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I-Introduction: 
 
 
 
La consommation de cannabis soulève de nombreux enjeux importants en matière 

de santé publique, juridique et médico-légale. Son usage entraine des risques 

sanitaires significatifs notamment lors de l’exposition prénatale (effets néfastes sur le 

développement du fœtus), du petit enfant (problèmes cognitifs et comportementaux 

à long terme) ainsi que des effets sur la santé mentale (schizophrénie, dépression). 

La substance peut exposer l’utilisateur régulier à une dépendance, accompagné de 

symptômes de sevrage. Cette situation soulève de nombreuses questions juridiques 

complexes, notamment en matière de sécurité routière avec un risque accru 

d'accidents, de responsabilité pénale nécessitant une évaluation précise de 

l'intoxication lors de crimes. Ainsi que pour la protection des mineurs où l'exposition 

au cannabis, qu'elle soit passive ou active, pose des questions cruciales sur la 

responsabilité parentale. Les aspects médico-légaux liés au cannabis sont 

nombreux : cas d'empoisonnements intentionnels ou accidentels au cannabis et en 

toxicologie post-mortem où la détection et la quantification des cannabinoïdes dans 

les tissus sont essentielles pour déterminer le rôle potentiel de la substance dans les 

décès. 

Au sein du Laboratoire de Pharmacocinétique et Toxicologie, le dosage des 

principaux phytocannabinoïdes : Δ9-tétrahydrocannabinol (THC) et ses métabolites, 

ainsi que le cannabidiol (CBD); est une analyse effectuée par chromatographie 

liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) depuis 

plusieurs années sur des matrices telles que l’urine, la salive et le sang. Le 

laboratoire a pour projet de mettre en place depuis un certain temps le dosage de 

ces substances dans la matrice capillaire, car cette dernière fait l’objet d’une 

préparation, mise en place protocolaire et interprétation différente du résultat 

toxicologique. Elle présente plusieurs avantages :  une capacité unique de stockage 

à long terme des substances étrangères contrairement au sang, la possibilité de 

dater une exposition ou de faire une analyse chronologique de la prise d’une 

substance.  

Le premier objectif vise donc à développer l'analyse des échantillons sur cette 

matrice. Les efforts précédents n'avaient pas abouti en raison d'une sensibilité 

insuffisante, principalement due à l'ancienneté de l'équipement LC-MS/MS actuel 
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(avec une détection de l’ordre du microgramme). L’arrivée au laboratoire du nouvel 

appareil GC-MS/MS Shimadzu-®TQ8050NX a pour but de pallier ces contraintes par 

de meilleures performances analytiques (sensibilité, spécificité…) avec une détection 

de concentrations allant jusqu'au nanogramme/picogramme. 

 

Le second objectif consiste à transférer les analyses de sang, d'urine et de salive, 

actuellement réalisées sur la LC-MS/MS, vers ce nouvel instrument récemment 

acquis par le laboratoire. Cet objectif ne découle pas à proprement parler 

d’impératifs techniques mais plus d’une volonté de regrouper l’ensemble des 

dosages des cannabinoïdes sur le même appareil. 

Nous avons alors effectué avec l’équipe du laboratoire le développement et la 

validation analytique du dosage des cannabinoïdes dans l’idée d’étoffer le panel 

d’analyses toxicologiques disponibles au CHU de Toulouse. Le dosage des 

cannabinoïdes dans différentes matrices biologiques permet de distinguer une 

exposition active d'une exposition passive au cannabis, d'évaluer la chronicité de la 

consommation (usage unique ou usage régulier) et d'aider à l'interprétation des 

résultats dans des contextes cliniques et médico-légaux complexes. Ces avancées 

analytiques facilitent le travail des biologistes et des cliniciens en fournissant des 

données plus précises et fiables sur l'exposition au cannabis, contribuant ainsi à une 

meilleure prise en charge des patients et à une application plus juste de la loi. 
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II-Etat de l’art de l’exposition humaine au cannabis : 
 
 

1) Origine du cannabis 
 
 
Le cannabis est une plante originaire d'Asie centrale ou d'Asie du Sud faisant partie 

de la famille des Cannabaceae. Elle est communément appelée Chanvre ou 

Cannabis sativa L. et il en existe trois sous-espèces : le Chanvre industriel qui a une 

utilisation commerciale et industrielle, le Chanvre indien connu pour ses effets 

psychotropes et le Chanvre sauvage1 . Il s’agit d’une substance peu à peu 

réglementée voire interdite au cours du XXe siècle et encore actuellement au cœur 

de nombreux débats. 

Il se caractérise physiquement par une taille moyenne, des pales larges avec une 

ramification importante (Figure 1) et sa concentration en principes actifs dépend du 

climat et de l'environnement dans lesquels la plante a évolué 2. L'herbe de cannabis 

contient plus de 400 composés, dont plus de 60 cannabinoïdes : ces composés sont 

des méroterpènes à substitution aryle uniques (Figure 2). Le▵ 9 -

tétrahydrocannabinol (THC), le cannabidiol (CBD) et le cannabinol (CBN) sont les 

substances chimiques plus répandues et sont produites par des glandes 

spécialisées présentes sur les parties aériennes de la plante (dans les tiges, les 

feuilles, les fleurs et les graines). L’agent psychoactif le plus puissant est le THC, 

celui-ci se décompose lorsqu'il est exposé à l'air, à la chaleur ou à la lumière.  

 

             

                       
 
 

Figure 1 : Structure du cannabis3 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Asie_centrale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asie_du_Sud
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cannabinaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chanvre_industriel
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chanvre_indien
https://fr.wikipedia.org/wiki/Psychotrope
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chanvre_sauvage
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cannabidiol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cannabinol
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Δ-9-tétrahydrocannabinol (THC) 

 

 

  Cannabinol (CBN)     Cannabidiol (CBD) 

 

 

                   
 
Acide 11-nor-delta 9-THC-carboxylique (THC-COOH)        11-hydroxy-delta 9-tétrahydrocannabinol (11-OH-THC) 
                           
 
 
  Figure 2 : Principaux cannabinoïdes, principaux métabolites et leurs structures 4 

 

 

Le cannabis se consomme principalement sous forme d'herbe et de résine (le 

haschisch ainsi que le skuff, dérivé du cannabis obtenu par un tamisage plus 

grossier que le haschich), et plus rarement sous forme d’huile. Ces deux premières 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Skuff
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formes se fument généralement sous forme de « joint », « pétard » ou se vapotent 

(pipe à eau, vaporisateur, chicha) afin d’éviter les effets de la combustion. Il est 

parfois consommé cuit dans des biscuits, gâteaux ou bu sous forme d'extrait, 

infusion pour la dernière forme. La teneur en THC varie énormément entre les 

différentes sources et préparations de cannabis (Figure 3). La marijuana regroupe 

les fleurs séchées pour leur taux élevés en THC ou autres cannabinoïdes. 

 

 

 

 
 
Figure 3: Concentrations moyennes de cannabinoïdes dans 35 312 préparations à base de 

cannabis confisquées aux États-Unis entre 1980 et 1997 5 

 
 
Il ne convient pas de l’utiliser par voie intraveineuse car il est relativement insoluble 

dans l’eau. 

 
 

2) Epidémiologie 
 
 

a. En France 
 

 

Le cannabis ainsi que le THC et ses dérivés sont des produits et substances classés 

comme stupéfiants et leur usage est interdit, conformément à l’arrêté du 22 février 

1990, dont les dispositions ont été intégrées dans le Code pénal et le Code de la 

santé publique6.  

En 2020, le cannabis demeure de très loin le produit illicite le plus expérimenté en 

France, près de la moitié des adultes (46%) en ont déjà consommé mais sa diffusion 

reste stable depuis 2017 (45% en 2017). De plus, la proportion des usagers réguliers 

(au moins 10 fois dans le mois) apparaît en léger recul, passant de 3,6% en 2017 à 

3,2% en 2020 7. La consommation de cannabis reste globalement plus importante 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Marijuana
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fleurs
https://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9trahydrocannabinol
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parmi les moins de 35 ans, néanmoins l’âge moyen des usagers actuels de cannabis 

ne cesse d’augmenter en passant de 25,1 ans à 32,8 ans entre 1992 et 2021. Cette 

tendance est la conséquence de deux phénomènes cumulés. D’une part, le 

vieillissement des générations d'adultes (qui ont actuellement entre 40 et 50 ans) qui 

déclaraient consommer à la fin des années 1990, et dont une partie a continué de 

consommer. Et d’autre part, l’arrivée dans les âges de consommation de la 

génération née dans les années 2000 qui se révèle moins consommatrice que les 

précédentes : en 2022, moins de trois adolescents de 17 ans sur dix ont déjà fumé 

du cannabis au cours de leur vie (29,9 %)8. Cette prévalence est la plus basse 

jamais enregistrée depuis 2000 dans l’Enquête sur la santé et les consommations 

lors de l’appel de préparation à la défense (ESCAPAD) alors qu’elle était aux 

alentours de 40 % en 2017 et 50 % en 2002 9. Selon l’OFDT, la consommation de 

cannabis en France métropolitaine présente des disparités régionales marquées. 

Les régions du nord et du centre affichent des taux d'expérimentation et d'usage de 

cannabis inférieurs à la moyenne nationale. À l'inverse, les régions du sud et de 

l'ouest du pays montrent une prévalence plus élevée avec un niveau 

d’expérimentation supérieur à la moyenne. 

 

La loi du 26 décembre 2023 de financement de sécurité sociale pour 2024 qui 

prévoit une ATU par l'Agence nationale de sécurité du médicament (ANSM) pour les 

médicaments à base de cannabis peut remettre en cause ces chiffres dans un futur 

proche. Néanmoins, il est relativement facile de distinguer sur le plan 

épidémiologique cet usage par rapport à un usage récréatif, non médicamenteux. 

 

b. Dans le monde  

 

Le cannabis reste la drogue la plus consommée dans le monde : en 2020 celle-ci 

était utilisée par 209 millions de personnes (15-64 ans ; devant les opiacés et les 

amphétamines), avec une augmentation du nombre d’usagers depuis 2010 (plus de 

23%). En janvier 2022, les dispositions légales autorisant la production et la vente de 

cannabis à des fins non médicales ont été approuvées au Canada, en Uruguay et 

dans 21 juridictions des Etats-Unis. Elles semblent avoir accru l’augmentation de 

https://www.ofdt.fr/enquetes-et-dispositifs/escapad/
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l’usage quotidien déclaré de cette drogue, notamment sur l’usage de produits à 

haute teneur en THC 10. Dernièrement, c’est l’Allemagne qui donne son feu vert à 

l’utilisation récréative du THC (1 avril 2024). En revanche, la prévalence de l’usage 

de cannabis chez les adolescents n’a pas beaucoup évolué. 

 

3) Pharmacocinétique des cannabinoïdes 
 
 
a. Sang, urine, salive 

 
 

Le THCA-A (acide delta-9-tétrahydrocannabinolique A) est le précurseur 

biosynthétique non psychoactif du THC et le principal cannabinoïde de la 

plante. Quand cette substance est chauffée (pendant le fumage) ou utilisée en 

condition alcaline, elle subit une décarboxylation la convertissant en THC. Le THCA-

A est également transformé en THC dans la plante au cours du temps.  

Les cannabinoïdes sont dégradés dans l’estomac puis métabolisés dans le foie. Le 

métabolite majeur (via oxydation catalysée par des enzymes du complexe 

cytochrome P450) est le 11-OH-THC (11-hydroxy-delta 9-tétrahydrocannabinol) qui 

peut être plus puissant que le THC lui-même et être responsable de certains des 

effets du cannabis. Le 11-OH-THC est ensuite transformé en THC-COOH (ou acide 

11-nor-delta 9-THC-carboxylique) qui est inactif. Ce dernier est rapidement conjugué 

à l’acide glucuronique, formant THC-COOH-glucuronide.  

Environ 50% du THC contenu dans un joint d'herbe de cannabis est inhalé dans la 

fumée principale ; presque tout est absorbé par les poumons et pénètre rapidement 

dans la circulation sanguine pour atteindre le cerveau en quelques minutes. Le 

volume d'inhalation, le nombre, la durée et l'espacement des bouffées influencent ce 

degré d’exposition 4. La Cmax par inhalation est de 10 minutes pour le THC, 30 

minutes pour le 11-OH-THC et 2h pour le THC-COOH 11. 

L'absorption du cannabis par voie orale est nettement moins efficace avec des 

concentrations sanguines équivalentes à seulement 25-30% de celles obtenues en 

fumant la même dose. Cette différence s'explique en partie par le métabolisme de 

premier passage entérohépatique, qui transforme une grande partie du THC en 11-

OH-THC avant qu'il n'atteigne la circulation sanguine générale.   

https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/medicine-and-dentistry/glucuronic-acid
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Le THC est une substance extrêmement soluble dans les lipides avec une 

séquestration dans les graisses atteignant une concentration maximale en 4/5 jours 

(Figure 4), s’en suit un relargage dans d'autres compartiments du corps. 

