Les monobactames  

Leur seul représentant est l’aztréonam. Il comprend un seul noyau β-lactame auquel est 

attaché un radical sulfoné (Figure 16) [89 ;90 ; 94].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Structure chimique de l’aztréonam 
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Ce produit est de moins en mois utilisé, notamment parce que malgré son activité intéressante 

sur les bacilles à Gram négatif, il n’exerce aucune activité sur les bactéries à Gram positif.  
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II. B UT DU TRAVAIL 
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L’objectif principal de ce travail est de démontrer l’intérêt du suivi thérapeutique 

pharmacologique appliqué à quelques médicaments ou classes pharmaceutiques 

habituellement non contrôlés.   

Le suivi thérapeutique pharmacologique repose sur la mesure de la concentration sanguine 

d’un médicament administré à un patient dans le but d’adapter individuellement la posologie. 

Les deux principales justifications habituellement retenues pour le suivi thérapeutique 

pharmacologique sont d’une part la diminution du taux d’échecs thérapeutiques, liés à une 

mauvaise observance ou à l’emploi d’une posologie insuffisante, et d’autre part la réduction 

de la fréquence des manifestations indésirables et/ou toxiques des médicaments, plutôt 

associés à une posologie excessive. La liste des médicaments faisant en pratique l’objet de 

cette démarche est cependant restreinte à une quarantaine de substances, en raison 

principalement des différents critères qui justifient l’obtention d’une intervention des soins de 

santé, à savoir :  

o l’existence d’une corrélation entre la concentration plasmatique et les effets 

pharmacodynamiques ; 

o une zone thérapeutique étroite ; 

o une variabilité pharmacocinétique interindividuelle importante ;  

o l’absence d’autres marqueurs permettant d’évaluer l’effet thérapeutique. 

 

 

Le but de ce travail est de convaincre les Cliniciens des avantages d’un élargissement de cette 

liste conventionnelle à d’autres molécules, en leur présentant une multitude d’autres 

indications pour le suivi thérapeutique pharmacologique, comme la réduction du coût des 

thérapies antibactériennes par β-lactamines, l’aide au diagnostic d’une résistance ou d’une 

hypersensibilité aux anticoagulants oraux, l’évaluation des thérapies substitutives par la 

méthadone, la vérification de la compliance au traitement par sulfonylurées, ou encore la 

réduction de la toxicité des traitements à base de bupropion et de GHB. Pour répondre à cet 

objectif, il était nécessaire de développer et de valider plusieurs techniques qui sont en 

parfaite adéquation avec les besoins du suivi thérapeutique pharmacologique. 
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Le suivi thérapeutique pharmacologique ne peut se concevoir que si l’on utilise des 

techniques analytiques fiables, vérifiées au moyen de dossiers de validation. Ces conditions 

sont en effet indispensables pour assurer l’exactitude et la précision des résultats et permettre 

ensuite une interprétation biomédicale. 

Les techniques analytiques utilisées dans le cadre du suivi thérapeutique pharmacologique 

appartiennent à deux groupes bien distincts, d’une part les méthodes immunologiques et 

d’autre part les méthodes chromatographiques :  

- les techniques immunologiques qui datent des années 70, ont largement contribué, en 

raison de leur simplicité d’utilisation, à l’essor du contrôle thérapeutique, qui était 

alors réalisé essentiellement dans le but de réduire la toxicité de quelques 

médicaments (digoxine, amikacine,…). Depuis lors, développées et commercialisées 

par de nombreuses firmes, elles proposent aujourd’hui des procédés automatisés 

rapides et simples à mettre en œuvre pour le dosage de médicaments d’utilisation 

délicate. 

Pourtant de nombreuses réserves pour l’utilisation de ces méthodes sont à formuler :  

o le principal inconvénient est leur manque de spécificité, qui résulte de 

l’existence de réactions croisées, dont l’importance quantitative est variable 

selon la nature monoclonale ou polyclonale des anticorps utilisés. L’exemple 

du dosage de la ciclosporine, où les réactions croisées peuvent, selon les 

réactifs utilisés, augmenter de 10 à 400% les concentrations apparentes de la 

substance mère, illustre parfaitement ce problème ; 

o de plus, l’utilisation de ces méthodes pour l’analyse de nouvelles molécules est 

tributaire du développement par les industriels d’anticorps adaptés à ces 

nouveaux médicaments ;  

o enfin, le coût des réactifs rend la réalisation de chaque test très onéreux 

(surtout lorsque le nombre de tests à effectuer chaque jour est faible).  

Pour toutes ces raisons, l’utilisation des techniques immunologiques dans le cadre du 

suivi thérapeutique pharmacologique reste limitée à un petit nombre de médicaments ; 

- les techniques chromatographiques, plus spécifiques que les techniques 

immunologiques, permettent en outre le dosage simultané de différentes molécules 

appartenant à une même classe pharmacologique. Elles sont capables de différencier la 

substance parent de ses métabolites.  

Ces avantages incontestables ne peuvent faire oublier certains inconvénients comme la 

notion du temps de réalisation de l’analyse (mise au point et validation), la complexité 
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des systèmes chromatographiques nécessitant un personnel qualifié et enfin les coûts 

importants liés à l’acquisition et à l’entretien des équipements. 

 

Dans le cadre de ce travail, orienté vers le suivi thérapeutique pharmacologique de 

médicaments rarement dosés, le recours aux techniques chromatographiques s’imposait. C’est 

ainsi que nous avons mis au point différentes méthodes d’analyses : 

- 3 techniques en chromatographie liquide à haute performance couplée à un détecteur à 

barrette de diodes (HPLC-DAD), applicables aux antivitamines K, à la méthadone et 

aux β-lactamines ; 

- 2 techniques en chromatographie liquide ultra performante couplée à un spectromètre 

de masse en tandem (UPLC/MS-MS), adaptées aux dosages du bupropion et des 

sulfamidés hypoglycémiants ; 

- 2 techniques en chromatographie gazeuse couplée à un spectromètre de masse, 

utilisées pour l’analyse du GHB et de la méthadone.  

Pour ces différentes méthodes, les étapes préparatoires ont été l’extraction en phase liquide    

– EPL (antivitamines K, méthadone, GHB, sulfamidés) ou l’extraction en phase solide  – EPS 

(bupropion, β-lactamines). 

 

III .1. Les antivitamines K  

 

La méthode analytique développée permet le dosage de trois antivitamines K, 

l’acénocoumarol, la phenprocoumone et la warfarine. Elle comprend une extraction en phase 

liquide suivie d’une analyse par chromatographie liquide à haute performance couplée à un 

détecteur à barrettes de diodes.   

 

Extraction en phase liquide 

L’extraction est réalisée sur 1 mL de sang, auquel sont ajoutés 100 µL d’une solution à          

10 µg/mL de prazépam (SI), 1 mL d’une solution 0.2 M d’acide chlorhydrique et 8 mL d’une 

solution d’extraction. Cette dernière est composée d’un mélange en proportion équivalente 

d’acétate d’éthyle et d’éther diéthylique. Après agitation et centrifugation, la phase organique 

est évaporée sous azote à une température de 30°C. Le résidu obtenu est alors reconstitué par 

100 µL d’une solution de tampon phosphate pH 3.8 et d’acétonitrile (95-5 ; v/v). Quarante 

microlitres de cette solution sont utilisés pour l’analyse chromatographique. 
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Chromatographie par HPLC-DAD 

Le système chromatographique consiste en un module de séparation Alliance 2695 de Waters, 

équipé d’une pompe quaternaire basse pression, d’une ligne de dégazage et d’un 

échantillonneur thermostatisé à 4°C, connecté à un détecteur à barrette de diodes 2996 de la 

même firme. La séparation chromatographique est réalisée au moyen d’une colonne 

analytique C8 Symmetry® (250 mm x 4.6 mm i.d. – Waters), équipée d’une pré-colonne     

(20 mm x 4.6 mm i.d. – Waters). La phase mobile consiste en un mélange d’acétonitrile (A) et 

de tampon phosphate pH 3.8 (B). Elle est délivrée au débit de 1 mL/minute en mode non 

isocratique selon le gradient suivant : T0-1 : 13% A ; T1-9 : 13-35% A ; T9-28 : 35-80% A ;    

T28-30 : 80-13% A ; T30-35 : 13% A. Le détecteur balaye le spectre UV de 200 à 400 nm.  

 

III .2. La méthadone 

 

La méthadone a été analysée par deux techniques analytiques différentes, d’une part la 

chromatographie liquide couplée à un détecteur à barrettes de diodes (HPLC-DAD) et d’autre 

part la chromatographie gazeuse couplée à un spectromètre de masse (GC-MS).  

 

III .2.1. Analyse de la méthadone et de son principal métabolite, l’EDDP, par HPLC-DAD  

 

Extraction en phase liquide 

L’extraction est réalisée sur 1 mL de plasma, auquel sont ajoutés 100 µL d’une solution à     

10 µg/mL de prazépam (SI), 1 mL d’une solution 1 M de bicarbonate à pH 8.5 et 5 mL d’une 

solution d’extraction constituée d’un mélange de différents solvants [éther diéthylique (50%) 

– dichlorométhane (25%) – hexane (15%) – alcool n-amylique (10%)]. Après agitation et 

centrifugation, la phase organique est évaporée sous azote à une température de 30°C. Le 

résidu obtenu est alors reconstitué par 70 µL d’une solution de tampon phosphate pH 3.8 et 

d’acétonitrile (95-5 ; v/v). Quarante microlitres de cette solution sont utilisés pour l’analyse 

chromatographique. 

 

Chromatographie par HPLC-DAD 

Le système chromatographique est en tout point identique à celui décrit pour le dosage des 

antivitamines K (Alliance 2695 connecté à un détecteur à barrette de diodes 2996  – Waters).  
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III .2.2. Analyse de la méthadone et de son principal métabolite, l’EDDP, par GC-MS   

 

Extraction en phase liquide 

Un millilitre de plasma est soumis à deux extractions successives en phase liquide après ajout 

de 10 µL d’une solution de standard interne (codéine-d3, morphine-d3, 6-acétylmorphine-d3, 

EDDP d3). La première extraction est réalisée par un mélange chloroforme (50%)                   

– isopropanol (25%) – n-heptane (25%) en présence de tampon dihydrogénophosphate de 

potassium à pH 3.8. Après agitation et centrifugation, la phase organique est extraite par une 

solution d’acide chlorhydrique 0.1 M. La phase aqueuse acidifiée subit alors une seconde 

extraction par du chloroforme après neutralisation avec de l’hydroxyde de sodium en présence 

de tampon dihydrogénophosphate de potassium à pH 8.4. La phase organique est récupérée et 

évaporée. L’extrait sec subit enfin une dérivation par un mélange de 10 µL de BSTFA/TMCS 

(99-1 ; v/v) et de 30 µL d’acétate d’éthyle. Trois microlitres de la solution obtenue sont 

injectés dans le chromatographe en phase gazeuse couplé au spectromètre de masse.  

 

Chromatographie par GC-MS  

Le système chromatographique comprend un chromatographe gazeux Trace 2000® 

(Interscience®) combiné à un spectromètre de masse DSQ® (Interscience). La colonne 

chromatographique utilisée est de type HP-5MS (Agilent Technologies®). Trois microlitres de 

la solution d’extraction sont injectés en tête de colonne en mode sans division. La phase 

mobile, constituée d’hélium N60, est délivrée à un débit constant de 1.2 mL/minute. 

L’analyse se réalise selon un gradient de température, réalisé en partant d’une température 

initiale de 50°C maintenue pendant 2 minutes, suivie d’une augmentation de température de 

15°C/minute jusque 295°C, puis une stabilisation de la température durant 5 minutes. La ligne 

de transfert est constamment maintenue à 300°C. Le mode de fonctionnement du 

spectromètre de masse est le « Single Ion Monitoring– SIM » et les ions étudiés sont  les 

suivants : 72 – 223 – 294 pour la méthadone, 374 – 347 – 237 pour la codéine d3, qui sert de 

standard interne à la méthadone, 276 – 277 – 262 pour  l’EDDP et 279 – 280 – 265 pour 

 l’EDDP d3. La technique chromatographique permet de plus le dosage simultané de 

nombreux autres opiacés, parmi lesquels la 6 monoacétylmorphine et la morphine, les deux 

principaux métabolites de l’héroïne.  
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III .3. Le bupropion 

 

La méthode développée permet le dosage du bupropion (BUP) et de ses trois principaux 

métabolites : l’hydroxybupropion (HB), le thréohydrobupropion (TB) et l’érythrohydro-

bupropion (EB). La technique comprend une extraction en phase solide suivie d’une analyse 

en chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse en tandem (UPLC/MS-MS).   

 

Extraction en phase solide 

L’analyse est réalisée sur 100 µL de sang auxquels sont ajoutés 50 µL d’une solution à           

1 mg/L de BUPd9 et de HBd6 (standards internes). La précipitation des protéines est 

provoquée par ajout de 500 µL d’une solution constituée d’un mélange de méthanol (30%) et 

de solution aqueuse saturée en sulfate de zinc (70%). Après agitation et centrifugation, le 

surnageant est dilué au moyen de 2 mL d’eau désionisée. La solution ainsi obtenue est 

chargée sur colonne Oasis® HLB (Waters) préalablement conditionnée par passage de 

méthanol et d’eau désionisée. Le lavage est réalisé par passages successifs d’eau désionisée  

(3 x 1 mL), suivi d’un mélange d’eau désionisée contenant 10% de méthanol (3 x 1 mL). 

Après 15 minutes de séchage, l’élution se fait par ajout d’un mélange de dichlorométhane 

(75%) et d’isopropanol (25%) (3 x 1 mL). Après évaporation sous azote à 30°C, le résidu 

obtenu est reconstitué dans 100 µL d’une solution de tampon formate d’ammonium (2mM – 

pH 4) et d’acétonitrile (90-10 ; v/v). Dix microlitres de cette solution sont injectés dans le 

système UPLC/ESI-MS-MS.  

 

Chromatographie par UPLC-MS-MS 

Le système chromatographique consiste en un module de séparation Acquity UPLC couplé à 

un spectromètre de masse Quattro Premier® – Waters. La phase mobile est constituée d’un 

mélange de deux solutions, à savoir du formate d’ammonium (2mM – pH 4) – solution A, et 

de l’acétonitrile – solution B.  Elle est délivrée à un débit de 400 µL par minute selon le 

gradient suivant : T0 : 95% A ; T 3,5 : 70% A ; T4,2 : 68,5% A ; T4,7 : 5% A ; T4,8 : 95% A ;    

T5,7 : 95% A. La séparation chromatographique est réalisée au moyen d’une colonne 

analytique Acquity UPLC® BEH Phenyl (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 µm – Waters). La source 

électrospray d’ionisation fonctionne en mode positif. Le mode d’acquisition des données est 

le mode MRM (Multiple Reaction Monitoring). Les valeurs des différentes transitions sont les 

suivantes :  
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Analytes MRM 1 (Quantification) MRM2 (Qualification) 

BUP 240.0 > 184.0 240.0 > 166.0 

BUPd9 249.2 > 185.0 - 

HB 256.1 > 238.1 256.1 > 167.1 

HBd6 262.2 > 244.2 - 

TB  244.1 > 170.0  244.1 > 188.0 

EB  244.1 > 170.0  244.1 > 188.0 

 

Nous avons pu comparer les performances de la technique ainsi développée à celles d’une 

méthode HPLC/MS-MS utilisée au Laboratoire de Toxicologie du CHU Dupuytren à 

Limoges. Les principales différences se résument par une meilleure sélectivité avec une 

séparation totale des énantiomères EB et TB et une réduction significative du temps d’analyse 

(5.7 minutes vs 12.0 minutes)  

 

III .4. Le GHB 

 

La technique de dosage du GHB a été développée pour divers milieux biologiques, le sang 

complet, l’urine et le contenu gastrique. La méthode comprend une extraction en phase 

liquide suivie d’une analyse par chromatographie gazeuse couplée à un spectromètre de 

masse.   

 

Extraction en phase liquide 

A 20 µL de sang complet, d’urine ou de contenu gastrique, sont ajoutés 10 µL d’une solution 

de GHBd6 titrée à 40 mg/L, 40 µL de méthanol, 200 µL de H2SO4 0.1 N et 4 mL d’acétate 

d’éthyle. Après agitation et centrifugation, la phase organique est récupérée et évaporée. 

L’extrait subit alors une dérivation par 30 µL de BSTFA/TMCS (99-1 ; v/v) durant 30 

minutes à 70°C. Un microlitre de la solution obtenue est injecté dans le chromatographe en 

phase gazeuse couplé au spectromètre de masse. 

 

Chromatographie par GC-MS  

Le système chromatographique est identique à celui précédemment décrit pour l’analyse de la 

méthadone (chromatographe gazeux Trace 2000® combiné à un spectromètre de masse DSQ® 

– Interscience®). La colonne chromatographique utilisée est de type VF-5MS (Varian®). La 
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phase mobile, constituée d’hélium N60, est délivrée à un débit constant de 1.8 mL/minute. 

L’analyse se réalise selon un gradient de température, à savoir une température initiale de 

60°C, maintenue 2 minutes, suivie d’une augmentation de température de 10°C/minute jusque 

150°C, puis d’une augmentation de 30°C/minute jusque 300°C, température maintenue durant 

5 minutes. Le mode de fonctionnement du spectromètre de masse est le « Single Ion 

Monitoring » et les ions étudiés sont les suivants : 233 – 204 – 117 pour le GHB et 239 pour 

le GHBd6, son standard interne.  

 

III .5. Les sulfamidés hypoglycémiants 

 

La technique d’analyse développée au laboratoire permet le dosage d’un grand nombre de 

sulfamidés hypoglycémiants, les cinq médicaments commercialisés en Belgique 

(glibenclamide, gliclazide, glipizide, gliquidone et glimépiride), auxquels s’ajoutent d’autres 

sulfonylurées disponibles sur le marché international (carbutamide, chlorpropamide, 

tolbutamide, tolazamide, glibornuride, acétohexamide). A ces molécules 

insulinosécrétagogues, s’ajoute le répaglinide, seul représentant de la classe des glinides, dont 

le mécanisme d’action sur la sécrétion d’insuline est tout à fait comparable à celui des 

sulfonylurées.  

 

La technique présentée est basée sur une extraction en phase liquide suivie d’une analyse en 

chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse en tandem (UPLC/MS-MS). 