 

 

 
 
                                                  Figure 4 : Répartition du THC dans le corps 12 

 
 
 
La majeure partie du THC se trouve dans le plasma sanguin avec une liaison aux 

protéines plasmatiques de 95 à 99% 13 14. Le Vd à l’état d’équilibre (qui correspond 

au volume fictif dans lequel la substance devrait être répartie pour être à la même 

concentration que dans le plasma) peut atteindre 3,4 L/Kg soit presque 20 fois 

supérieur au volume plasmatique lorsque la majorité se trouve dans les tissus15. La 

libération lente de THC à partir des compartiments de stockage des lipides ainsi 

qu’une circulation entérohépatique importante contribuent à une longue demi-vie 

terminale du THC avec deux pics plasmatiques. La demi-vie d'élimination tissulaire 

du THC est d'environ 7 jours 16 17 pour les consommateurs fréquents et de 20 à 36 

heures pour les consommateurs peu fréquents 4 18 19.  

Les métabolites sont principalement excrétés dans l'intestin à partir duquel ils sont 

réabsorbés, prolongeant encore leur action, puis dans les fèces (65%). Si 

l’élimination du sang est rapide (fenêtre de détection de 12 à 24 heures suivant le 
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degré de consommation), l’élimination de l’organisme est très lente (jours à 

semaines).  

Au niveau urinaire, le THC est éliminé principalement sous forme THC-COOH-

glucuronide. Cette élimination est mineure en raison d'une liaison protéique 

importante des cannabinoïdes.  

Falck 20 , Cone et Johnson 21 ont mis en évidence de nombreux facteurs influençant 

ces concentrations urinaires : les quantités d’eau bues avant la collecte de l’urine, la 

quantité d’urine évacuée et le moment de l’absorption du cannabis par rapport à la 

miction, la durée et la fréquence de l’exposition à la fumée, les caractéristiques 

rénales. De plus, les méthodes d’inhalation du cannabis peuvent également modifier 

les niveaux d’exposition des non-fumeurs (contamination involontaire ou inhalation 

passive) 22 : le THC-COOH peut être détecté dans leur urine environ 1 heure après 

l’exposition. Les concentrations urinaires maximales de THC-COOH sont plus 

rapides pour les fumeurs (entre 4 et 5 heures, Figure 5) chez qui, le délai moyen 

jusqu’au dernier résultat positif était de 31,5 jours pour les consommateurs 

fréquents23.  

 

           
 

 

Figure 5 : Concentrations urinaires moyennes de THC, 11-OH-THC et THC-COOH chez 8 huit 

ayant une consommation légère de marijuana après avoir fumé une cigarette contenant 27 mg 

de THC 24  

 

 

https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/medicine-and-dentistry/urinary-system
https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/science/article/pii/S0379073816304935#bib0200
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Le THC se concentre également dans le lait maternel à partir du plasma maternel en 

raison de sa haute lipophilie. Les concentrations retrouvées dans le sang fœtal se 

rapprochent de celle du sang maternel, tandis que le 11-OH-THC et THC-COOH 

traversent le placenta beaucoup moins efficacement. 

Quant au CBD, il s’agit d’un constituant naturel non psychoactif présent également 

dans le chanvre. Sa biodisponibilité après inhalation est de 31% 25 avec un 

métabolisme similaire à celui du THC. Le CBD ne se transforme pas en THC lors de 

l'exposition à la chaleur pendant la consommation par inhalation, ni par le 

métabolisme humain (à la différence du rat26). La clairance plasmatique, la demi-vie 

plasmatique, la Cmax et les taux d’excrétions urinaires sont similaires à ceux du 

THC, mais il possède un Vd supérieur (30 L/Kg).  

 

 
b. Cheveux 

 
 

b.1 ) Physiologie et interêt de la matrice capillaire  
 

 
La recherche de toxiques et plus particulièrement des cannabinoïdes dans le cheveu 

trouve son intérêt aussi bien dans un contexte d’analyse médico-légale (parmi 

lesquelles on peut citer de manière non exhaustive les suspicions de soumissions 

chimiques, toxicologie post mortem…) que dans un contexte juridique, médical (suivi 

de consommation des patients en psychiatrie), de santé publique (expositions des 

mineurs…). 

Un cheveu est une fibre constituée de cellules kératinisées qui forment ensemble 

trois structures concentriques : la cuticule, le cortex et la moelle (ou médulla) (Figure 

6.a). La cuticule est la partie extérieure la plus vulnérable aux attaques chimiques et 

mécaniques (notamment les variations climatiques et thermiques ; les traitements 

cosmétiques 27). Les cheveux proviennent du follicule pileux (Figure 6.b) situé à 3–5 

mm sous la surface de la peau est entouré d'un riche système capillaire qui fournit 

aux cheveux en croissance le matériel métabolique nécessaire. Les cheveux 

poussent selon un cycle composé des phases anagène (croissance active), 

catagène (transition) et télogène (repos) (Figure 7). La phase de croissance dure 

plusieurs mois à plusieurs années, période où laquelle les cellules du bulbe pileux se 

multiplient rapidement. La phase catagène est une phase de transition qui dure 2 à 3 
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semaines, le bulbe pileux se rétracte et la croissance cellulaire se stoppe. La phase 

télogène est une phase de repos de 2 à 4 mois, le cheveu finit par tomber et un 

nouveau cycle démarre avec le développement d’un nouveau cheveu dans le 

follicule. La longueur individuelle des cheveux dépend de la durée de chaque phase 

et du taux de croissance propre à l’âge de l’individu (environ 85 % des cheveux du 

cuir chevelu adulte sont en phase de croissance et les 15 % restants en phase de 

repos) 28, leur vitesse de pousse varie de 0,6 à 1,4 cm par mois en général.  

Le cheveu se distingue qualitativement des autres échantillons biologiques tout en 

étant complémentaire. Il présente plusieurs avantages : sa collecte est moins 

invasive et intrusive que celle du sang ou de l'urine. De plus, l'échantillon de cheveux 

peut être conservé à température ambiante et stocké indéfiniment grâce à l'extrême 

stabilité des xénobiotiques en l'absence de lumière et d'humidité, néanmoins un 

gonflement des cheveux peut se produire au congélateur. Sa fenêtre de détection 

des cannabinoïdes est plus longue (mois voire années) que le sang et l’urine (jours 

voire semaines) : le dosage peut donc être effectué longtemps après un incident par 

rapport aux autres prélèvements dont l’analyse est limitée par le temps car la drogue 

et ses métabolites sont éliminés du corps avant l’échantillonnage. Il est donc 

possible d'établir la chronologie d'une exposition en analysant plusieurs segments de 

cheveux, permettant ainsi de faire une datation précise d’un contact avec une 

substance. 
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6.a         

             

 

 

6.b    

 

 

 

Figure 6.a : Structure et constituants de la tige du cheveu humain 28      

Figure 6.b : Formation de cheveux dans un follicule à partir des cellules matricielles de la 

membrane basale jusqu'à la tige du cheveu mature 
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Figure 7 : Cycle des cheveux avec la physiologie des différentes phases 29 

 

 

La limite d’échantillonnage se porte principalement sur la disponibilité des cheveux 

(alopécie chimio-induite, calvitie, crâne rasé…), facteur limitant dans le contrôle de 

l'observance thérapeutique nécessitant d'envisager des méthodes alternatives ou 

complémentaires de contrôle. Les principaux inconvénients incluent la contamination 

externe (par exemple, le THC-A dans les cheveux provient exclusivement d'une 

contamination externe, principalement par transfert direct après manipulation de la 

plante, par les surfaces contaminées, ou par condensation de la fumée sur la tige du 

cheveu), la couleur naturelle des cheveux, les traitements capillaires, ainsi que des 

problèmes d'interprétation quantitative (qui seront détaillés ultérieurement). 

 

b.2 ) Voies d’incorporation du cannabis dans le cheveu  
 
 

D’après la littérature, il existe plusieurs mécanismes dans l'incorporation des 

cannabinoïdes dans la tige pilaire : 

- diffusion sanguine→ processus biologique actif 

- exposition à la sueur → processus biologique actif 

- exposition au sébum → processus biologique actif 

- diffusion à partir de la peau→ processus biologique actif 

- exposition environnementale à la fumée de cannabis → contamination externe 

- contact direct avec un objet ou une partie du corps contaminé → contamination 

externe 

https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/medicine-and-dentistry/sweat
https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/medicine-and-dentistry/sebum
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Les cannabinoïdes présents dans le sang peuvent s'incorporer aux cheveux en 

formation au niveau du bulbe pileux. Ces molécules ont tendance à être retrouvées 

dans les structures internes du cheveu, principalement le cortex et la médulla 4 17 30 : 

l’interprétation de l’analyse capillaire est basée sur ce modèle de diffusion. Aucun 

métabolisme supplémentaire ne se produit une fois que la substance et ses 

métabolites sont incorporés dans les cheveux en croissance 31, ils vont rester fixés 

dans le cheveu avec une excellente stabilité et en suivre la croissance 32. Ainsi, la 

durée de détection en mois de la substance dans le cheveu est en moyenne, 

équivalente à sa longueur en cm notamment au niveau du vertex postérieur (l'arrière 

du sommet du crâne) qui est la zone au niveau de laquelle la pousse des cheveux 

est la plus synchrone. Le THC est le composé le plus fréquemment détecté dans les 

analyses capillaires, suivi par le CBD, le CBN et le THC-COOH. Les concentrations 

de THC-COOH se situent généralement entre le femto et le picogramme par 

milligramme de cheveux, tandis que celles du THC et du CBD varient du 

microgramme au nanogramme. La présence des cannabinoïdes apparaitrait à partir 

de 5 jours après une consommation 33 et leur disparition peut s’observer en 3-4 mois 

(à l’exception du THC-COOH, pour lequel la disparition s’effectue en 7-8 mois) si le 

cheveu est soumis à des agressions. En effet, la durée des substances dans les 

cheveux normalement entretenus augmente en parallèle avec la polarité (les 

métabolites étant plus polaires). Le fait que le THC-COOH ne se trouve pas dans la 

fumée de cannabis signifie que sa présence dans les cheveux exclut la possibilité 

d'une exposition passive à l’environnement 34. Aucune concentration de THC-COOH 

n'a été détectée dans les cheveux, le liquide buccal et le sébum chez les fumeurs 

passifs 35. C'est pourquoi il est principalement recherché dans les analyses 

capillaires.  

Cependant, il est important de noter que les mécanismes de contamination externe 

compliquent l'interprétation des résultats. En effet, les cannabinoïdes stockés dans le 

sébum capillaire se diffusent le long de la tige du cheveu 36. Cette diffusion varie 

selon certaines caractéristiques : les cheveux longs, généralement plus âgés, sont 

souvent plus endommagés physiquement et chimiquement, ce qui les rend plus 

susceptibles d'absorber des contaminants externes. A l’inverse, les cheveux courts 

présentent généralement un niveau de contamination moindre : la cuticule externe 

est généralement moins poreuse, plus imperméable et leur lavage quotidien permet 

https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/medicine-and-dentistry/sebum
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une élimination plus efficace du sébum capillaire de la surface du cuir chevelu. En 

résumé, la longueur des cheveux, leur état de santé et leur exposition aux facteurs 

externes influencent directement leur niveau de contamination.  

De plus, la concentration de drogues dans les cheveux est influencée par leur 

pigmentation qui est responsable de leur couleur : l’importance des concentrations 

capillaires est positivement corrélée à la concentration en mélanine 37. Le THC, plus 

neutre et lipophile n’est pas fortement lié à la mélanine, ce qui entraîne des 

concentrations beaucoup plus faibles de THC dans les cheveux par rapport à 

d’autres stupéfiants comme la cocaïne et la méthamphétamine (drogues basiques) 

qui se concentrent dans les cheveux en raison de leur liaison ionique à la mélanine 

et de leur alcalinité. D’autant qu’il faut prendre en compte qu’initialement le taux 

d’incorporation capillaire est très faible, multiple et complexe.  

Pour ces raisons, une méthode très sensible pour la détection précise des 

cannabinoïdes dans les cheveux et en particulier le THC-COOH est nécessaire afin 

d’obtenir des preuves de consommation et d’éliminer tout doute de contamination. 

 

 

c. Pharmacodynamie   

 

 

Sur le plan taxonomique, le terme cannabinoïde peut comprendre les 

phytocannabinoïdes et endocannabinoïdes qui se distinguent par leur origine, leur 

production et leurs effets. Les premiers proviennent de la plante et produisent des 

effets psychoactifs plus prononcés tandis que les seconds sont synthétisés par le 

corps à la suite de stimuli spécifiques et permettent de maintenir une homéostasie 

cellulaire. 