 

Extraction en phase liquide 

L’extraction est réalisée sur 500 µL de plasma, auxquels sont ajoutés 25 µL d’une solution à 

10 µg/mL de glipizide d11 et de glyburide d11 (SI), 250 µL d’une solution 0.2 N d’acide 

chlorhydrique et 5 mL d’éther diéthylique. Après agitation et centrifugation, la phase 

organique est évaporée sous azote à une température de 40°C. L’extrait sec est repris par    

200 µL d’un mélange d’acide formique 0.1 N et d’acétonitrile (90-10 ; v/v). Dix microlitres 

de cette solution sont utilisés pour l’analyse chromatographique. 

 

Chromatographie par UPLC-MS-MS 

Le système chromatographique est celui précédemment présenté pour le dosage du bupropion 

(module Acquity UPLC couplé à un spectromètre de masse Quattro Premier® de Waters). La 
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phase mobile est constituée d’un mélange de deux solutions, à savoir un mélange d’acide 

formique 0.1% - solution A - et d’acétonitrile - solution B -.  Elle est délivrée à un débit de 

300 µL par minute selon le gradient suivant : T0 : 90% A ; T 3,5 : 50% A ; T8 : 20% A ; T8,2 : 

90% A ; T9,2 : 90% A. La séparation chromatographique est réalisée au moyen d’une colonne 

analytique Acquity UPLC® C18 (150 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 µm – Waters). La source 

électrospray d’ionisation fonctionne en mode positif. Le mode d’acquisition des données est 

le mode MRM (Multiple Reaction Monitoring). Les valeurs des différentes transitions sont les 

suivantes : 

 

Analytes MRM 1 (Quantification) MRM2 (Qualification) 

glibenclamide  494.0 > 369.0                  494.0 > 304.1 

gliclazide  324.1 > 127.0                  324.1 > 110.0 

glipizide  446.0 > 321.2                  446.0 > 347.1 

gliquidone  528.2 > 403.0                  528.2 > 386.0  

glimépiride 491.2 > 352.2                           - 

glibornuride  367.2 > 170.0                  367.2 > 152.0  

carbutamide  272.1 > 155.9                  272.1 > 74.0  

chlorpropamide 277.0 > 174.9                 277.0 > 192.0 

tolbutamide 271.1 > 172.0                 271.1 > 74.0 

tolazamide 312.1 > 115.0                 312.1 > 91.0 

acétohexamide 325.1 > 243.1                 325.1 > 119.0 

Répaglinide 453.2 > 162.0                 453.2 > 162.0 

glipizide d11 457.2 > 321.2                 457.2 > 347.1 

glyburide d11 505.2 > 369.1 - 

 

 

III .6. Les ß-lactamines 

 

La technique développée permet le dosage simultané de cinq β-lactamines, trois 

céphalosporines (céfépime, ceftazidime, céfuroxime), un carbapénème (méropénème) et une 

pénicilline (pipéracilline). Elle comprend une extraction en phase solide suivie d’une analyse 

par chromatographie liquide haute performance couplée à un détecteur à barrettes de diodes.   
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Extraction en phase solide (EPS) 

L’échantillon, correspondant à 500 µL de plasma auxquels sont ajoutés 50 µL de solution de 

standard interne (céforanide à 125 µg/mL), est extrait sur colonne C18ec préalablement 

reconstituée par passage de méthanol et de tampon phosphate pH 7.4. Le lavage est réalisé par 

passages successifs de ce même tampon (4 x 300 µL), suivi d’un mélange de ce tampon avec 

5% de méthanol (2 x 300 µL). L’élution des antibiotiques se fait par ajout de méthanol (3 x 

500 µL). Après évaporation sous azote à 30°C de la solution d’élution, le résidu obtenu est 

reconstitué dans 100 µL d’une solution de tampon phosphate et d’acétonitrile (95-5 ; v/v). 

Quarante  microlitres de cette solution sont utilisés pour l’analyse chromatographique.  

 

Chromatographie par HPLC-DAD 

Le système chromatographique est celui préalablement décrit pour le dosage des 

antivitamines K et de la méthadone (Alliance 2695 connecté à un détecteur à barrette de 

diodes 2996  – Waters), avec quelques modifications : la phase mobile consiste en un mélange 

d’acétonitrile (A) et de tampon phosphate pH 7.4 (B), délivrée à un débit de 1 mL/minute en 

mode non isocratique selon le gradient suivant (T0-5 : 5% A ; T5-20 : 5-50% A ; T20-21 : 50% 

A ; T21-26 : 50-5% A ; T26-31 : 5% A). La technique chromatographique permet le dosage 

simultané des cinq antibiotiques en 35 minutes, avec détection par balayage du spectre UV de 

200 à 400 nm. 
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IV .1. Les antivitamines K  

 

Trois médicaments à activité antivitamine K sont actuellement commercialisés en Belgique : 

l’acénocoumarol (Sintrom®), la phenprocoumone (Marcoumar®) et la warfarine (Marevan®). 

Ces drogues à faible index thérapeutique sont connues pour entraîner des hémorragies sévères 

en cas de prescription inadaptée. Pour cette raison, les traitements antivitamines K sont 

régulièrement contrôlés au moyen d’un index biologique, l’INR (Rapport Normalisé 

International), qui détermine le temps de prothrombine. Il permet ainsi d’évaluer l’efficacité 

de la thérapeutique par une mesure directe du pouvoir pharmacologique anticoagulant.  

Un autre type de contrôle peut être le suivi thérapeutique pharmacologique, moins classique 

mais tout aussi valable pour évaluer l’efficacité des traitements coumariniques. Le dosage de 

ces médicaments est aussi la seule façon de mettre en évidence une intoxication mortelle au 

moyen de prélèvements médico-légaux, où dans ce cas il est impossible de mettre en parallèle 

l’INR (prélèvement biologique indispensable) et l’hémorragie.  

La méthode présentée permet une recherche et un dosage dans les échantillons sanguins des 

trois dérivés coumariniques simultanément. La validation de la technique analytique mise au 

point a été réalisée selon le concept de l’erreur totale comme critère de décision. Au moyen du 

programme Enoval de la Société Arlenda, les paramètres de validation (modèle de régression, 

justesse, fidélité, profil d’exactitude, limite de quantification, incertitude de mesure) ont été 

calculés et répondent parfaitement aux critères retenus (limites acceptables fixées à 20 %). En 

ce qui concerne la quantification, la méthode analytique s’est révélée linéaire de 40 à          

500 µg/L (intervalle thérapeutique de 30 à 100 µg/L) pour l’acénocoumarol et de 400 à    

5000 µg/L (intervalle thérapeutique de 1000 à 3000 µg/L) pour la phenprocoumone et la 

warfarine. Bien que ce ne soit pas l’habitude, on pourrait en théorie, grâce à la sensibilité de la 

méthode décrite, faire du contrôle thérapeutique en utilisant le dosage des trois médicaments 

antivitamines K étudiés. A fortiori, la méthode présentée pour le dosage simultané des trois 

antivitamines K commercialisés en Belgique peut être utilisée et est adaptée à la mise en 

évidence d’intoxications par ces dérivés coumariniques. 

 

Les détails analytiques de la méthode ont été publiés dans la publication qui suit. 
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Publication 1 

 

Fatal intoxications by acenocoumarol, phenprocoumon and warfarin : Method validation in 

blood using the total error approach, Raphaël Denooz, Zoénabo Douamba, Corinne Charlier, 

Journal of Chromatography B, 2009; 877: 2344-2348.  
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IV .2. La méthadone  

 

La méthadone est un médicament dont la fréquence de prescription est importante comme 

traitement de substitution à l’héroïne. Elle est également utilisée de façon illicite comme 

drogue de rue.  

 

Ses propriétés pharmacologiques sont très intéressantes, mais sa toxicité est tout aussi 

remarquable et redoutable. Les manifestations indésirables qu’elle engendre peuvent 

apparaître pour des concentrations plasmatiques très variables et parfois relativement faibles, 

notamment dans l’intervalle thérapeutique (150 à 400 µg/L). On peut dire qu’il existe un large 

chevauchement entre les concentrations plasmatiques thérapeutiques de méthadone et celles 

associées à des signes de toxicité. Depuis longtemps, la technique chromatographique 

développée au laboratoire a été mise à la disposition des Cliniciens, psychiatres surtout, qui 

vérifient ainsi la compliance de leurs patients et contrôlent la réponse biologique aux doses 

administrées. La détermination exacte de la posologie à administrer à chaque patient, adaptée 

sur base des résultats analytiques obtenus, est capitale pour assurer le succès thérapeutique et 

éviter toute intoxication. 

 

Sur base de cas médico-légaux traités au sein du Service de Toxicologie clinique entre 

octobre 2002 et avril 2005, on a pu constater la gravité de la toxicité potentielle d’une 

administration de méthadone. Pendant cette période de 30 mois, 23 décès liés à la méthadone 

ont été répertoriés : 

• 11 sujets présentaient des taux plasmatiques de méthadone supérieurs à l’intervalle 

thérapeutique supérieur (400 µg/L), 

• 10 sujets révélaient des taux plasmatiques compris dans l’intervalle thérapeutique, 

• 2 sujets manifestaient un taux plasmatique inférieur à la valeur thérapeutique 

basse. 

Evidemment, dans le sang de ces 23 patients décédés, d’autres médicaments ont été 

retrouvés : des benzodiazépines (18 fois), des stupéfiants (15 fois), de l’alcool (2 fois). 

La nature et la fréquence des xénobiotiques associés à la méthadone se trouvent à la figure 1 

de la publication ci-après.  
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La même analyse, réalisée sur les dossiers médicaux légaux réceptionnés au laboratoire 

entre mai 2005 et avril 2010, confirme la forte toxicité de la méthadone puisqu’elle est  

directement impliquée dans 75 décès durant cette période.  
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Publication 2 

 

Revue des cas d’intoxication mortelle à la méthadone : observations recensées au CHU de 

Liège, Raphaël Denooz, Corinne Charlier, Acta Clinica Belgica, 2006; 61 suppl. 1: 32-36. 
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IV .3. Le bupropion  

 

De structure chimique comparable à celle de l’amphétamine, le bupropion peut provoquer des 

manifestations indésirables associant troubles cardiaques (tachycardie, hypertension, 

arythmies) et convulsions. Plusieurs cas de décès liés à une prise excessive de cette drogue 

sont rapportés dans la littérature. Un cas mortel d’overdose au bupropion a été étudié dans 

notre laboratoire et a fait l’objet de publications annexées. La sévérité de cette toxicité a 

logiquement conduit au retrait du médicament assez rapidement après sa première 

commercialisation. Par la suite, le bupropion a été réintroduit dans l’arsenal thérapeutique 

avec comme indication pharmacologique le traitement de la dépendance au tabac (Zyban® - 

1997) et la dépression (Wellbutrin® - 2007). 

La technique analytique que nous avons développée permet le dosage dans le sang du 

bupropion et de ses 3 principaux métabolites - l’hydroxybupropion, le thréohydrobupropion et 

l’érythrohydrobupropion -. La détection des différentes molécules a été réalisée au moyen 

d’un module de séparation Acquity UPLC couplé à un spectromètre de masse Quattro Premier 

selon le mode d’acquisition MRM. La validation de la méthode a été effectuée selon le 

concept de l’erreur totale avec le logiciel Enoval®. La linéarité est acquise pour des valeurs de 

5 à 1000 ng/mL pour le bupropion et de 10 à 2000 ng/mL pour les 3 métabolites. Les profils 

d’exactitude (80-120%), la précision (<15%) et les limites de détection, fixées à 1 ng/mL pour 

le bupropion et à 2 ng/mL pour les métabolites, ont également été évalués et répondent à tous 

les critères de validation. Cette technique de grande sensibilité et de haute spécificité (voir 

publication 3) est parfaitement adaptée au suivi thérapeutique pharmacologique du bupropion, 

puisque les concentrations thérapeutiques sont de 25 à 100 ng/mL pour le bupropion (linéaire 

de 5 à 1000 ng/mL).  

 

Ce sujet avait également au préalable fait l’objet d’un article (voir publication 4) présentant le 

cas d’une intoxication mortelle au bupropion dans un cadre médico-légal.   
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Publication 3 

 

Ultra-Performance Liquid Chromatography Method for the Determination of Bupropion and 

its Main Metabolites in Human Whole Blood, Raphaël Denooz, Magali Mercerolle, Gérard 

Lachâtre, Corinne Charlier, Journal of Analytical Toxicology, 2010; 34, in press. 
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Publication 4 

 

A Fatal Case of Bupropion (Zyban®) Overdose, Magali Mercerolle, Raphaël Denooz, Gérard 

Lachâtre, Corinne Charlier, Journal of Analytical Toxicology, 2008; 32: 192-196.  
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IV .4. Le gamma-hydroxybutyrate (GHB)  

 

Le gamma-hydroxybutyrate (GHB), précurseur de l’acide gamma-aminobutyrique (GABA), 

est un agent inhibiteur du système nerveux central. Anesthésique à double action, d’abord 

euphorisant, puis sédatif et amnésiant, il peut en outre servir d’adjuvant aux dépendances aux 

opiacés et à l’alcool, ou encore être utilisé dans le traitement de la narcolepsie associée à de la 

cataplexie. Aujourd’hui, le GHB est souvent associé à la consommation de drogues illicites et 

une véritable toxicomanie s’est développée un peu partout dans le monde en raison des 

propriétés euphorisantes et amnésiantes de ce produit. Le GHB est parfois utilisé à l’insu des 

personnes qui en deviennent les victimes (vols, extorsions de signatures, viols, …). 

Au vu des différentes utilisations potentielles du GHB, licites ou illicites, une technique de 

dosage dans les liquides biologiques s’impose. Basée sur une extraction en milieu liquide 

suivie d’une analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de 

masse, la technique développée et présentée en annexe permet le dosage du GHB dans le 

sang, l’urine et le contenu gastrique. Quel que soit le milieu biologique, la linéarité de la 

méthode est acquise entre 2.5 et 80 mg/L, les coefficients de variation sont toujours inférieurs 

à 9% et l’exactitude comprise entre 90.1% et 104.2%. La limite de détection est calculée à     

1 mg/L, ce qui rend la méthode suffisamment sensible pour mettre en évidence une exposition 

au produit puisque les taux physiologiques de GHB sont de 1.5 mg/L. Mais en raison de la 

demi-vie biologique très courte du GHB, une consommation ne peut être confirmée que si 

l’échantillon biologique est prélevé rapidement après la consommation, dans les 4 à 6 heures 

(pour le sang) ou 8 à 12 heures (pour les urines). 

 

Dans l’observation reprise dans la publication qui suit, on a pu démontrer l’intoxication au 

GHB d’un homme de 28 ans qui présentait 6 heures après l’admission à l’hôpital un taux 

sanguin de 43 mg/L et une concentration urinaire de 2324 mg/L.  
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Publication 5 

 

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) measurement by GC-MS in blood, urine and gastric 

contents, following an acute intoxication in Belgium, Quentin Bodson, Raphaël Denooz, 

Philippe Serpe, Corinne Charlier, Acta Clinica Belgica, 2008; 63: 200-208.  
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IV .5. Les sulfamidés hypoglycémiants  

 

La méthode analytique permettant le dosage des sulfonylurées dans les milieux biologiques 

s’appuie sur la chromatographie liquide ultra performante couplée à la spectrométrie de masse 

en tandem (UPLC/MS-MS). Elle autorise la mise en évidence de 11 sulfamidés 

hypoglycémiants et du répaglinide, seul représentant de la classe des glinides. Elle constitue  

un outil précieux pour les Cliniciens qui peuvent d’abord vérifier la compliance des patients 

recevant ces médicaments antidiabétiques, et qui sont ensuite à même d’établir un diagnostic 

différentiel en présence d’épisodes d’hypoglycémies associées à un hyperinsulinisme. Ces 

hypoglycémies se rencontrent dans deux pathologies extrêmement rares, d’une part 

l’hyperinsulinisme congénital, se traduisant par des épisodes d’hypoglycémies sévères 

survenant le plus souvent chez le nourrisson, et d’autre part l’insulinome, qui se présente sous 

la forme d’une tumeur bêta-langerhansienne, le plus souvent bénigne, entraînant la sécrétion 

d’insuline ectopique et non contrôlée, indépendante de la glycémie du sujet. L’insulinome est 

la principale cause d’hypoglycémie associée à un hyperinsulinisme endogène chez l’adulte 

non diabétique. 

L’absorption de médicaments insulinosécrétagogues effectuée en dehors de toute pathologie 

fait partie des troubles psychiatriques caractérisés par la volonté du sujet de mimer une 

maladie, identifiée sous le nom de syndrome de Munchausen. L’hypoglycémie ainsi générée 

peut conduire à un faux diagnostic et entraîner des traitements médicaux ou chirurgicaux 

inutiles, comme la pancréatectomie partielle ou totale, thérapeutique de l’insulinome. Ces 

hypoglycémies sont qualifiées de factices. On comprend dans ces conditions que la recherche 

et le dosage de sulfamidés insulinosécrétagogues fassent partie de l’arsenal diagnostique 

nécessaire en cas de suspicion d’insulinome (voir publication qui suit). La méthode de dosage 

développée au laboratoire présente les critères de sensibilité et de spécificité suffisants pour 

rechercher et doser dans le sang 11 sulfamidés hypoglycémiants et le répaglinide, avec une 

limite de quantification de 10 ng/mL pour chacun de ces médicaments. 
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Publication 6 

 

Intérêt du dosage des sulfamidés hypoglycémiants : de la vérification de la compliance au 

diagnostic différentiel des hyperinsulinismes, Raphaël Denooz, Corinne Charlier, Revue 

Médicale de Liège, 2010; 65, in press.  
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IV .6. Les ββββ-lactamines  

 

Les β-lactamines appartiennent à un groupe d’antibiotiques très utilisés, particulièrement pour 

le traitement des infections sévères dans les unités de soins intensifs. Antibiotiques à 

bactéricidie temps dépendante, leur activité pharmacologique est proportionnelle à leur temps 

de contact avec les germes pathogènes. L’efficacité du traitement pour les β-lactamines est 

maximale lorsque leur concentration plasmatique à l’équilibre atteint 4 à 5 fois la 

concentration minimale inhibitrice (CMI) des germes responsables de l’infection. Pour 

atteindre de telles concentrations, leur mode d’administration est le plus souvent la perfusion 

continue. La connaissance des taux plasmatiques de ces antibiotiques est par conséquent 

indispensable pour évaluer valablement l’efficacité de la thérapie antimicrobienne. 