Les systèmes cannabinoïdes endogènes du corps comprennent :   

 -les endocannabinoïdes, ligands physiologiques pour les récepteurs 

cannabinoïdes38. 

- l'amide hydrolase ou la monoacylglycérol lipase qui synthétisent et dégradent les 

endocannabinoïdes. 

-les récepteurs cannabinoïdes spécifiques CB1 et CB2. Le récepteur CB1 a une 

action sur le système de la récompense via augmentation de la libération de 

dopamine par le noyau accumbens et le cortex préfrontal entrainant un effet 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ligand_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrolase_des_amides_d%27acides_gras
https://fr.wikipedia.org/wiki/Monoacylglyc%C3%A9rol_lipase
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euphorisant, alors que les récepteurs CB2 n’ont pas d’activité psychique. Les 

phytocannabinoïdes interagissent essentiellement avec ces deux récepteurs.  

Après inhalation, les effets psychotropes sont perceptibles en quelques secondes et 

pleinement apparents en quelques minutes, atteignant un maximum 15 à 30 minutes 

après la consommation. Au contraire, après ingestion, le début des effets est retardé 

mais leur durée est prolongée en raison d'une absorption lente et continue par 

l'intestin, avec un maximum atteint après 3 heures15. Il est particulièrement important 

de souligner qu'une exposition intense à la fumée de cannabis chez une personne 

non fumeuse peut provoquer des effets sensoriels, ainsi que des altérations du 

comportement, des capacités cognitives et des performances psychomotrices 

comparables à ceux ressentis par les fumeurs, surtout lorsque le cannabis est très 

puissant en raison de son effet dose-dépendant. Selon deux études, la relation entre 

la concentration de THC et ses effets n'est pas linéaire. Après inhalation, les niveaux 

de THC dans le sang baissent considérablement avant que les effets psychotropes 

les plus intenses ne se manifestent 39 ; tandis qu’après administration orale les effets 

psychotropes s’installent plus tardivement :  le « high » (effet psychotrope maximal) 

est généralement retardé de 1 à 3 heures par rapport à l’inhalation lorsque les 

concentrations plasmatiques ont déjà commencé à baisser 40. 

 

                               

  

 

 
Figure 8 : Diagramme de phase du « high » par rapport à la concentration de THC de 0 à 360 

minutes après l’ingestion orale de 15 mg de THC dans un biscuit au chocolat 40. 
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Sur la Figure 8, chaque point représente 30 minutes. La concentration plasmatique 

maximale de THC à 5.7 ug/L a été atteinte après 60 minutes, tandis que la sensation 

maximale de « high » a été noté 2 à 4 heures après la prise du cannabinoïde. De ce 

fait, il n’y a pas de corrélation entre les concentrations sanguines et les effets qui 

persistent alors que les concentrations dans le sang sont devenues très basses voire 

nulles, et ce, par n’importe quelle voie d’administration. En raison de la séquestration 

dans les graisses avec lente rediffusion et la présence de métabolites actifs, il existe 

une très faible relation entre les concentrations urinaires et le degré d'intoxication. 

En ce qui concerne les métabolites, le 11-OH-THC possède un spectre d'action 

similaire à celui du THC en ce qui concerne les effets psychiques et joue un rôle 

significatif dans les effets centraux du THC, surtout lors d'une consommation orale 41 

42 43. En revanche, le THC-COOH est un métabolite non psychotrope qui présente 

des propriétés anti-inflammatoires et analgésiques. Selon certaines études, il 

pourrait contrer les effets du THC 44 45 46. Des interactions peuvent survenir avec des 

médicaments qui se lient également aux protéines et qui sont métabolisés par les 

enzymes du complexe CYP, notamment le CYP2C9. Il a été observé que l'arrêt du 

tabac et du cannabis peuvent entraîner une augmentation des concentrations 

sanguines de la clozapine ou l'olanzapine. Cela s'explique par l'arrêt de l'induction de 

CYP1A2 par les hydrocarbures aromatiques polycycliques présents dans la fumée47.  

Le CBD est un puissant inhibiteur des enzymes CYP3A4 et CYP2D6 48. Cette 

interaction peut augmenter la concentration plasmatique des médicaments et ainsi 

accroître le risque d'effets secondaires ou de toxicité. 

  

 

d. Effets sur l’Homme 

 

 

L'exposition, qu'elle soit passive ou active, à la fumée de cannabis peut entraîner 

des effets sur le comportement et nuire aux compétences psychomotrices avec des 

répercussions sur le plan juridique, en santé publique. 

Les consommateurs recherchent principalement une altération de la perception 

(dyschromatopsie, altération spatiale et temporelle…) mais on retrouve un panel 

d’effets plus ou moins fréquents avec une variabilité interindividuelle : anxiolytique, 

sédatif, analgésique, réactions dysphoriques chez les sujets naïfs et 
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décompensation psychotique… Des troubles cardiovasculaires (infarctus du 

myocarde voire décès), une altération de la cognition et des performances 

psychomotrices (temps de réaction retardé ; défaut de mémorisation) sont 

rencontrés et se chronicisent avec l’utilisation répétée de la substance. Sur le plan 

respiratoire, la fumée de cannabis contient les mêmes composants que celle du 

tabac, à l'exception de la nicotine. Elle inclut du monoxyde de carbone, des irritants 

bronchiques, ainsi que des substances mutagènes et cancérigènes. Cette 

consommation chronique de cannabis est associée à la BPCO et à l’emphysème 49. 

De plus, il a été rapporté des effets immunosuppresseurs et endocriniens, des 

risques pour la reproduction, tant pour la mère pendant la grossesse et 

l'accouchement que pour le fœtus et le nouveau-né 50.   

Le syndrome de sevrage du cannabis présente des similitudes avec ceux de l'alcool 

et des opiacés, incluant des symptômes tels que l'agitation, l'insomnie et la perte 

d'appétit. Cependant, le risque de dépendance physique et psychique est 

relativement faible comparé à d'autres substances. La tolérance au cannabis est 

également comparable à celle observée avec les stupéfiants mentionnés, en raison 

d'une adaptation pharmacodynamique nécessitant des doses plus élevées pour 

obtenir les mêmes effets. Certains chercheurs suggèrent que les effets persistants 

du cannabis chez les gros consommateurs, même pendant les périodes 

d'abstinence pourraient être attribués aux résidus de THC et de 11-OH-THC qui 

demeurent dans le cerveau à la suite du relargage à partir du compartiment adipeux. 

Cela expliquerait la détection prolongée de THC-COOH dans l'urine et les éventuels 

flashbacks liés au cannabis 4. En ce qui concerne la toxicité aiguë, elle est 

extrêmement faible : aucun décès direct n'a été rapporté à la suite d'une 

consommation aiguë de cannabis 51. 

Le CBD est un psychotrope non addictogène en l’état actuel des connaissances, il 

est utilisé pour ses effets sédatifs, antiépileptiques, anxiolytiques, anti-dystoniques, 

antiémétiques et anti-inflammatoires. L’administration simultanée de CBD et de THC 

entrainerait un blocage significatif de plusieurs effets du THC, parmi lesquels la 

tachycardie, l’anxiété et d’autres altérations subjectives probablement en raison de 

l’interaction antagoniste du CBD au niveau du récepteur CB1 52. 

 

 

 



33 
 

e. Pédiatrie et matrice capillaire : un cas à part 

 

 

Cette partie fait l’objet d’une attention particulière de la part des chercheurs, 

toxicologues et cliniciens ; l’interprétation des résultats semblerait différente par 

rapport à la population adulte : il est donc important de prendre plus de précautions 

par rapport à l’interprétation et d’analyser le dossier patient dans son entièreté. La 

difficulté se trouve dans la distinction entre une contamination externe, une 

consommation aigue ou chronique de cannabis : l'analyse capillaire permet plus 

facilement d'identifier la présence d'une substance que d'en déterminer la quantité 

précise consommée dans ce contexte. 

Physiologiquement, les nourrissons peuvent perdre leur lanugo dans les mois qui 

suivent la naissance, ce qui peut compliquer la rétro-analyse. Leurs cheveux sont 

plus fins et plus poreux (rendant la procédure de décontamination inefficace) 53 54 

avec un taux de croissance différent de la vitesse de 1 cm par mois habituelle 

observée chez l'adulte. Chez l'enfant, la croissance des cheveux est plus lente et 

variable, car les différentes phases du cycle capillaire sont très irrégulières, alternant 

entre des périodes de croissance rapide et des périodes moins actives. Les follicules 

pileux en phase télogène retiennent les toxiques plus longtemps que ceux en phase 

anagène : ces toxiques sont retenus dans les parties proximales des cheveux 

pendant une période prolongée de plusieurs semaines voire mois, nécessitant une 

interprétation prudente des résultats. On retrouve aussi une excrétion rapide du 

toxique dans la sueur et le sébum. Ces caractéristiques peuvent être responsables 

d’une contamination externe (le risque de contamination par la sueur et la fumée 

ambiante est plus élevé que chez les adultes) des cheveux, tout le long de la mèche. 

Cela rend l'analyse segmentaire d'une période chronologique impossible, 

compliquant la détermination d'une utilisation chronique d'un composé détecté dans 

le sang ou l'urine des jeunes enfants, ou encore la distinction entre une utilisation 

chronique et une administration aiguë ou ancienne (empoisonnement)55. La diffusion 

axiale de la substance tout le long de la tige capillaire rendant impossible la datation 

est la conséquence de cette porosité 56 57 58. De ce fait, les seuils de positivité 

recommandés par la Society of Hair Testing pour identifier un usage chronique de 

stupéfiants chez l'adulte ne peuvent pas être utilisés pour différencier une exposition 

environnementale d'une administration chez l'enfant 59. 
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Néanmoins, la structure interne des cheveux est presque comme celle des adultes 

dès l’âge de 3 ans, avec un processus de maturation pouvant s'étendre jusqu'à la 

puberté à la suite de certains facteurs hormonaux, génétiques etc. Cela est suggéré 

par Rey-Salmon et Pépin 60  qui ont étudié le cas d’un enfant de 8 ans victime d’une 

soumission chimique pour une agression sexuelle. L’analyse des cheveux récoltés 

après 5 semaines a révélé la présence de diazépam uniquement dans le segment 

correspondant à la date des faits. Dans un autre cas, aucune diffusion des 

composés n’a eu lieu le long de la tige pilaire chez les enfants de plus de 34 mois 

environ alors que l’incorporation a été observée avant l’âge de 29 mois55. 

De plus, il a été montré que les cheveux positifs chez les nourrissons pouvaient être 

dus soit à une contribution in utero, soit à une exposition aiguë à des médicaments 

pendant l’accouchement. C’est le cas d’un nouveau-né de 1 jour, chez qui a été 

trouvé dans les cheveux deux composés, l’un provenant d’une exposition in utero 

(amisulpride, un neuroleptique administré à la mère au cours du premier trimestre et 

arrêté au cours du deuxième trimestre de la grossesse) et le second venant d’une 

exposition aiguë (lidocaïne administrée à la mère pendant l’accouchement) 55.  

Malgré ses limites, l’analyse capillaire chez l’enfant reste un outil précieux au sein 

d'un ensemble d'indicateurs diagnostiques. Il s’agit d’un élément complémentaire 

renforçant ou corroborant les observations cliniques et autres résultats d'examens. 
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III-Matériel et méthodes : 
 

 

1) Conditions analytiques 

 

a. GC-MS/MS 

 

 

 

 

 

                                                   Figure 9 : Principe de la GC-MS/MS 61 

 

 

Les travaux ont été réalisés sur un instrument de type chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS) (Figure 9). 

L'échantillon est vaporisé et injecté dans une colonne chromatographique où les 

différents composés sont séparés ; ces derniers entrent dans le spectromètre de 

masse où ils sont ionisés et fragmentés. Les ions produits sont détectés et les 

données sont traitées pour identification et quantification. 

Une condition préalable à la réalisation de GC-MS/MS est que la substance soit 

suffisamment volatile et stable à haute température. Ces difficultés sont notamment 

observées pour les molécules contenant des groupes amino (NH2), hydroxyle (OH) 

ou carboxyle (COOH) libres. Par conséquent, le cannabis doit généralement être 

dérivatisé avant analyse en GC-MS pour permettre une détection satisfaisante. 

L'étalon interne est ajouté à l'échantillon en concentration connue avant l'analyse. Il 

éprouve les mêmes sources de variation de signal au cours de l’analyse que 

l'analyte, ce qui permet de les corriger et d’améliorer la précision des résultats. Le 
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rapport entre le signal de l'analyte et celui de l'étalon interne est utilisé pour la 

quantification.  

Trois méthodes d’analyses ont été réalisées (méthode 1, 2 et 3), elles sont détaillées 

par la suite.  