Une méthode permettant le dosage des β-lactamines dans le plasma a été développée 

(publication 7). Elle est basée sur une extraction en phase solide suivie d’une analyse par 

chromatographie liquide à haute performance couplée à un détecteur à barrettes de diodes. 

Elle permet le dosage plasmatique simultané de 5 β-lactamines, la céfépime, la ceftazidime, la 

céfuroxime, le méropénème et la pipéracilline. La validation analytique de cette méthode 

montre que : 

- pour chaque antibiotique, la technique est linéaire de 2.5 à 60 µg/mL ; 

- pour les niveaux de concentration 5, 15, 30 et 50 µg/mL, les biais calculés sont 

compris entre 93.2 et 107.1% et les coefficients de variation entre 0.9 et 12.2% ; 

- la limite de quantification est de 0.5 µg/mL pour la ceftazidime, le méropénème et la 

pipéracilline et de 1 µg/mL pour la céfépime et la céfuroxime. 

La sensibilité de la méthode directe est dès lors suffisante pour proposer un suivi 

thérapeutique pharmaceutique des β-lactamines lorsque les CMI sont comprises entre 0.5 et   

4 µg/mL. 

 

Les patients admis dans les unités de soins intensifs, souvent dans un état grave, subissent 

régulièrement d’importantes modifications hémodynamiques (déficience organique, choc 

septique, épuration extracorporelle, administration d’importants volumes de solutés, etc…). 

Le profil pharmacocinétique des médicaments antimicrobiens utilisés fréquemment dans cette 

population fragilisée est un outil précieux pour ajuster valablement leur traitement 

antibactérien. Le dosage de la ceftazidime dans des échantillons plasmatiques provenant de 20 
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patients admis aux soins intensifs a démontré tout l’intérêt clinique de la méthode de dosage 

des β-lactamines que nous avons mise au point (publication 8). 

Pour cette étude rétrospective, 10 malades présentant une fonction rénale normale (clairance à 

la créatinine supérieure à 60 mL/minute) et 10 autres patients présentant une insuffisance 

rénale plus ou moins sévère (clairance à la créatinine inférieure à 60 mL/minute) constituent 

la population étudiée. Dans chaque cas, la dose de charge est de 2 g de ceftazidime, suivie 

d’une perfusion continue de 2 à 8 g par 24 heures, et des prélèvements sanguins ont été 

réalisés plusieurs jours après l’instauration du traitement pour être ensuite soumis à l’analyse 

chromatographique. 

Le suivi thérapeutique pharmacologique montre que la posologie standardisée de ceftazidime 

à 6 g par 24 heures, pour les patients à fonction rénale normale, est adéquate pour les germes 

dont la CMI est de 4 µg/mL. A cette posologie, lorsque la fonction rénale est normale, le taux 

plasmatique moyen est de 34.2 µg/mL (supérieur à 20 µg/mL, 5 fois la CMI). La posologie de 

6 g par 24 heures peut être réduite à 2 ou 3 g par jour pour traiter des infections à germes plus 

sensibles (CMI de 1 ou 2 µg/mL). Pour les malades à fonction rénale réduite, le suivi 

thérapeutique pharmacologique met le plus souvent en évidence des posologies inadaptées, 

imposant le plus souvent d’importantes réductions posologiques. 

 

Sur la base des données biologiques que nous avons rassemblées, il apparaît que le suivi 

thérapeutique pharmacologique des β-lactamines permettra d’améliorer l’efficacité de la 

thérapie antimicrobienne et conduira à la réduction significative des coûts. 
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Publication 7 

 

Simultaneous determination of five β-lactam antibiotics (cefepim, ceftazidim, cefuroxim, 

meropenem and piperacillin) in human plasma by high-performance liquid chromatography 

with ultraviolet detection, Raphaël Denooz, Corinne Charlier, Journal of Chromatography B, 

2008; 864: 161-167.  
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Publication 8 

 

Simultaneous quantification of five β-lactam antibiotics in human plasma by HPLC-DAD : 

Clinical application for ceftazidime treatment in intensive care units, Raphaël Denooz, 

Frédéric Frippiat, Corinne Charlier, Acta Clinica Belgica, 2010; 65 - suppl. 1: 24-30. 
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La pharmacovigilance se définit comme l’ensemble des procédures organisées de surveillance 

du risque d’apparition de manifestations indésirables provoquées par l’absorption des 

médicaments. Le système de pharmacovigilance comporte trois niveaux d’intervention. Le 

premier niveau est exercé par les professionnels de la Santé, le deuxième est sous la direction 

du Centre Belge de Pharmacovigilance (CBPH) et le troisième est pris en charge par 

EudraVigilance, qui constitue le réseau européen de pharmacovigilance. Le suivi 

thérapeutique pharmacologique, qui fait partie du premier niveau, représente une des 

approches les plus intéressantes susceptible de maîtriser le risque médicamenteux. 

Des manifestations indésirables liées à la prise des médicaments évoqués dans notre travail 

ont été rapportées par différents centres de pharmacovigilance. Ainsi, une lettre de 

l’AFSSAPS (Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé) datée du 30 

janvier 2007, prévenait les professionnels de la Santé du risque de survenue de torsades de 

pointes fatales et d’allongements de l’intervalle QT chez des patients recevant une forte dose 

de méthadone (supérieure à 120 mg/ jour) [95]. Une autre lettre faisant suite à une collecte de 

données par le centre de pharmacovigilance de Bourgogne témoignait du risque d’apparition 

de pathologies rhumatismales chez les malades traités par bupropion [96].  D’autres centres 

de pharmacovigilance ont informé les professionnels de la Santé des dangers liés à la 

consommation de GHB ou d’agents précurseurs [97], ou encore des conduites à tenir face à 

des contre-indications thérapeutiques, notamment des actes de chirurgie dentaire chez des 

sujets qui reçoivent des  anticoagulants oraux [98].   

Dans notre travail, nous avons choisi d’étudier des médicaments rarement soumis au suivi 

thérapeutique pharmacologique alors qu’ils possèdent une toxicité intrinsèque manifeste. La 

fréquence avec laquelle on retrouve ces molécules dans les cas d’intoxications mortelles 

témoigne en effet de leur dangerosité, particulièrement mise en évidence par les 98 cas de 

décès provoqués par la méthadone sur une période de 90 mois, ce qui justifie un suivi 

thérapeutique pharmacologique (méthadone, GHB, bupropion, antivitamines K).  

 

V. 1. Les antivitamines K 

 

Le dosage plasmatique des antivitamines K peut constituer une alternative intéressante au 

contrôle de leur activité pharmacologique par l’établissement de l’INR, index biologique 

permettant de « sécuriser » les thérapies anticoagulantes. Dans un certain nombre de cas, 

l’INR peut être modifié par des interactions apparaissant entre les antivitamines K, des 

médicaments associés ainsi que certaines substances se trouvant dans notre alimentation. 
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Dans ce cas, le dosage plasmatique des antivitamines K peut constituer une option plus 

satisfaisante pour décider de l’attitude pharmacologique à adopter en cas d’hypersensibilité ou 

de résistance au traitement coumarinique. 

La réponse aux antivitamines K est individuelle. De plus, elle varie au cours du traitement 

chez un même patient. Cette variabilité est liée à l’apport en vitamine K1 à partir des aliments 

et à la production de vitamine K2 synthétisée par la flore bactérienne intestinale, mais elle est 

également fonction de la pharmacocinétique des antivitamines K, dont les étapes successives 

sont influencées par de nombreux médicaments, et enfin elle est dépendante du métabolisme 

des facteurs de coagulation. Des cas de résistance transitoire aux antivitamines K ne sont pas 

exceptionnels. Ils sont le plus souvent dus à un apport excessif en vitamine K alimentaire ou à 

l’induction par certains médicaments d’enzymes hépatiques responsables de leur 

métabolisme. 

 

On peut en fait expliquer la variabilité de la réponse pharmacologique aux antivitamines K de 

différentes façons : 

 

o par le polymorphisme génétique  

Le cytochrome P450 le plus impliqué dans le métabolisme des dérivés coumariniques est le 

cytochrome P450 2C9. Plusieurs variants alléliques de ce cytochrome ont été identifiés, dont 

le 2C9*2 et le 2C9*3, codant pour des enzymes à activité réduite justifiant chez les patients 

porteurs de ces variants génétiques d’une majoration de l’effet anticoagulant [10] ; 

 

o par des interactions médicamenteuses  

L’activité du cytochrome P450 2C9 est modifiée par des médicaments autres que les 

antivitamines K, notamment par des inducteurs tels que les barbituriques, la carbamazépine et 

la phénytoïne avec réduction de l’effet anticoagulant, par des inhibiteurs comme 

l’amiodarone, la cimétidine et les dérivés azolés avec augmentation de l’effet anticoagulant 

[99]. Le cytochrome P450 2C9 joue ainsi un rôle important dans la variabilité de la réponse au 

traitement coumarinique. Une exacerbation de l’activité anticoagulante peut également se 

manifester par une autre interaction médicamenteuse non métabolique qui est le déplacement 

des formes d’antivitamine K liées aux protéines plasmatiques vers des formes libres 

pharmacologiquement actives [64]. Les dérivés coumariniques, de la même façon que les 

sulfamidés hypoglycémiants et certains fibrates, sont fortement liés à l’albumine plasmatique. 