 

a.1) GC 

 

La chambre d'injection joue un rôle dans la vaporisation et l'introduction de 

l'échantillon dans la colonne : l'échantillon liquide est injecté à travers le septum à 

l'aide d'une micro seringue puis est immédiatement vaporisé dans la chambre qui est 

à haute température. Le gaz vecteur entraîne les analytes vaporisés vers la tête de 

colonne. Cette dernière, située dans le four thermique joue un rôle dans la 

séparation des substances : le four suit une programmation thermique qui permet de 

séparer en fonction de la température d’ébullition des composés. La température 

croissante permet l’élution successive des composés par ordre de température 

d’ébullition croissante. La longueur, le diamètre interne de la colonne et l’épaisseur 

de la phase stationnaire exercent également une influence sur cette séparation. 

Ensuite, une ligne de transfert est située entre la GC et la SM pour passer à 

l’identification. 

 

 a.2) MS/MS 

 

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) permet une identification précise 

des composés grâce à l'utilisation du rapport masse/charge (m/z) comme critère 

d’analyse standardisé, faisant d’elle une méthode de détection universelle et 

sélective. La MS/MS offre aussi des limites de détection très basses.  

Elle est composée d’une source d’ionisation permettant de générer des ions qui 

seront ensuite analysés selon leur rapport masse/charge. Pour les ions mono-

chargés (z=1), qui sont généralement majoritaires à la suite de l’ionisation de petites 

molécules telles que les cannabinoïdes, la valeur m/z équivaut à la masse de l'ion.  

Il existe plusieurs types de sources ioniques utilisables en couplage avec la 

chromatographie en phase gazeuse. Celles utilisées dans le cadre de ces travaux 

sont :  
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1) L’impact électronique (EI) : principalement utilisé pour les composés 

pouvant passer à l'état gazeux avec une réaction de type M + e- → M+. + 

2e-, l’énergie très élevée du faisceau d'électron en fait un procédé très 

cassant ;  

2) La NCI (negative chemical ionization ou ionisation chimique négative) 

utilisée pour le dosage capillaire emploie un gaz réactif intermédiaire (le 

méthane) qui, bombardé d’électrons, se charge, puis va ioniser les 

analytes (les électrons sont capturés par les atomes électroattracteurs). La 

NCI n’est applicable qu’à certaines substances. 

 

Cette source d’ionisation est suivie d’un analyseur de masse à vide poussé de type 

triple quadripôle : association de deux analyseurs quadripolaires en série, séparés 

par une cellule de collision souvent constituée d'un quadripôle plus court. Le premier 

quadripôle (Q1) fonctionne de la même manière que le quadripôle unique dans le 

GC-MS traditionnel, en sélectionnant les ions selon leur rapport m/z qui seront 

transmis au deuxième quadripôle (Q2). Ce dernier sert de chambre de collision pour 

les ions qui ont été préalablement sélectionnés : ils entrent en collision avec un gaz 

inerte présent dans cet espace. Ces collisions provoquent la fragmentation des ions, 

générant ainsi de nouveaux fragments ioniques ; et le troisième quadripôle (Q3) est 

utilisé pour sélectionner et analyser ces nouveaux fragments (Figure 10). 

Enfin les ions qui passent à travers l’analyseur de masse sont détectés par un 

multiplicateur d’électrons (qui amplifie le signal pour produire un courant 

proportionnel à leur nombre).  

 

 

 

 
Figure 10 : Différentes étapes de la MS/MS 62 
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a.3) Avantages et inconvénients 

 

 

Les avantages de la GC-MS/MS incluent la capacité du GC capillaire à offrir une 

haute résolution, ce qui permet de bien séparer les pics correspondant à différentes 

molécules. De plus, elle offre une grande spécificité grâce aux spectres de masse 

obtenus par ionisation par impact électronique (EI) ou par ionisation chimique 

négative (NCI). Enfin, la méthode permet une analyse modérément rapide, ne 

nécessitant que quelques dizaines de minutes par échantillon. L’emploi de la 

spectrométrie de masse en tandem a l'avantage de pouvoir simultanément cribler et 

identifier un large éventail d' analytes en une seule analyse par rapport aux 

spectromètres de masses simples. Cet avantage est particulièrement important 

lorsqu'on travaille avec de petits volumes d'échantillons, comme c'est le cas ici. 

En revanche, la GC-MS/MS est une méthode onéreuse qui demande plus de 

maintenance que les systèmes de GC classiques. En raison de sa sensibilité élevée 

et de sa faible limite de détection, la MS/MS exige une attention particulière aux 

conditions de laboratoire, telles que l'utilisation de gaz vecteurs propres et une 

préparation minutieuse des échantillons. Lorsque la sensibilité du détecteur est 

importante et que le bruit de fond instrumental est minimisé (par optimisation des 

paramètres instrumentaux), les imprécisions liées à la préparation des échantillons 

et les contaminations potentielles deviennent plus apparentes et peuvent avoir un 

impact plus significatif sur les résultats de l'analyse. Des composés présents dans 

l'échantillon peuvent perturber l'ionisation d'autres composés, influençant ainsi la 

précision des résultats. Ce phénomène est connu sous le nom d'effet matrice. 

 

 

a.4) Modes d’acquisition 
 

 

La flexibilité de l’analyseur en triple quadripôle permet de fonctionner selon différents 

modes d’acquisition. Un système GC-MS/MS peut être utilisé exactement comme un 

système quadripolaire unique. Les deuxièmes et troisièmes quadripôles peuvent être 

réglés pour laisser passer les ions sans autre séparation ou réaction : il s’agit 

souvent de la première étape de la mise au point d’une méthode car elle fournit un 

chromatogramme complet et les spectres de masse traditionnels des ions parents. 

https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/medicine-and-dentistry/spectroscopy
https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/medicine-and-dentistry/spectroscopy
https://www-sciencedirect-com-s.docadis.univ-tlse3.fr/topics/chemistry/analytes
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En mode Product Ion Scan (Figure 11), le premier quadripôle (Q1) sélectionne des 

ions, de manière similaire à la GC-MS traditionnelle. Ensuite, le deuxième quadripôle 

(Q2) provoque une fragmentation par collision de l'ion sélectionné. Cette 

fragmentation supplémentaire est analysée en balayant le troisième quadripôle (Q3). 

Il s’agit d’un outil puissant pour l’analyse qualitative car les fragments plus importants 

d'un spectre de masse sélectionnés en Q1 peuvent être fragmentés, permettant ainsi 

d’éliminer certaines interférences. Cela aide à confirmer une structure moléculaire et 

à sélectionner les transitions lors du développement initial de la méthode.  

 

En mode MRM (« multiple reaction monitoring ») (Figure 11) qui est la méthode la 

plus sensible ; Q1 et Q3 sont définis pour l’analyse d’ions uniques. Un ion 

sélectionné par Q1 subit une fragmentation supplémentaire dans Q2, puis un seul 

fragment est choisi par Q3 lors du balayage. La sélectivité est importante car elle 

réduit considérablement la probabilité que deux composés, même des isomères 

apparentés, présentent les mêmes transitions du fragment d'ion précurseur au 

fragment d'ion produit ainsi que le même temps de rétention dans la colonne. Le 

MRM fournit également des limites de détection très basses en réduisant 

considérablement le bruit de fond 62. Ce mode MRM est fortement utile lors d'une 

analyse ciblée, où l'identité de(s) l'analyte(s) est connue et où une sensibilité élevée 

ou une faible limite de détection est nécessaire, notamment lorsque la matrice de 

l'échantillon est très complexe, comme c'est le cas dans cette thèse. 
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Figure 11 : Différents modes d’acquisitions en GC-MS/MS 62 
 
 
 

b. Réactifs 

 

Au cours des différentes étapes de préparations (extraction, dérivatisation…), il a été 

utilisé du méthanol VWR INTERNATIONAL, de l’eau ultra-pure milliQ®, de l’acétate 

d’éthyle VWR INTERNATIONAL, de l’acétonitrile VWR INTERNATIONAL, des sels 

QuEChERS, du BSTFA SIGMA ; préparé une solution d’acide acétique à 20 % à 

partir de l’eau ultra-pure milliQ® et d’acide acétique glacial, un solvant d’extraction 

hexane/acétate d’éthyle (90 :10) afin de récupérer la phase organique. 

L’ensemble des solutions mères (au nombre de 8) est fourni par LGC PROMOCHEM 

avec : THC (référence T-005), 11-OH-THC (référence H-027), THC-COOH 

(référence T-019), CBD (référence LGCAMP1088.02-01) à une concentration de 1 

mg/mL, et leurs produits deutérés correspondants : THC-D3 (référence T-003), CBD-

D3 (référence CAY-33075-1MG), 11-OH-THC-D3 (référence H-041) à une 

concentration de 0.1 mg/mL et THC-COOH-D3 (référence T-008) à une 

concentration de 1 mg/mL.  
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c. Paramètres instrumentaux 

 

L'analyse des cannabinoïdes nécessite une méthodologie adaptée à leurs 

caractéristiques spécifiques. Pour l’analyse dans le sang (sérum, sang total), l’urine 

et la salive, un protocole est établi tenant compte des particularités de ces matrices 

liquides (méthode 1). L'analyse dans la matrice capillaire requiert une approche 

différente des autres matrices en distinguant d’une part, le dosage du THC et CBD 

(méthode 2) et d’autre part, le THC-COOH (méthode 3) en raison de ses propriétés 

chimiques différentes qui requièrent une analyse spécifique. 

Les travaux ont été réalisés sur un GC-MS/MS de modèle 8040NXNC commercialisé 

par Shimadzu. La séparation chromatographique est assurée par une colonne HP 

5MS (5% Phényl) Méthylpolysiloxane, 30 m x 0.25 mm (0.25 µm de diamètre 

interne) et de l’hélium comme gaz vecteur inerte à un débit de 1 mL/min.   

L’injecteur de la GC est utilisé en mode « splitless » : la vanne de split est maintenue 

en position fermée pendant cette opération. Il n’y a pas de voie de sortie alternative 

pour l'échantillon. En conséquence, la totalité de l'échantillon injecté est dirigée vers 

la colonne capillaire. L’injection est de 2 µL. Ce type d’injection est idéal pour 

détecter des drogues à très faible concentration et est conçu pour maximiser la 

sensibilité en minimisant la perte d'échantillon. La pression appliquée à la chambre 

d’injection est pulsée, ce qui améliore l'efficacité de l'injection et évite la surcharge de 

l’injecteur par un volume trop important après volatilisation. 

La méthode 1 utilise une température d’injecteur à 280° C et un gradient thermique 

dans le four (60°C pendant 1 minute, puis 30°C/minute jusqu'à 295°C et un palier de 

5 minute à 295°C). Les conditions d’études pour la SM comprennent une source 

d’ionisation à 250°C, un mode d’ionisation via impact électronique. La durée du run 

est d'environ 14 minutes et la détection se fait en mode MRM (Figure 11). 

La méthode 2 utilise un gradient thermique qui diffère de la première méthode 

(100°C pendant 1 minute, puis 20°C/minute jusqu’à 280°C et 40°C/minute jusqu’à 

320°C). La température de l’injecteur, de la source d’ionisation, les conditions 

d’études pour la SM, la durée du run et la détection sont identiques à la méthode 1. 

La méthode 3 utilise une température d’injecteur à 150° C, le même gradient 

thermique que la méthode 2. Les conditions de masse changent : source d’ionisation 

à 140°C et utilisation du méthane pour le mode d’ionisation (NCI). Il n’y a pas de 
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changement pour la durée du run et le mode de détection. Dans le but d'optimiser la 

quantification du THC-COOH, il a été effectué des infusions en utilisant deux 

températures distinctes pour la source d'ionisation : 230 °C et 140 °C. Il a été choisi 

de baisser la température de cette source à 140 °C afin d'améliorer la sélectivité de 

l'ion précurseur. Cette décision a été prise dans le but d'optimiser la spécificité de 

l'analyse. 

Les transitions MRM pour les composés suivants ont été identifiées par acquisition 

en Product Ion Scan : THC, OH-THC, THC-COOH et CBD. Ci-dessous, il est 

retrouvé les différents composés identifiés par MRM lors du développement des 

méthodes (Tableau 1) (Tableau 2). 