Mais la répartition entre formes liées (non actives) et non liées (actives) ne peut être 
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objectivée par le suivi thérapeutique pharmacologique, qui mesure la totalité du médicament 

présent dans le sang, qu’il soit lié ou libre. Il faut juste se souvenir de cette éventualité 

lorsqu’on est en présence d’un effet exacerbé qui ne s’explique pas au vu de la posologie 

utilisée. 

 

o par manque de compliance de la part du patient   

Oublier de prendre son médicament ou au contraire oublier que l’on a pris son médicament et 

en reprendre une deuxième fois constituent une cause assez fréquente de variations de l’effet 

thérapeutique. 

 

Par contre, les très rares cas de résistance constitutionnelle posent d’autres problèmes. La 

littérature fait état de patients résistants, sans aucune modification de l’INR, pour la warfarine 

(jusqu’à 45 mg/J), l’acénocoumarol (12 mg/J) ou encore la phenprocoumone (30 mg/J) [100]. 

Aujourd’hui, la génétique permet d’expliquer certains mécanismes de résistance aux AVK, 

notamment les mutations du gène VKORC1 [101]. Ce gène code pour le complexe 

enzymatique vitamine K époxyde réductase, cible des thérapies par antivitamines K. Bien 

qu’exceptionnelles, ces mutations sont responsables d’une inactivité parfois totale des 

traitements coumariniques. 

On comprend, au vu de ces considérations, que les traitements à base d’anticoagulants oraux 

sont soumis à de très nombreuses variables, et que les résultats de l’INR sont parfois difficiles 

à interpréter. Le suivi thérapeutique pharmacologique des anticoagulants oraux devient ainsi 

un outil très intéressant pour les Cliniciens, complémentaire de l’INR,  afin de leur permettre 

de détecter des résistances ou des hypersensibilités aux traitements antivitamines K, 

pour ensuite prendre les mesures pharmacothérapeutiques les plus adéquates. 

La technique analytique que nous avons développée au moyen d’un chromatographe liquide à 

haute performance couplé à un détecteur à barrettes de diodes permet le dosage dans le sang 

des trois anticoagulants coumariniques commercialisés en Belgique, l’acénocoumarol, la 

phenprocoumone et la warfarine. La méthode s’est révélée linéaire de 40 à 500 ng/mL 

(intervalle thérapeutique de 30 à 100 ng/mL) pour l’acénocoumarol, et de 400 à 5000 ng/mL 

(intervalle thérapeutique de 1000 à 3000 ng/mL) pour la phenprocoumone et la warfarine. 

Cette méthode présente donc une sensibilité suffisante pour être utilisée dans le suivi 

thérapeutique pharmacologique des médicaments anticoagulants.  

Par ailleurs, le dosage sanguin des antivitaminiques K constitue le seul moyen dont on dispose 

pour vérifier une intoxication massive et fatale, d’origine criminelle ou non, par ces 
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médicaments en l’absence de prélèvements ante mortem. En effet, la détermination de l’INR. 

ne peut pas être réalisée sur des prélèvements post mortem.   

 

V.2. La méthadone 

 

Les  addictions sont nombreuses et variées. Elles entraînent de la dépendance, qui est parfois 

largement acceptée (caféine) et parfois fortement problématique, notamment quand elle est 

associée à une forte toxicité et à une morbidité importante (alcool et tabac). Quand la drogue 

induisant la dépendance est illégale, et liée à une pharmacocriminalité élevée, ou à un risque 

suicidaire important comme pour l’héroïne, la prise en charge de la dépendance 

est impérative.  

La méthadone est un médicament très utilisé dans la thérapeutique de substitution à l’héroïne. 

Elle permet le sevrage des héroïnomanes, ou tout au moins, elle est susceptible d’éviter 

l’apparition d’un état de manque. Ses intéressantes propriétés pharmacocinétiques, associant 

bonne résorption par voie orale et longue demi-vie plasmatique (22 heures en moyenne), 

permettent une seule prise orale quotidienne, facilitant la compliance [23]. Le faible pic 

plasmatique apparaissant après la prise de méthadone et l’effet plateau de ses concentrations 

sanguines font que ce médicament opioïde n’induit pas les effets habituellement engendrés 

par l’héroïne, et notamment le flash. Sa forte activité agoniste au niveau des récepteurs µ 

diminuerait ainsi l’appétence pour l’héroïne, en masquant les symptômes dus au manque. Les 

résultats thérapeutiques ne se situent cependant pas toujours au niveau des espérances et l’une 

des raisons de ces insuccès pourrait être l’absence fréquente de suivi thérapeutique 

pharmacologique [19].   

La dose journalière initiale du traitement de substitution à la méthadone est habituellement 

comprise entre 20 et 30 mg. Cette posologie peut être augmentée à 60 mg par jour, voire 120 

mg par jour (ou plus encore) en fonction des besoins du patient [22].  La tolérance au produit, 

mais surtout la variabilité interindividuelle des paramètres pharmacocinétiques de la 

méthadone, rendent en effet l’individualisation de la posologie indispensable. Ainsi, selon les 

patients pour une même dose administrée, on peut observer un surdosage ou au contraire un 

sous dosage. L’explication se situe essentiellement au niveau du métabolisme de la 

méthadone, pour laquelle on connaît des métaboliseurs ultra rapides (avec concentration 

plasmatique très faible pour des doses pharmacologiques habituelles) et  des métaboliseurs 

lents (avec concentration plasmatique élevée pour de faibles doses administrées) [24; 102]. En 

plus du polymorphisme génétique des cytochromes P450 (et principalement le 3A4), qui 
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justifie des concentrations plasmatiques très variables pour une même dose administrée, le 

métabolisme de la méthadone est modifié par des interactions pharmacocinétiques. Les 

inducteurs enzymatiques classiques, comme les antiépileptiques (phénobarbital, 

carbamazépine), les antituberculeux (rifampicine) ou les thérapies antirétrovirales (efavirenz, 

névirapin), peuvent entraîner une inefficacité thérapeutique [24]. Les inhibiteurs 

enzymatiques tels que les antifongiques azolés (kétoconazole, itraconazole) ou les inhibiteurs 

sélectifs de la recapture de la sérotonine (fluvoxamine, fluoxétine, paroxétine, sertraline) 

peuvent au contraire augmenter les taux plasmatiques de méthadone avec risque de dépression 

respiratoire. Le Clinicien informé des propriétés pharmacocinétiques de la méthadone et des 

interactions médicamenteuses possibles, se tournera logiquement vers le suivi pharmaco-

thérapeutique de la méthadone afin de réussir l’approche thérapeutique substitutive. Une 

réponse insuffisante au traitement, posant la question de l’observance ou de l’existence 

possible d’interactions médicamenteuses, ou à l’inverse, une réponse excessive avec 

apparition de manifestations indésirables, correspondent à des situations qui nécessitent la 

réalisation de dosages sanguins de la méthadone.  

Depuis de nombreuses années, le suivi thérapeutique pharmacologique des patients sous 

thérapie substitutive par méthadone est réalisé dans notre laboratoire. Aujourd’hui, 5 patients 

en moyenne sont suivis régulièrement au sein de notre Institution. La détermination des 

concentrations sanguines résiduelles de méthadone est réalisée au moyen d’un 

chromatographe gazeux couplé à un spectromètre de masse. La méthode développée permet, 

après une extraction en phase liquide et dérivatisation par un mélange de BSTFA-TMCS   

(99-1 ; v/v), la détection et la quantification de la méthadone et de l’EDDP, son principal 

métabolite, pharmacologiquement inactif. La sensibilité analytique a été fixée à 10 ng/mL 

pour les deux produits recherchés et la spécificité est garantie par l’usage de la spectrométrie 

de masse. L’intervalle de dosage s’étend de 10 à 800 ng/mL, englobant de la sorte les 

concentrations thérapeutiques généralement admises, comprises entre 150 et 400 ng/mL. Pour 

certains auteurs, la valeur cible serait de 400 ng/mL [23]. Des concentrations résiduelles de 

méthadone inférieures à 100 ng/mL sont considérées comme inefficaces, alors que les valeurs 

supérieures à 600 ng/mL (ou 800 ng/mL pour les plus tolérants) correspondent à un surdosage 

avec manifestations indésirables [103].   

 

Actuellement, au vu des considérations évoquées et développées précédemment, les 

Cliniciens peuvent et devraient utiliser les concentrations plasmatiques de la méthadone 

comme indicateurs thérapeutiques en complément de l’examen clinique et de l’anamnèse.  
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Au total, la généralisation d’un suivi thérapeutique pharmacologique de la méthadone pourrait 

incontestablement améliorer le traitement des patients héroïnomanes en adaptant la posologie 

de manière la plus optimale (400 ng/mL est une concentration sérique rarement atteinte avec 

des doses de 60 à 80 mg généralement prescrites en milieu liégeois) et pourrait réduire de la 

même façon la toxicité de la méthadone, parfois importante car responsable d’issue fatale. En 

outre, avec le suivi thérapeutique, le Clinicien sera beaucoup aidé dans sa décision, confronté 

à une demande de modification de posologie (parfois irrationnelle). Il pourra ainsi expliquer 

des effets indésirables apparaissant, même à de faibles doses, et vérifier la compliance du 

patient au traitement.  

 

V. 3. Le bupropion 

 

Le bupropion, dont la toxicité est importante, doit faire l’objet d’une attention particulière. 

Son utilisation est limitée au traitement de certaines formes de dépressions et au traitement du 

sevrage tabagique. Les recommandations internationales de la Food and Drug Administration, 

soutenues par les agences de pharmacovigilance, recommandent de n’utiliser le médicament 

qu’après exclusion de certaines pathologies telles convulsions, troubles bipolaires, sevrage 

alcoolique, anorexie, boulimie ou encore insuffisance hépatique sévère [104]. La crise 

convulsive généralisée, dont l’incidence est estimée à 0.1% pour des posologies journalières 

de 300 mg habituellement recommandées, constitue l’effet indésirable le plus grave et le plus 

redouté. La survenue de ces crises tonico-cloniques, dose dépendantes (l’incidence passe à 

0.4% pour des doses quotidiennes de 450 mg), a conduit au retrait du médicament dans les 

années 80 [105]. Aujourd’hui, son usage thérapeutique doit logiquement être accompagné 

d’un suivi thérapeutique pharmacologique, ce qui est d’ailleurs conseillé par la « National 

Academy of Clinical Biochemitry » [1].  

Le bupropion subit un métabolisme hépatique important avec formation de trois métabolites à 

activité pharmacologique : tout d’abord, l’hydroxybupropion (HB) formé par l’action du 

cytochrome P450 2B6, dont l’activité correspond à 50 % de celle du produit parent, et ensuite, 

deux diastérioisomères, le thréohydrobupropion (TB) et l’érythrohydrobupropion (EB), de 

formation non élucidée et dont l’activité correspond à 20% de celle du bupropion. Les trois 

métabolites contribuent donc à l’activité pharmacologique du médicament, d’autant qu’ils 

présentent, à l’équilibre du traitement, des concentrations plasmatiques supérieures à celle du 

produit parent. Les concentrations mesurées après la prise d’un seul comprimé de bupropion 
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de 200 mg vont de 126 à 388 µg/L pour le bupropion, de 94 à 486 µg/L pour 

l’hydroxybupropion et de 27 à 213 µg/L pour le thréohydrobupropion [106].  

Les effets du traitement sont dose dépendants. Cependant, la relation existant entre la quantité 

de bupropion administrée et ses concentrations plasmatiques est variable selon les patients. 

Elle dépend notamment du polymorphisme génétique du cytochrome P450 2B6, de la 

fonction rénale et surtout de la fonction hépatique expliquant l’apparition chez certains sujets 

de manifestations indésirables parmi lesquelles convulsions, tachycardie sinusale, 

hypertension, agitation et hallucinations. Le suivi thérapeutique pharmacologique du 

bupropion représente pour le Clinicien un outil précieux qui permet de prévenir ces 

manifestations indésirables.  

La méthode analytique développée au moyen du module de séparation Acquity UPLC couplé 

à un spectromètre de masse Quattro Premier répond aux critères retenus pour le suivi 

thérapeutique pharmacologique. La sensibilité et la spécificité de la technique garantissent la 

validité des résultats obtenus pour le bupropion et ses trois métabolites. La gamme de linéarité 

recouvre largement les taux infrathérapeutiques, thérapeutiques, et suprathérapeutiques, 

puisqu’elle s’étend de 5 à 1000 ng/mL pour le bupropion et de 10 à 2000 ng/mL pour les 

métabolites. Les trop rares dosages réalisés au laboratoire ont permis aux Cliniciens 

prescripteurs d’évaluer la compliance de leurs patients au traitement, ou d’objectiver par la 

mise en évidence de concentrations suprathérapeutiques,  des signes cliniques d’intoxication.  

  

V. 4. Le GHB 

 

Synthétisé et étudié par LABORIT dans les années 1960, il fut utilisé à cette époque comme 

agent anesthésiant. Aujourd’hui, le GHB est un produit dont l’utilisation thérapeutique est très 

limitée. En début d’année 2010, aucune spécialité pharmaceutique à base de GHB n’était 

commercialisée en Belgique. Dans le reste de l’Europe et aux Etats-unis, le GHB peut être 

utilisé dans le traitement de la narcolepsie associée à de la cataplexie et dans le sevrage des 

dépendances à l’alcool et aux opiacés. Le GHB est également employé comme agent 

anesthésiant, mais très rarement, principalement en neurotraumatologie et en obstétrique. En 

Belgique, il est prévu que le GHB fasse partie de l’arsenal thérapeutique la seconde moitié de 

l’année 2010, pour le traitement de la narcolepsie et de la cataplexie.   

Les usages détournés du GHB l’ont fait connaître au grand public. Tout d’abord, au début des 

années 1980, il a largement circulé dans le milieu du bodybuilding où il était utilisé pour ses 

propriétés anabolisantes. Ensuite, début  des années 1990, son utilisation a été plus fréquente 
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et notamment dans le but de nuire à autrui (vols, viols, extorsions de signatures). Il fut désigné 

sous le nom de « drogue du viol ». Ses propriétés de désinhibition et l’amnésie résultant de sa 

consommation expliquent la capacité de cette substance à soumettre chimiquement un 

individu. Dans un premier temps, le GHB provoque des états euphoriques proches de 

l’ivresse, et dans un second temps une forte sédation. De nos jours, dans les milieux festifs ou 

les « raves parties », il est consommé pour ses propriétés hallucinatoires et enivrantes. C’est 

pourquoi le GHB est depuis 2001 soumis à la législation sur les stupéfiants et dès lors son 

utilisation est évidemment spécialement règlementée.  

Que ce soit pour un usage festif ou lors d’un traitement médicamenteux, la prise de GHB peut 

entraîner une certaine toxicité. Evidemment, les consommations illicites sont les plus 

dangereuses et entraînent régulièrement des comas, avec risque de dépression respiratoire et 

d’issues fatales [55]. Sa toxicité a contraint les comités d’experts à recommander la 

supervision des traitements de la narcolepsie par des médecins spécialistes des troubles du 

sommeil [107]. Les principales manifestations indésirables observées lors de ces thérapies se 

résument à des nausées, vertiges, maux de tête, pertes de mémoire, mais aussi bradycardie, 

hypotension, hypothermie et troubles respiratoires. Le risque de déficience respiratoire est à 

prendre en considération en cas d’apnée du sommeil ou de consommation d’autres agents 

dépresseurs du système nerveux central (benzodiazépines, barbituriques, et …alcool !).  

Le traitement chronique au GHB peut entraîner une pharmacodépendance et un syndrome de 

sevrage à l’arrêt du traitement, avec des symptômes comparables à ceux décrits lors d’un 

sevrage à l’alcool traduisant anxiété, insomnie, hallucination, convulsions et délires.  

Que ce soit pour le traitement des dépendances à l’alcool ou de la narcolepsie, il est nécessaire 

d’utiliser de fortes doses de GHB sur une longue période de temps. Pour le sevrage 

alcoolique, des doses de 50 à 100 mg/kg de poids corporel, fractionnées en 3 à 6 prises au 

cours des 24 heures, sont utilisées [108]. Pour la narcolepsie, la dose quotidienne est comprise 

entre 4.5 et 9 g, fractionnée en 2 prises égales, la première au coucher, la deuxième deux 

heures et demie à quatre heures plus tard [107]. Une posologie de 9 g par nuit est considérée 

comme la plus efficace pour combattre la cataplexie. Malgré un profil de tolérance 

relativement bon, les doses thérapeutiques les plus élevées correspondent logiquement aux 

doses potentiellement toxiques. Des comas accompagnés de dépression respiratoire et 

convulsions, voire d’une issue fatale, ont été décrits à partir de doses supérieures à 50 mg/kg 

de poids corporel [109].   

Puisque le GHB est actuellement peu utilisé en thérapeutique, le suivi thérapeutique 

pharmacologique est rare. Mais dans la mesure où le GHB fera prochainement son apparition 
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sur le marché belge et qu’il est beaucoup plus souvent l’objet d’une utilisation détournée, le 

développement d’une méthode de dosage s’imposait. Cette technique doit répondre aux 

caractéristiques habituelles des méthodes appliquées au suivi thérapeutique pharmacologique, 

et notamment elle doit présenter une grande sensibilité puisque le GHB se retrouve 

rapidement dans le sang à des concentrations relativement basses, en raison de sa demi-vie 

biologique très courte, de l’ordre de 27 minutes [110; 111].   

La technique analytique développée et validée au laboratoire permettant le dosage du GHB 

s’appuie sur la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS). Elle 

permet la mise en évidence du GHB se trouvant dans le sang à de très faibles concentrations, 

puisque les limites de détection et de quantification du produit ont respectivement été fixées à 

1 et 2.5 µg/mL. L’intervalle de linéarité du dosage, déterminé entre 2.5 et 80 µg/mL, répond 

parfaitement aux besoins du suivi thérapeutique pharmacologique. En effet, pour des doses de 

50 mg/kg, les concentrations sanguines maximales mesurées étaient de 83.1 µg/mL. Mais six 

heures seulement après l’ingestion du médicament, les concentrations plasmatiques mesurées 

étaient inférieures au taux physiologique de 1.5 µg/mL [46; 112].  

La méthode développée apporte aux Cliniciens le moyen d’évaluer les traitements à base de 

GHB. Aujourd’hui utilisée dans notre laboratoire pour la mise en évidence d’intoxications, 

volontaires ou non, cette technique est d’ores et déjà disponible pour la réalisation du suivi 

thérapeutique pharmacologique du GHB, lorsque ce dernier sera commercialisé dans notre 

pays.   