Analytes Transition(s) 
de 

quantification 

Transition(s) 
de 

confirmation 

Temps 
de 

rétention 
(min) 

Energie de 
collision 

(eV) 

THC 386.2→371.3   
 

9.67 

11 

 386.2→315.2 10 

371.3→289.2 10 

THC-D3 389.2→374.3  11 

 374.2→292.2 10 

389.2→315.2 10 

11-OH-
THC 

 

371.2→305.3   
 

10.7 

10 

 474.3→371.3 9 

305.1→215.2 10 

11-OH-
THC-D3 

374.2→308.3  10 

 477.3→374.3 9 

308.1→218.3 10 

THC-
COOH 

473.3→355.4   
 

11.4 

20 

 371.2→289.2 13 

371.2→265.2 10 

THC-
COOH-D3 

476.2→358.2  20 

 374.2→292.3 13 

374.2→268.3 10 

CBD 337.2→73.1   
9.2 

23 

 390.2→319.2 9 

390.2→229.2 22 

CBD-D3 340.2→73.1  23 

 393.2→319.1 9 

393.2→229.2 22 

  

Tableau 1 : Identification des différents composés en mode MRM pour la méthode 1 

 
 



43 
 

 
 

Analytes Transition(s) 
de 

quantification 

Transition(s) 
de 

confirmation 

Temps de 
rétention 

(min) 

Energie de 
collision 

(eV) 

THC 386.2→371.3   
 

9.67 

11 

 386.2→315.2 10 

371.3→289.2 10 

THC-D3 389.2→374.3  11 

 374.2→292.2 10 

389.2→315.2 10 

THC-
COOH 

620→492   
 

9.07 

12 

 620→167 35 

620→383 6 

THC-
COOH-D3 

623→495  12 

 623→167 35 

623→386 6 

CBD 337.2→73.1   
9.2 

23 

 390.2→319.2 9 

390.2→229.2 22 

CBD-D3 340.2→73.1  23 

 393.2→319.1 9 

393.2→229.2 22 

 
 

Tableau 2 : Identification des différents composés en mode MRM pour les méthodes 2 et 3 

 

 

2) Protocoles de dosage 

 
 
a. Méthode 1 

 

 

La préparation de la gamme d’étalonnage a été effectuée à partir des solutions filles 

de gamme (concentrations allant de 5 à 1000 ng/mL). Elle contient un blanc/P0, 8 

points de gamme avec des concentrations allant de 0.5 à 100 ng/mL et 3 CQ (bas, 

moyen et haut) à des concentrations de 2.5 ; 25 et 75 ng/mL respectivement. 

Dans le cadre de cette thèse, il a été réalisé une comparaison de deux techniques 

d'extraction distinctes. L'objectif principal était de déterminer laquelle des deux 

méthodes s’avèrait la plus optimale et la plus adaptée à nos besoins : 
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- à partir d’un échantillon de 500 µL et 20 µL de solution fille d’étalon interne, une 

extraction liquide/liquide est effectuée à l’aide d’un mélange d’hexane/acétate 

d’éthyle (90 :10), permettant de récupérer 4 mL de phase organique qui sera ensuite 

évaporée sous un flux d'azote.  

- à partir d’un échantillon de 400 µL et 20 µL de solution fille d’étalon interne, une 

extraction est réalisée en utilisant 800 µL d’acétonitrile et 80 mg de sels QuEChERS 

(poudre qui permet une préparation rapide et efficace à base de MgSO4 et de NaCl), 

permettant de récupérer 700 µL de phase organique qui sera ensuite évaporée sous 

un flux d'azote. 

Le résidu sec est repris par 30 µL d'acétate d'éthyle et dérivé par 20 µL de BSTFA 

en étant incubé 30 minutes à 70°C au bloc chauffant. Après refroidissement, la 

totalité du tube est transférée dans des godets à injection qui sont immédiatement 

bouchés. 

 

 

b. Méthode 2 et 3 

 

 

Du fait du risque d’incorporation externe de xénobiotiques, une étape préliminaire de 

décontamination du cheveu est nécessaire. Pour ce faire, la mèche de cheveux est 

trempée dans 5 ou 10 mL d’eau purifiée à température ambiante environ 2 minutes 

puis séchée entre 2 papiers absorbants. Ensuite la mèche est lavée dans 5 ou 10 

mL de dichlorométhane (selon la taille de la mèche) pendant deux minutes, puis 

séchée entre 2 papiers absorbants ou à l’étuve : l’opération est à répéter deux fois. 

Le dernier volume de rinçage au dichlorométhane est conservé pour une analyse 

ultérieure et est examiné de la même manière que les échantillons de cheveux 

correspondants. Un rapport des concentrations de la substance dans le lavage par 

rapport aux cheveux peut être utilisé pour différencier une contamination passive 

d’une incorporation systémique.  

Pour l’extraction, le dosage nécessite au minimum 50 mg de prélèvement capillaire 

(la sensibilité est compromise dès qu’on n’a pas cette quantité de cheveux, en 

dessous de 10 mg pour d’autres études 63 64) ainsi que 20 µL de solution fille 

d’étalon interne. Les prélèvements capillaires préparés subissent une hydrolyse en 

milieu basique en utilisant 1 mL de NaOH 1N, chauffés au bain-marie pendant 15 

minutes à ébullition. 
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Une extraction liquide-liquide à l’aide d’un mélange de 7 mL d’hexane/acétate 

d’éthyle (90 :10) est réalisée pour récupérer le THC et le CBD dans la phase 

organique. La phase organique est réservée pour la réalisation de la méthode 2, on 

l’évapore sous un flux d'azote. Le résidu sec est repris par 30 µL d’acétate d’éthyle 

et dérivé par 20 µL de BSTFA en étant incubé 30 minutes à 70°C au bloc chauffant. 

Après refroidissement, la totalité du tube est transférée dans des godets à injection 

qui sont immédiatement bouchés. 

Pour la réalisation de la méthode 3, il est rajouté 1 mL d'acide acétique glacial à 20% 

à l’hydrolysat restant après récupération de la phase organique de la méthode 2 ; et 

ce dernier est vortexé pour doser les métabolites 11-OH-THC et THC-COOH. Cette 

étape est suivie d'une seconde extraction en milieu acide avec un mélange de 7 mL 

d'hexane et d'acétate d'éthyle (90 : 10), récupération de la phase organique, puis 

évaporation sous azote. L’utilisation du tampon acétate permet d’ouvrir les liaisons 

disulfures, facilitant l’extraction des analytes par la dispersion de la mélanine 

capillaire et la dissociation des complexes protéiques. 

Le résidu sec est dérivé par 50 µL de PFPA et 35 µL de HFIP (Figure 12) en étant 

incubé 30 minutes à 70°C au bloc chauffant. Le PFPA et le HFIP sont idéaux pour 

l’ionisation en mode NCI du fait de la présence de groupements fluorés fortement 

électroattracteurs. Une nouvelle évaporation sous azote est effectuée suivie d’une 

distribution de 50 µL d’acétate d’éthyle après refroidissement des tubes. La totalité 

de chaque tube est transférée dans des godets à injection. 

 

 

Figure 12 : Réaction chimique pour la dérivatisation du THC-COOH 65 
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Pour la méthode 2, la gamme d’étalonnage est composée d’un blanc et de 7 points 

de gamme allant de 50 à 10000 pg/mg de cheveux : 50 mg de cheveux sans drogue 

sont utilisés pour chaque point accompagné d’un volume de surcharge allant d’une 

concentration de 0.05 à 5 mg/L. Trois niveaux de CQ ont été utilisés (composés de 

50 mg de cheveux sans drogue) : CQ bas à une concentration de 200 pg/mg de THC 

et CBD, CQ moyen à 2000 pg/mg ; et CQ haut à 8000 pg/mg. La courbe 

d'étalonnage a été calculée en utilisant les données de chaque point de gamme. 

 

Pour la méthode 3, la gamme d’étalonnage est composée d’un blanc et de 7 points 

de gamme allant de 0.2 à 40 pg/mg de cheveux : 50 mg de cheveux sans drogue 

sont utilisés pour chaque point accompagné d’un volume de surcharge allant d’une 

concentration de 0.0002 à 0.02 mg/L. Trois niveaux de CQ ont été utilisés 

(composés de 50 mg de cheveux sans drogue) : CQ bas à une concentration de 0.8 

pg/mg de 11-OH-THC et THC-COOH ; CQ moyen à 8 pg/mg ; et CQ haut à 32 

pg/mg. La courbe d'étalonnage a été calculée en utilisant les données de chaque 

point de gamme. 

 

Le contrôle de la qualité pour l'analyse quantitative des cheveux est généralement 

plus difficile par rapport au sang et à l'urine. Cela est dû en grande partie à la nature 

solide et à la composition hétérogène du matériel d’échantillonnage. De plus, la 

quantité de matériau de référence authentique est généralement insuffisante. 

 

 

3) Retraitement des données 
 

 
Le logiciel de retraitement de données Insight® a été utilisé pour analyser les 

composés étudiés. Les analytes sont quantifiés en intégrant le pic correspondant à 

leur aire. La courbe d’étalonnage est modélisée par régression quadratique avec 

zéro non forcé, ce qui permet à la régression de déterminer librement la valeur de 

l’ordonnée à l’origine. Cela peut faciliter l’ajustement des données, ce qui est utile 

dans les cas où les mesures peuvent ne pas être nulles, même en l'absence 

d'analytes. De plus, un facteur de pondération F = 1/C est appliqué afin de minimiser 

l’effet levier, c’est à dire éviter un effet trop important des points à concentration 

élevée sur la pente de la courbe par rapport aux points de faible concentration. 
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4) Critères pour la validation de méthode 

 

Les critères et valeurs seuils pour la validation de méthode s’appuient 

essentiellement sur les recommandations de la FDA (Food and Drug 

Administration)66 , reconnue comme une autorité de référence à l'échelle mondiale. 

Ses recommandations jouent un rôle dans l'uniformisation des pratiques de 

validation de méthodes analytiques. 

La validation de méthode complète n’a pu aboutir que pour le THC et CBD 

capillaires. Dans le cas des cannabinoïdes dans le sang total, l’urine et le sérum, 

seule la répétabilité, la spécificité et la dilution ont pu être réalisé. Une validation 

partielle, focalisée sur l'exactitude a été effectuée pour le THC-COOH capillaire par 

manque de temps. 

 

 Résumé des critères de validation réalisés pour chaque méthode 

 

            Méthode 1             Méthode 2              Méthode 3 

 

Répétabilité : sérum et 

urine 

Spécificité 

 

 

Validation de méthode 

complète : répétabilité, 

reproductibilité, justesse, 

spécificité, effet mémoire, 

contribution isotopique, 

stabilité de l’injecteur 

             

           Exactitude 

 

 

a. Répétabilité 

 

 

La répétabilité se réfère à la capacité d'une analyse à produire le même résultat 

lorsqu'elle est répétée dans des conditions de mesure identiques sur une courte 

période. Elle est évaluée à l'aide de l'écart type ou du coefficient de variation (CV), 

ce dernier étant plus facile à interpréter. Un CV plus bas indique une méthode plus 

précise et il est adopté un CV maximal de 15 % pour les validations de méthode. 

Méthode 1 : la répétabilité comprend la réalisation de la gamme d’étalonnage 

réalisée sur sérum. Pour chaque niveau de concentration (à 2,5, 25 et 75 ng/mL) et 
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chaque matrice, deux CQ ont été préparés. Cela résulte en un total de 18 contrôles 

qualité. Il a été préparé en plus le point 1 de la gamme (à 0.5 ng/mL) deux fois pour 

chaque matrice (soit 6 fois au total), nommé CAL1. Chaque CQ ainsi que le premier 

point de gamme ont été injecté 5 fois dans la GC-MS/MS, ce qui permet d'obtenir 

une répétabilité sur 10 injections pour les trois niveaux de chacune des trois matrices 

et pour le premier point de gamme. 

Méthode 2 : le même procédé a été employé : il a été réalisé une répétabilité sur 10 

points et calculé le CV des concentrations mesurées pour chaque niveau. 

 

 

b. Reproductibilité 

 

 

Méthode 2 : deux CQ sont extraits pour chaque niveau de concentration (soit un 

total de six), préparés en parallèle de la gamme d'étalonnage et des autres analyses 

(spécificité, contribution isotopique, etc.). Cette analyse résulte de la fidélité des 

résultats d’une expérimentation avec des moments, opérateurs et lieux différents. On 

calcule l’écart type, le CV (à partir de la dispersion des concentrations mesurées) 

comme pour la répétabilité avec un seuil à 15%. Elle a été réalisée sur 5 séries sur 5 

jours (une préparation des CQ, points de gamme chaque fois). 

 

 

c. Justesse 

 

 

La justesse exprime l’écart entre la moyenne de résultats et une valeur 

conventionnellement vraie (dans ce cas, les valeurs des CQ/CAL1 de la gamme 

préparée). Celle-ci s’exprime par le biais (généralement en pourcentage pour une 

meilleure lisibilité), on accepte jusqu’à un seuil de 20 %. 

Méthode 2 : les biais de justesse ont été calculés sur les résultats de reproductibilité 

décrits précédemment, en comparant les moyennes des valeurs mesurées aux 

concentrations théoriques des CQ. 
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d. Spécificité 

 

 

La spécificité est la capacité de l’analyse à rendre un résultat négatif lorsque 

l’échantillon est vierge en cannabinoïdes. Ce critère de validation correspond à la 

division de la moyenne des signaux des échantillons blancs par le signal du point le 

moins concentré de la gamme pour chaque analyte. On tolère un seuil maximum de 

10% de signal. 

Méthode 1 : six échantillons de sérum ont été sélectionnés pour l'étude. Ces 

échantillons proviennent de patients dont les analyses par LC-MS/MS n'ont révélé 

aucune trace de cannabinoïdes. L’extraction des sérums a été effectuée en 

remplaçant la solution fille d'étalon interne par du méthanol. 

Méthode 2 : faute de disposer d'une quantité suffisante de cheveux vierges de 

patients dans le laboratoire, un pool a été constitué à partir de cheveux de deux 

personnes non-consommatrices différentes. À partir de ce pool, six échantillons ont 

été soumis à la méthode 2 pour analyse.  

 

 

e. Contribution isotopique 

 

 

La contribution isotopique permet d'évaluer l'impact de l'étalon interne marqué 

isotopiquement sur l’analyte et inversement, en particulier sur les variations du 

signal.  

Méthode 2 : en complément de la gamme d'étalonnage, deux échantillons 

supplémentaires sont préparés, ils correspondent aux concentrations la plus basse 

et la plus élevée de la gamme, mais sont extraits sans ajout d'étalon interne. On 

calcule un biais pour cette contribution isotopique. Cela s'applique à la contribution 

de l'étalon interne sur la molécule, où l'on divise le signal sur point 0 avec l'étalon 

interne par celui du point 1 sans étalon interne ; ainsi qu'à la contribution de la 

molécule sur l'étalon interne, où l'on divise le signal de l’étalon interne sur le point 7 

sans étalon interne par celui du point 0 avec étalon interne. Ce rapport ne doit pas 

dépasser 10 %. 
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f. Dilution 

 

 

Lorsque les concentrations en xénobiotiques mesurées sont supérieures à la limite 

supérieure de la gamme d’étalonnage, la justesse de la quantification ne peut être 

assurée. Dans ce cas, l’échantillon peut être dilué afin de ramener sa concentration 

dans la gamme, en particulier lorsque la substance est biologiquement active et sa 

concentration est corrélée à l’effet clinique. Cette dilution doit être validée au 

préalable. Ce critère n’a pas été évalué pour la matrice cheveu du fait de la faible 

probabilité de retrouver des concentrations capillaires chez les cas analysés au-delà 

de la limite de linéarité, et du faible apport diagnostique : l’intérêt étant de savoir si 

on retrouve des cannabinoïdes au-delà du seuil de positivité.  

 

Méthode 1 : un contrôle qualité dilué (CQD) a été préparé à la concentration de 200 

ng/mL (supérieur au point le plus concentré de la gamme :100 ng/L) afin de voir le 

potentiel impact d’une dilution sur les signaux. Ce CQD est dilué au 1/10 dans du 

sérum, ce qui donne une concentration de 20 ng/mL. Cette opération est répétée 

pour 6 échantillons de CQD. L’extraction des CQD suit la même procédure que celle 

d'un échantillon standard et l'injection dans l'appareil est réalisée après les trois 

niveaux de CQ de la gamme d’étalonnage. Le potentiel impact d’une dilution à partir 

du point le plus haut de la gamme est analysé à partir du CV (CV autorisé jusqu’à 

15%) et de la justesse (biais autorisé jusqu’à 20%) calculée pour les 6 CQD. 

 

 

g. Effet mémoire 

 

 

L'effet mémoire se traduit par la présence de pics non souhaités lors de l'injection 

d'un blanc après le passage d’un échantillon très concentré. Cet effet mémoire est 

principalement causé par la seringue ou l'injecteur de la GC. Des connexions 

incorrectes sur la vanne d'injection peuvent entraîner des volumes morts où certains 

produits peuvent s'accumuler.  

Méthode 2 : trois blancs (acétate d'éthyle) ont été injectés successivement après 

l'injection du point le plus concentré de la gamme d'étalonnage dans l'appareil, afin 
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de quantifier cet impact. On autorise un seuil de contamination à 1% qui est calculé 

en prenant la moyenne du signal du point haut de gamme ainsi que le signal moyen 

des trois blancs. 

 

 

h. Stabilité sur l’injecteur 

 
 
La stabilité des cannabinoïdes dans les matrices biologiques a déjà été éprouvée 

dans la littérature : plusieurs jours pour le sang et l’urine 67 68, plusieurs dizaines 

d’heures pour la salive69, et de durée quasi infinie pour le cheveu si les conditions de 

conservations sont correctes 67. Il demeure néanmoins nécessaire de valider la 

stabilité de l’extrait, qui est spécifique de notre méthode de dosage sur l’injecteur à 

température ambiante pendant 24h, afin d’éliminer une éventuelle instabilité au cours 

d’une série d’analyse. 

Méthode 2 : il est réinjecté vingt-quatre heures plus tard les extraits préalablement 

constitués (gamme d’étalonnage, CQ…) afin d’observer ou non un impact sur les 

aires, les temps de rétention. On calcule le CV (seuil à 15%) et la justesse (biais 

autorisé de 20%).  

 

 

5) Modalités de prélèvement capillaire 

 

 

Le prélèvement vise à confirmer une exposition chronique ou ancienne au cannabis 

sur une période, allant de plusieurs semaines à plusieurs mois en fonction de la 

longueur des cheveux recueillis. Le prélèvement est réalisé au sommet postérieur de 

la tête, nommé vertex car ce dernier présente une croissance capillaire plus 

constante comparée aux autres régions du cuir chevelu ainsi qu’une proportion 

réduite de cheveux en phase télogène. La quantité recueillie est équivalente à une 

épaisseur de crayon 70, ou des mèches d’environ 100 cheveux selon la Society of 

Hair Testing (SoHT). La coupe se fait avec des ciseaux de façon nette, le plus près 

possible de la peau (ne pas arracher les cheveux). La SoHT recommande que le 

prélèvement soit effectué par une personne qualifiée portant des gants lors de la 

manipulation des cheveux, dans un environnement sécurisé sans risque de 
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contamination et avec des restrictions d'accès. Un kit de collecte de cheveux doit 

être fourni. Celui-ci inclut un formulaire pour assurer la traçabilité et l'intégrité d'un 

échantillon, une enveloppe de collecte et de transport, ainsi que des instructions 

pour le prélèvement d'un échantillon de cheveux. La personne doit être correctement 

identifiée et confirmée via signature écrite. La couleur, la longueur (pour les 

dreadlocks, il est recommandé d'appliquer un traitement plus intensif pendant la 

phase de digestion), le site de collecte, les traitements cosmétiques/capillaires, 

médicamenteux (avant/depuis les faits) doivent être enregistrés. L'échantillon de 

cheveux doit être aligné de manière que l'extrémité ou la racine soit clairement 

identifiée, en orientant la mèche de manière que les cheveux restent groupés, noués 

avec une cordelette à environ 1 cm de la racine. L’échantillon doit être séché avant 

d'être stocké et protégé de la lumière du soleil en étant enveloppé dans du papier 

aluminium. Il est conseillé de prélever deux mèches de cheveux afin de confirmer les 

résultats du premier en cas de contestation, même si les substances sont 

relativement stables dans les cheveux. Le prélèvement doit être effectué au moins 4 

à 6 semaines après l'incident présumé ; un prélèvement au moment proche des faits 

est également souhaité pour comparaison. Pour l’analyse, la mèche peut être 

segmentée avec des longueurs progressivement croissantes, correspondant 

chacune à des périodes chronologiques (aux alentours d’un mois par centimètre de 

cheveu). 

Le sujet ne doit pas se couper les cheveux entre les collectes de cheveux ou jusqu'à 

ce que les enquêtes soient terminées.  

 
 

IV-Résultats : 
 
 

1) Méthode 1 
 
 

a. Sérum 
 

 

Après extraction liquide/liquide, les quatre composés ont été facilement identifiés dès 

le premier point de gamme (à faible concentration), grâce à leur temps de rétention 

et aux pics de quantification et de confirmation. L'intégration des pics par leur aire a 
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donné des résultats satisfaisants, avec des valeurs autour de 3 x 10² coups par 

seconde (cps) pour le premier point de gamme P1, comme illustré dans les images 

suivantes. 

 

Signaux P1 des 4 cannabinoïdes (0.5 ng/mL) en extraction liquide/liquide : le 

tracé noir correspond à la transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le 

temps de rétention attendu sur les 4 images suivantes 

 

 
THC 

 

           
 
 

CBD 
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11-OH-THC 
 

      
 
 

THC-COOH 
 

       
 

 

En revanche, en utilisant la méthode d’extraction avec les sels QuEChERS, il est 

difficile de distinguer les pics du bruit de fond. Par conséquent, l'intégration des pics 

pour le premier point de la gamme n'est pas réalisable notamment pour le THC et le 

CBD. Avec l'usage prolongé de l'appareil au cours du temps, la capacité de détection 

pourrait se dégrader ce qui augmenterait le risque de ne pas repérer correctement 

les points bas par diminution de sa sensibilité. De plus, des erreurs de validation 

technique peuvent arriver en raison de la faible aire des composés et d’une 

potentielle intégration d'autres composés en plus de la molécule ciblée. Ce manque 
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de sensibilité illustré dans les images suivantes s'explique par un facteur de dilution 

plus important avant évaporation qu’en extraction liquide/liquide. Il a donc été décidé 

de se concentrer sur l'extraction liquide/liquide de la méthode 1. 

 

Signaux P1 des 4 cannabinoïdes par méthode utilisant les sels QuEChERS : 

le tracé noir correspond à la transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le 

temps de rétention attendu sur les 4 images suivantes 

 

 
                                                               THC 
 

 

 

                                                              CBD 
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11-OH-THC 

 

 

 

THC-COOH 

 

 

 

 
b. Urine 

 
 
Concernant l'extraction liquide/liquide, comme pour le sérum, la sensibilité aux 

premiers points de gamme est satisfaisante. Les pics présentent une bonne 
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résolution, se distinguant aisément du bruit de fond avec une aire satisfaisante pour 

chaque composé (images ci-dessous). 

 

Signaux P1 des 4 cannabinoïdes (0.5 ng/mL) en extraction liquide/liquide : le 

tracé noir correspond à la transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le 

temps de rétention attendu sur les 4 images suivantes 

 

 

                   THC 

                    

 

 

              CBD 
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    11-OH-THC 

                   

 
 

       

    THC-COOH 

                      

 

 

Nota Bene : des décalages des pics par rapport au temps de rétention attendu peuvent avoir lieu 

en fonction du vieillissement ou de l’encrassement de la colonne. 

 
En utilisant les sels QuEChERS, on retrouve le même problème de sensibilité 

présent dans le sérum.  
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Signaux P1 des 4 cannabinoïdes par méthode utilisant les sels QuEChERS :  

le tracé noir correspond à la transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le 

temps de rétention attendu sur les 4 images suivantes 

 

 
                                                                   THC 

 

 

 

   CBD 
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     11-OH-THC 

  

 

 

           THC-COOH 

 

 

 
 
 

c. Sang total 
 

 
Après extraction liquide/liquide, le THC-COOH est détecté à la limite inférieure de 

concentration de 0.5 µg/l. Cependant, la sensibilité souhaitée n’est pas atteinte pour 
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les trois autres cannabinoïdes, le bruit de fond affecte la détermination des faibles 

concentrations. Les causes de ce problème sont expliquées dans la partie 

«Discussion». 

 

Signaux P1 des 4 cannabinoïdes en extraction liquide/liquide : le tracé noir 

correspond à la transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le temps de 

rétention attendu sur les 4 images suivantes 

 

  

               THC 

             

 

            CBD 
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                     11-OH-THC 

             

 

 

     THC-COOH  

             

 
 
 
 

d. Critères d’acceptation 
 
 
Répétabilité : les CQ Bas pour chaque matrice ont été passés en premier, suivis des 

CQ Moyen et des CQ Haut au cours de la même série d'analyses. À partir des CQ 
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moyens effectués sur les échantillons d'urine et de sérum, les CV ont dépassé 20% 

pour chacun des dix points : l'aire du pic chromatographique s'est révélée supérieure 

à l'aire prévue. La colonne a été encrassée par des résidus de cannabinoïdes. 

L’explication est donnée dans la partie V-1. 

 

 Résultats de la spécificité des quatre cannabinoïdes sur sérum :   

 

Substances THC CBD 11-OH-THC THC-COOH 

Spécificité 1.8 % 3.1 % 1% 8.3% 

Conclusion Conforme Conforme Conforme Conforme 

 

La validation de la spécificité pour les matrices liquides a été effectuée en utilisant du 

sérum. Les résultats obtenus sont conformes aux attentes, ce qui est cohérent avec 

l'observation de pics clairement identifiables sur le sérum pour les concentrations les 

plus faibles de la gamme d'étalonnage des quatre cannabinoïdes étudiés. 