 

V. 5. Les sulfamidés hypoglycémiants 

 

La glycémie, et plus particulièrement l’hémoglobine glyquée, sont d’excellents indices 

biologiques pour contrôler l’efficacité du traitement par sulfamidés hypoglycémiants. En cas 

de surdosage, conduisant à des concentrations suprathérapeutiques de sulfamidés 

hypoglycémiants, l’hypoglycémie sévère constitue la principale manifestation indésirable. On 

estime à 1 pour cent le nombre de patients diabétiques traités par sulfonylurées qui présentent 

chaque année une hypoglycémie sévère, c’est-à-dire nécessitant l’intervention d’un tiers [60]. 

Les épisodes hypoglycémiques sont le plus souvent la conséquence d’une erreur de prise de 

médicament ou d’une inadéquation entre alimentation et importance de l’effort physique 

d’une part et d’autre part la quantité de médicament hypoglycémiant absorbée. L’interaction 

médicamenteuse, notamment si les sulfamidés hypoglycémiants sont associés à des 

substances fortement liées aux protéines plasmatiques (anticoagulants oraux, fibrates, …), 
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l’insuffisance rénale, et dans une moindre mesure l’insuffisance hépatique, sont des 

circonstances pouvant expliquer une augmentation de l’effet thérapeutique. Le suivi 

thérapeutique pharmacologique des sulfonylurées peut apporter une réponse étiologique aux 

hypoglycémies apparaissant chez les sujets traités par ces médicaments, mais aussi, il peut 

permettre de vérifier la compliance du patient diabétique à son traitement. Enfin, le suivi 

thérapeutique pharmacologique peut s’avérer utile au diagnostic des hypoglycémies associées 

à un hyperinsulinisme endogène [113].   

En dehors du traitement antidiabétique par sulfonylurées, les deux principales causes 

d’hypoglycémies associées à un hyperinsulinisme endogène sont l’insulinome et 

l’hyperinsulinisme congénital. L’insulinome comprend la quasi totalité des hyperinsulinismes 

endogènes chez l’adulte et l’enfant de plus de cinq ans, alors que l’hyperinsulinisme 

congénital se révèle chez le nourrisson ou au cours de la petite enfance [73 ; 114]. Le 

traitement de ces pathologies extrêmement rares comprend le plus souvent une 

pancréatectomie, partielle en cas de formes focales, ou subtotale en cas de formes diffuses. 

Leur diagnostic s’appuie sur l’anamnèse du patient, l’examen clinique, l’imagerie médicale et 

les tests biologiques classiques, parmi lesquels il est indispensable d’ajouter la recherche de 

sulfamidés hypoglycémiants. Plusieurs études font état en effet de consommation 

volontairement excessive de médicaments insulinosécrétagogues pour induire un faux 

diagnostic d’insulinome [113; 115].   

 

La méthode analytique développée au laboratoire s’appuie sur la chromatographie liquide 

ultra performante couplée à la spectrométrie de masse tandem (UPLC/MS-MS). Elle autorise 

la recherche et le dosage simultanés de 11 sulfamidés hypoglycémiants, parmi lesquels on 

retrouve les cinq molécules commercialisées en Belgique (glibenclamide, gliclazide, 

glipizide, gliquidone et glimépiride), ainsi que d’autres produits aisément disponibles sur le 

marché mondial (acétohexamide, carbutamide, chlorpropamide, glibornuride, tolazamide et 

tolbutamide). A ces médicaments, s’ajoute le répaglinide, seul représentant de la classe des 

glinides, dont le mécanisme d’action sur la sécrétion d’insuline est identique à celui des 

sulfonylurées. La nécessité de disposer d’une technique analytique permettant la recherche du 

plus grand nombre possible d’agents responsables de sécrétion d’insuline est en effet 

indispensable pour exclure toute prise cachée et inavouée de ces médicaments. De plus, 

compte tenu de la rapidité avec laquelle certains de ces agents sont éliminés (12 à 24 heures), 

il est nécessaire de disposer d’une méthode présentant une bonne sensibilité. Le système 

UPLC/MS-MS répond parfaitement à ce critère puisque la validation de la méthode 
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développée annonce des limites de quantification de l’ordre de 10 ng/mL pour les différents 

agents pharmacologiques.  

Cette technique analytique est parfaitement adaptée au suivi thérapeutique pharmacologique 

des traitements par sulfonylurées ainsi qu’à la mise en évidence de prises clandestines de 

substances insulinosécrétagogues. Le suivi thérapeutique pharmacologique des sulfamidés 

hypoglycémiants permettra de protéger le patient de manifestations indésirables et de faire la 

distinction entre états d’hypoglycémie résultant d’un surdosage par sulfamidés 

hypoglycémiants et apparaissant en présence d’insulinome.  

 

V. 6. Les β-lactamines 

 

Les β-lactamines représentent une thérapeutique antimicrobienne dont le coût est relativement 

élevé, c’est pourquoi on lui confèrera une attention particulière. Dans nos pays industrialisés, 

le budget médicament a beaucoup augmenté au point de représenter aujourd’hui une fraction 

non négligeable du budget hospitalier. En 20 ans, le budget médicament est passé de 4% à 

10% du budget hospitalier, notamment en raison de la mise à disposition quasiment 

permanente de nouvelles molécules toujours plus onéreuses. Les conséquences financières de 

certaines évolutions médicales deviennent difficilement maîtrisables et les budgets consacrés 

aux soins de santé sont très importants. Pour l’année 2006, l’Union Européenne des 25 a 

consacré aux soins de santé en moyenne 7.76% de son PIB, avec un taux moyen de 8.6% du 

PIB atteint pour l’Union des 15 [116]. 

L’approche pharmacoéconomique revêt dans ce contexte évolutif un intérêt tout particulier et 

l’utilisation des β-lactamines doit être soumise à une analyse objective permettant  d’identifier 

la stratégie médicale possédant le meilleur rapport entre efficacité, tolérance et coût.  

A ce stade, il n’est pas inutile de rappeler que la pharmacoéconomie permet l’allocation 

optimale des ressources de santé sans envisager de limiter les dépenses. Il convient en fait 

d’analyser les coûts en fonction des résultats positifs de la thérapeutique sur la Santé.  

L’analyse économique complète devra théoriquement prendre en compte 3 sortes de coûts. 

Tout d’abord, il faudra considérer des coûts directs, correspondant à la valeur de l’ensemble 

des ressources consommées liées à la prise en charge de la pathologie (médicaments, 

hospitalisation, examens de laboratoire et de radiologie, …). Ensuite, on examinera les coûts 

indirects, recouvrant principalement les pertes de productivité du patient et aussi de son 

entourage. Enfin, on appréciera les coûts intangibles représentant la perte du bien-être du 

patient et de son entourage lié à la maladie, c’est-à-dire les coûts humains et psychologiques 
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de la maladie.  Dans l’étude que nous avons réalisée auprès de patients hospitalisés dans les 

unités de soins intensifs et sous thérapie par ceftazidime, on devra se limiter évidemment à 

juger les coûts directs du traitement par β-lactamines et tout spécialement à identifier 

l’économie possible par une adaptation pharmacologique optimale. 

L’efficacité du traitement pour les β-lactamines est maximale lorsque leur concentration 

plasmatique à l’équilibre atteint 4 à 5 fois la concentration minimale inhibitrice (CMI) des 

germes responsables de l’infection [86-88]. En retenant cette théorie démontrée sur cultures 

de cellules in vitro, on admet que toute dose correspondant à des concentrations supérieures à  

4 à 5 CMI est excessive et entraîne dès lors un coût inutile. 

Sur base de l’analyse des résultats des β-lactamines obtenus chez 20 patients séjournant dans 

des unités de soins intensifs et présentant une insuffisance rénale dans la moitié des cas, on 

peut dire que : 

 

o pour les 10 patients à fonction rénale normale, le suivi thérapeutique 

pharmacologique a montré que 2 patients seulement avaient un traitement bien 

adapté. Mais dans 7 cas, les doses de ceftazidime utilisées étaient trop 

importantes. Un seul patient recevait une dose insuffisante. Ainsi, sur base de 

cette étude rétrospective limitée (ce qui ne permet pas des conclusions 

statistiques, mais qui fournit une orientation), une adaptation posologique 

appuyée sur le suivi thérapeutique pharmacologique aurait permis une 

réduction globale des quantités de ceftazidime de 24.6 % ; 

 

o pour les 10 patients atteints d’insuffisance rénale, les modifications à 

appliquer au traitement étaient encore plus significatives puisque le suivi 

thérapeutique pharmacologique démontrait la possibilité d’une réduction de 

47.3% des quantités de ceftazidime utilisées.  

 

Si on tient compte de la consommation globale de ceftazidime dans notre CHU (155 flacons 

de Glazidim® 1 g et 3266 flacons 2 g ont été consommés durant l’année 2009) et si on admet 

par extrapolation de nos résultats qu’on aurait pu réduire la consommation globale de ces 

médicaments de 24.6%, on comprend aisément qu’en appliquant le suivi thérapeutique 

pharmacologique, les économies financières peuvent être très significatives puisque le budget 

Glazidim® pour 2009 est évalué à 79076 euros.  
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