 
 

En raison des difficultés analytiques rencontrées, la décision prise a été 

d'interrompre le transfert vers la GC-MS/MS pour le dosage des cannabinoïdes dans 

le sang et l'urine. Par conséquent, il a été cessé d'évaluer les critères d'acceptation à 

la validation de méthode, bien que ce processus ait déjà été initié. 

 

 

2) Méthode 2 
 
 
 
Il a été atteint la sensibilité requise pour le THC et CBD sur la matrice. L’ensemble 

des critères de validation effectués sont conformes. 
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Signaux P1 du THC et CBD (50 pg/mg) en extraction liquide/liquide : le tracé 

noir correspond à la transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le temps de 

rétention attendu sur les 4 images suivantes 

 
 

THC 

 

 
 
 

CBD 
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a. Répétabilité 
   

Substances THC CBD  

CV CQ Bas 6.6 % 7.9 % 

CV CQ Moyen 7.4 % 10.4 % 

CV CQ Haut 5.5 % 3.6 % 

CV CAL1 2.7 % 5.8 % 

Conclusion Conforme Conforme 

 

Tableau 3 : Résultats de la répétabilité sur les concentrations des quatre cannabinoïdes 

mesurées par GC-MS/MS 

 
 

b. Reproductibilité 

 

 Critères de validation        THC       CBD  

                                                              CQ Bas 

CV 6 % 9 % 

Conclusion Conforme Conforme 

                                                              CQ Moyen 

CV 8 % 9 % 

Conclusion Conforme Conforme 

                                                                 CQ Haut 

CV 10 % 11 % 

Conclusion Conforme Conforme 

 

Tableau 4 : Résultats de la reproductibilité sur les concentrations des quatre cannabinoïdes 

mesurées par GC-MS/MS 
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c. Justesse 
 
 

Substances THC CBD  

Justesse CQ Bas  -8 %  7 % 

Justesse CQ Moyen  -7 %  -7 % 

Justesse CQ Haut  2%  2% 

Justesse CAL1  7.4%  13.4% 

Conclusion Conforme Conforme 

 

Tableau 5 : Résultats de la justesse sur les concentrations des quatre cannabinoïdes 

mesurées par GC-MS/MS 

 

d. Spécificité 

 

Substances THC CBD 

Spécificité 2.1 % 4.6 % 

Conclusion Conforme Conforme 

 

Tableau 6 : Résultats de la spécificité sur les concentrations des quatre cannabinoïdes 

mesurées par GC-MS/MS 

 

e. Contribution isotopique 

 

Substances THC CBD 

Contribution EI 

sur molécule 

         1.61%     9.45% 

Contribution 

molécule sur 

EI 

        6.60 %     1.11% 

Conclusion Conforme Conforme 

 

Tableau 7 : Résultats de la contribution isotopique sur les concentrations des quatre 

cannabinoïdes mesurées par GC-MS/MS 

 

 



67 
 

f. Effet mémoire 

 

Substances THC CBD 

Contamination 0.00 % 0.05 % 

Conclusion Conforme Conforme 

 

Tableau 8 : Résultats de l’effet mémoire sur les concentrations des quatre cannabinoïdes 

mesurées par GC-MS/MS 

 

 

g. Stabilité sur l’injecteur 

 

Substances THC CBD  

CV CQ Bas 6.8 % 5.5 % 

Justesse CQ Bas -8.7 % -13.2% 

Conclusion Conforme Conforme 

CV CQ Moyen 1.4 % 0.4 % 

Justesse CQ Moyen -2.3 %  -0.2 % 

Conclusion Conforme Conforme 

CV CQ Haut 11.1 % 6.8 % 

Justesse CQ Haut -1.8 % 1.2 % 

Conclusion Conforme Conforme 

 

Tableau 9 : Résultats de la stabilité de l’injecteur sur les concentrations des quatre 

cannabinoïdes mesurées par GC-MS/MS 
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h. Exactitude 
 

 

EEQ/Passage de 

patient 

DH144 DH244 DH145 DH245 Y1 Y2 

Masse 

d’échantillonnage 

(mg) 

45.8  49.4  51.2  54.3  23  20  

Concentration 

THC (pg/mg) 

0  0  0  0  43  884  

Concentration 

CBD (pg/mg) 

0  0  0  0  0* 221  

 
Tableau 10 : Résultats de l’exactitude sur les concentrations du THC et CBD mesurées par GC-

MS/MS à l’aide de deux patients et quatre EEQ 

 
 
* : la concentration en CBD est présente à l'état de trace, avec un pic discernable par 

rapport au bruit de fond, mais la quantité reste inférieure à la limite de quantification. 

 
 

3) Méthode 3 
 

 

La validation de la méthode pour le 11-OH-THC a été abandonnée en raison de 

l'incapacité à détecter de façon fiable cette substance aux niveaux de concentration 

désirés avec notre méthode de dérivatisation.  

 

Dans le cas du THC-COOH, la température de la source d'ionisation influence la 

masse prédominante de l'ion parent : à 140°C, l'ion parent majoritaire a une masse 

de 620 et à 230°C, l'ion parent majoritaire a une masse de 492 (voir graphique des 

spectres de masse). L'ion parent sélectionné à 140°C présente un signal moins 

intense (1,2 millions de coups) comparé à celui à 230°C (7,5 millions de coups). 

Cependant, malgré cette intensité plus faible l'ion à 140°C offre une meilleure 

spécificité en raison d'un bruit de fond réduit, comme le montrent les signaux P1. 
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Graphique du spectre de masse avec la méthode à 140 °C montrant le pic 

moléculaire et les pics de fragmentation, avec en abscisse le rapport m/z et en 

ordonnée l’abondance des ions 

 

 

 
 
 
 

Graphique du spectre de masse avec la méthode à 230 °C montrant le pic 

moléculaire et les pics de fragmentation, avec en abscisse le rapport m/z et en 

ordonnée l’abondance des ions 

 
 

 
 
 
 

 



70 
 

Signal P1 du THC-COOH (0.2 pg/mg) en utilisant la méthode 3 avec une 

température de 140 °C pour la source d’ionisation : le tracé noir correspond à la 

transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le temps de rétention attendu sur 

les 4 images suivantes 

 
 

 
 
 
 

Signal P1 du THC-COOH (0.2 pg/mg) en utilisant la méthode 3 avec une 

température de 230 °C pour la source d’ionisation : le tracé noir correspond à la 

transition de quantification, la barre en pointillé bleu indique le temps de rétention attendu sur 

les 4 images suivantes :  
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Le chromatogramme obtenu avec la méthode 3 à 140 °C démontre qu'une sensibilité 

correcte peut être atteinte. Cependant, cette sensibilité reste limite : d’autres séries 

d’analyses ont montré que les premiers points de la gamme d'étalonnage peuvent 

facilement être perdus, compromettant ainsi la fiabilité des mesures à faibles 

concentrations. 

 

Dans le cadre de la méthode 3, il a été effectué l'analyse de quatre EEQ ainsi que de 

deux échantillons provenant de patients dont la consommation a été confirmée. 

Cette démarche a été entreprise dans le but d'obtenir des premières données 

exploitables pour notre recherche (tableau 11), les concentrations des analytes 

dosés en parallèle sont retrouvées dans le tableau 10. 

 

             Validation sur des échantillons de consommateurs inconnus et EEQ 

 

EEQ/Passage de 

patient 

DH144 DH244 DH145 DH245 Y1 Y2 

Masse 

d’échantillonnage 

(mg) 

45.8  49.4  51.2  54.3  23  20  

Concentration 

THC-COOH 

(pg/mg) 

0  0  0  0  0.3  0.7  

  
 

Tableau 11 : Résultats de l’exactitude sur les concentrations du THC-COOH mesurées 

par GC-MS/MS à l’aide de deux patients et quatre EEQ 

 
 
En raison de contraintes temporelles, la validation complète de la méthode pour le 

THC-COOH n'a pas pu être achevée. Il est nécessaire de poursuivre les travaux de 

validation déjà entrepris afin de garantir la fiabilité des résultats sur cette matrice. 
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V-Discussion : 
 
 

1) Validation analytique sur les matrices sanguines et urinaires 
 
 

À la suite d’une comparaison approfondie des méthodes d'extraction, il a été 

constaté que l'extraction liquide-liquide présente une efficacité supérieure aux 

QuEChERS bien qu'elle nécessite une mise en œuvre plus complexe et engendre 

une consommation plus élevée de solvants. En conséquence, la décision a été de se 

focaliser sur l'extraction liquide-liquide et d’abandonner la méthode QuEChERS. 

Néanmoins, la validation de méthode sur ces matrices n’a pas pu aboutir. On 

retrouve un manque de sensibilité pour les premiers points de gamme sur sang total 

notamment pour le THC, CBD et 11-OH-THC. Tandis que pour le sérum et l’urine la 

sensibilité est correcte : les pics de la gamme d’étalonnage et contrôles qualité sont 

distinguables du bruit de fond avec une aire satisfaisante. Les raisons de ce manque 

de sensibilité sont probablement liées à la présence d’un effet matrice dans le sang 

total, malgré le fait qu’il fut utilisé un pool de sang d’individus exempt de drogues. 

Cela est fortement problématique pour le versant médico-légal (notamment en 

toxicologie post-mortem) car il s’agit la plupart du temps de la seule matrice 

sanguine utilisable (en raison de l’hémolyse rapide et de la conservation au 

congélateur), de composition « sale » et hétérogène au vu du profil des cas étudiés : 

coagulation, putréfaction… 

L'incapacité à détecter les molécules dans le sang total est démontrée dans le 

tableau 12. Ce dernier présente une comparaison des signaux de l'étalon interne du 

THC dans différentes conditions. On y observe le signal pour le point de 

concentration le plus élevé (P8), à 100 ng/mL et ce pour les trois matrices étudiées. 

En parallèle, le tableau montre le signal du CQB spécifique à la matrice sérum dont 

la concentration est à 2,5 ng/mL. 
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 P8 Sérum P8 Sang total P8 Urine CQB Sérum 

Moyenne 1720 184 219 317 

CV en % 2.5 64 29 3.9 

 

Tableau 12 : Résultats de la répétabilité sur les signaux des étalons internes du THC dans les 

différentes matrices 

 

 

On constate une diminution du signal lors de l'analyse successive de différentes 

matrices biologiques, notamment du sérum au sang total, du sang total à l’urine et 

enfin de l’urine au CQB du sérum. Ce phénomène se produit particulièrement 

lorsque les échantillons de ces différentes matrices sont injectés consécutivement 

dans une même série d'analyses, avec les échantillons de sang total précédant ceux 

d'urine. La perte de signal est attribuée à l'encrassage de l'appareil d'analyse par le 

sang total. Cette observation souligne la nécessité de valider la méthode séparément 

sur chaque matrice utilisée. Les images fournies illustrent clairement ce phénomène 

: absence de signal détectable à 1 ng/mL dans l’échantillon de sang total sur la 

première image ; signal aisément détectable à 1 ng/mL dans les échantillons d'urine 

et de sérum sur les deux dernières images. Ces résultats proviennent de séries 

d'analyses distinctes, démontrant que les analyses d'urine et de sérum sont 

correctement effectuées lorsqu'elles ne sont pas précédées par l'injection 

d'échantillons de sang total. Cela met en évidence l'importance de la méthodologie 

dans l'analyse des différentes matrices biologiques et les conséquences potentielles 

d'un protocole inadapté sur la qualité des résultats obtenus (comme mélanger les 

matrices au sein d’une même série d’analyse). 

L’exactitude a été analysée à l’aide de contrôles qualités externalisés datant de 2022 

et 2023, au nombre de neuf et provenant de sérum et sang total (il n’y avait pas de 

CQ externalisé urinaire) basée sur la méthode 1. Ce critère de validation n’a pas été 

poursuivi en raison des difficultés spécifiques liées à l'utilisation du sang total comme 

matrice. 
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Signal P2 (1ng/mL) du THC sur sang total : 

 

 

 

Signal P2 (1ng/mL) du THC sur urine : 
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Signal P2 (1ng/mL) du THC sur sérum : 

 

 

 

 

D’après la littérature, plus le degré de liaison aux protéines plasmatiques est élevé, 

plus il est difficile d'atteindre un degré de récupération à 100 % lors de la préparation 

des échantillons. Dybowski 71 a montré que le degré de récupération des 

cannabinoïdes par extraction liquide/liquide (LLE) est similaire mais très faible entre 

GC-MS et LC-MS (Figure 13).  Toutefois, si cet élément était réellement la source du 

problème de sensibilité des analyses sur sang total, il devrait être également 

constaté le même phénomène lors des analyses sur sérum. Or, ce n'est pas ce qui 

est observé. 
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Figure 13 : Degré de récupération du CBD (en vert), du CBG (en orange), du CBN (en bleu) et 

du Δ9-THC (en rouge) calculé à partir de l'analyse GC-MS (A) et LC-MS (B) en LLE à partir de 

surnageant d'échantillons de plasma contenant 0,1 μg/mL (pour GC-MS) ou 0,2 μg/mL (pour 

LC-MS) de chaque cannabinoïde 

 
 

La Figure 14 71  montre qu’un effet matrice est fortement présent en GC-MS en 

comparaison à la LC-MS lors de l’extraction de cannabinoïdes par précipitation de 

protéines. Cet effet matrice s’estompe avec l’augmentation de la concentration 

sanguine en cannabinoïde (Figure 15), ce qui explique les difficultés à détecter des 

faibles concentrations en toxique (comme le 11-OH-THC). Une cartouche SPE est 

une alternative efficace pour limiter les effets de matrice car elle permet de purifier 

l’échantillon, concentrer les analytes d’intérêt ; et son automatisation 72 minimise les 

variabilités liées à la préparation ce qui permet d’améliorer la répétabilité. 

Néanmoins, l’extraction en phase solide s’avère onéreuse et s’accompagne d’un 

alourdissement du protocole expérimental sans gain par rapport à la LC-MS.  
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Figure 14 : Degré de récupération du CBD (en vert), du CBG (en orange), du CBN (en bleu) et 

du Δ9- THC (en rouge) calculé à partir de l'analyse GC-MS (A) et LC-MS (B) par précipitation 

des protéines sur des surnageants à partir d'échantillons de plasma humain contenant 0,1 

μg/mL (pour GC-MS) ou 0,2 μg/mL (pour LC-MS) de chaque cannabinoïde 

 

 

                         

 
 

Figure 15 : Degré de récupération du CBD calculé en GC-MS sur des surnageants à partir 

d'échantillons de plasma avec différentes concentrations de cannabinoïdes 

 
L’objectif du laboratoire était de transférer le dosage des cannabinoïdes sur cette 

nouvelle machine afin d’optimiser l’activité technique et biologique. Étant donné que 
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la validation de la méthode s'est révélée plus complexe que prévu, sans apporter 

d'amélioration et même en montrant une diminution des performances analytiques 

par rapport à l'instrument déjà en place. De plus, la GC-MS/MS nécessite une 

dérivatisation, ce qui prolonge le temps de préparation par rapport à la LC-MS. Il a 

donc été jugé judicieux de ne pas poursuivre les analyses sur ces matrices. Par 

conséquent, les analyses continueront d'être effectuées sur la LC-MS. 

 

 

2) Validation analytique sur la matrice capillaire 
 
 

a. Stratégie de validation 

 
 

La validation analytique sur la matrice capillaire s’est réalisée en deux temps, 

d’abord pour le THC et CBD en utilisant la méthode 2 ; puis la méthode 3 pour le 

THC-COOH. Cette stratégie en deux phases assure une validation analytique 

adaptée à chaque composé notamment pour la sensibilité : la limite de quantification 

(LOQ) souhaitée pour le THC-COOH est significativement inférieure à celles 

requises pour le THC et le CBD. Il s'avère nécessaire d’utiliser une technique 

d’ionisation spécifique et une dérivatisation adaptée pour ce métabolite.  

 

Notre méthode qui implique la surcharge d'analytes (sous forme liquide) dans un 

concentré capillaire exempte de drogues est la plus fréquemment utilisée pour 

valider la méthode. Cependant, ce modèle ne reproduit pas l'incorporation des 

substances dans les cellules ciliées capillaires de la même manière que lorsqu'elles 

sont intégrées dans les cheveux après ingestion ou inhalation. L’alternative consiste 

à tremper des cheveux vierges dans une solution surchargée à concentration 

connue pour que la matrice s’imprègne. Contrairement à notre méthode, le contrôle 

qualité final est un matériau solide. Néanmoins, il est difficile d’évaluer la 

concentration exacte en raison de la variation de l'incorporation des substances dans 

les cheveux (27 à 70 % reste dans le cheveu 31) ; il existe aussi le même problème 

de reproduction d’incorporation à partir du sang. 
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b. Choix des analytes 

 
 

Les analytes sélectionnés pour le dosage capillaire sont les mêmes que ceux 

recherchés dans le sang, l’urine et la salive : THC- CBD et THC-COOH. La seule 

exception est le 11-OH-THC, dont le dosage capillaire n’a pu être développé. 

La recherche capillaire de THC et de CBD permet de détecter avec une bonne 

sensibilité, une exposition capillaire au cannabis mais elle ne permet pas d’exclure 

une éventuelle contamination externe. La présence de THC-COOH dans les 

cheveux indique une consommation active de cannabis plutôt qu'une exposition 

passive à l'environnement, car il n'est pas présent dans la fumée de cannabis. Ce 

dernier persiste plus longtemps que le THC lui-même et sa détection dans les 

cheveux suggère que le cannabis a été métabolisé par l'organisme. Cependant, 

l'absence de THC-COOH ne signifie pas nécessairement qu'il n'y a pas eu de 

consommation de cannabis : sa concentration dans les cheveux est généralement 

bien inférieure à celles du THC (souvent inférieures à 10 pg/mg). Cette faible 

incorporation s'explique par sa nature acide car le gradient de pH entre le sang et la 

matrice capillaire qui est plus acide, entrave une incorporation efficace 74. Il est 

important de noter que ce métabolite se trouve également dans le sébum et la sueur. 

Par conséquent, il est possible qu'il soit transféré sur les cheveux d'autres individus 

(jeunes enfants, partenaires de consommateurs de cannabis) mais à des 

concentrations très faibles, éliminées par lavage75 (à l’exception du cas particulier 

qu’est le jeune enfant). Le THC-COOH est donc un analyte majeur pour 

l'interprétation des résultats des tests, justifiant ainsi la nécessité de développer des 

analyses supplémentaires. Il est à comparer au THC et CBD pour obtenir une 

compréhension plus complète de la consommation de cannabis. Ce panel 

d’analyses dosé en parallèle peut aider à établir une chronologie de l'utilisation et à 

fournir des informations complémentaires sur les habitudes de consommation, 

permettant ainsi une interprétation plus précise et nuancée des résultats 

toxicologiques. 

 

Concernant le 11-OH-THC, le dosage capillaire n’a pas pu être mis en place. En 

effet, la limite inférieure de quantification nécessaire pour ce composé serait, comme 

pour le THC-COOH de 0.2 pg/mg de cheveux et son dosage nécessiterait donc une 

sensibilité très importante. Or, des tests préliminaires avaient montré :  
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-un défaut de sensibilité sur les matrices testées avec la méthode 1 pour ce 

composé jusqu’au quatrième point de la gamme. 

- une absence de détection avec la méthode 3. La NCI offrant une sensibilité 

supérieure (d’un facteur 100 à 1 000) à l’EI n’a pas réussi à pallier ce problème. Il est 

probable que l'efficacité de la dérivatisation soit inférieure pour le 11-OH-THC 

comparé au THC-COOH en raison des différences structurelles entre ces molécules 

notamment par l'absence d'un groupement carboxyle sur le 11-OH-THC, limitant la 

possibilité d'estérification avec le HFIP. La NCI présente un manque de flexibilité par 

rapport à l'ionisation électronique. Passer de l’EI à la NCI nécessite un temps de 

mise en place qui, peut entraîner une incompatibilité avec la routine de travail au 

laboratoire. De plus, l'entretien, comme le nettoyage des sources d'ions, est plus 

fréquent. Les processus de dérivatisation, tels que la perfluoracylation ou 

l'estérification avec des alcools fluorés sont également plus complexes que la 

silylation. 

 

                                               

 

                                   Figure 2 : 11-hydroxy-delta 9-tétrahydrocannabinol (11-OH-THC)       
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                                Figure 12 : Réaction chimique pour la dérivatisation du  THC-COOH 65 

 

Sa structure moléculaire le rend particulièrement sensible à la dégradation 

thermique. Exposé aux températures élevées de la GC, il peut se décomposer avant 

d'atteindre le détecteur. Dans ces conditions, le 11-OH-THC peut subir diverses 

réactions chimiques, telles que l'élimination de groupes fonctionnels ou des 

réarrangements moléculaires conduisant à la formation de produits de dégradation 

qui ne sont pas détectés. De plus, le 11-OH-THC est généralement détecté à des 

concentrations inférieures à celles du THC et du THC-COOH dans le sang lors de 

l'inhalation de cannabis. Par conséquent, cette tendance se reflète également dans 

les concentrations observées dans les cheveux. Cette différence de concentration 

est due au métabolisme spécifique du THC lorsqu'il est inhalé, où la conversion en 

11-OH-THC est moins importante que lors de l'ingestion orale. Sa concentration 

décroît rapidement après la consommation, ce qui complique sa détection, en 

particulier lorsque la limite de détection de la méthode analytique n'est pas 

suffisamment basse, comme c'est le cas dans cette thèse. Cependant, l'absence de 

résultats pour le 11-OH-THC est moins problématique dans le cadre d'une analyse 

toxicologique, car il n’apporte pas d’autres informations supplémentaires par rapport 

au THC-COOH. 
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c. Méthode 2 
 

 

Les résultats des tests de validation de la méthode ont rempli l'ensemble des critères 

d'acceptation prédéfinis. La méthode 2 pour le dosage du CBD et THC dans la 

matrice capillaire peut être mise en production. 

Pour obtenir une analyse complète des cannabinoïdes et une interprétation globale 

des résultats, il faut procéder à une approche combinant les méthodologies 2 et 3. 

L'utilisation exclusive de la méthode 2 s'avère insuffisante pour affirmer une 

consommation. 

 

 

d. Méthode 3 
 

 

Nos résultats ont démontré qu’une température à 140°C pour la source d’ionisation 

offrait de meilleurs résultats pour la détection du THC-COOH. En effet, il est 

important que cette température soit plus basse, en comparaison avec la 

température d'interface entre la chromatographie en phase gazeuse et la 

spectrométrie de masse qui est plus élevée. Cette réduction de température est 

bénéfique car elle minimise la fragmentation de l'ion parent : un ion parent de masse 

élevée est privilégié (620 à 140 °C contre 492 à 230 °C), car il confère une plus 

grande spécificité au composé et améliore sa limite de détection. En revanche, une 

température élevée de la source entraîne une fragmentation accrue, générant de 

nombreux ions fils. Cela peut augmenter la sensibilité, mais risque de compliquer 

l'interprétation en raison du bruit de fond. Il est donc essentiel de trouver un équilibre 

entre la température d'ionisation et la résolution des pics. 

 

Malgré la meilleure détection apportée par l’ion à 140 °C, nos résultats mettent en 

évidence une sensibilité insuffisante. En effet, malgré l’utilisation des paramètres 

instrumentaux proposés par le fournisseur, nous n'avons pas encore atteint de 

manière constante le niveau de sensibilité requis pour le THC-COOH. Bien que nous 

parvenions parfois à obtenir des résultats corrects, le signal reste très faible, ce qui 

entraîne des variations importantes dans les résultats. Ce manque de sensibilité 

parait fréquent : dans une étude 70 utilisant le même instrument, les pourcentages de 
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tests positifs pour le THC-COOH étaient de 54 % chez les gros consommateurs, 

contre seulement 11 % chez les consommateurs légers. 

Pour améliorer davantage la méthode, il sera nécessaire de contacter le fabriquant 

de l’instrument78 (Shimadzu) pour obtenir des informations complémentaires, 

optimiser de manière plus poussée les paramètres instrumentaux et avoir une aide 

dans la mise en place de cette méthode qu’ils annoncent réalisable sur cet 

instrument. 

Plusieurs pistes sont à explorer pour améliorer la détection du THC-COOH. 

Augmenter le nombre d’extraction liquide/liquide (trois par exemple) pourrait 

améliorer le degré de récupération des cannabinoïdes. Le THC-COOH, étant une 

molécule polaire, est plus efficacement extrait par des solvants polaires. Les solvants 

non polaires comme l'hexane sont moins efficaces pour extraire quantitativement le 

THC-COOH du fait d’une moindre affinité. Un mélange méthanol/chloroforme 

pourrait être essayé pour les méthodes 1 et 3, facilitant l’extraction des 

cannabinoïdes neutres et acides. Une préconcentration de l’échantillon en utilisant 

une technique d’extraction en phase solide pourrait être aussi une solution.  

L’automatisation peut soulager dans certains cas l’extraction liquide/liquide classique 

qui implique une charge de travail manuelle importante et est sujette aux erreurs. 

Mais sa mise en œuvre au sein d'un Centre Hospitalier Universitaire (CHU) présente 

un défi trop important en termes de logistique, d’organisation et de coût. Les 

limitations financières et matérielles imposent des choix dans la distribution des 

ressources, ces dernières sont principalement consacrées vers les analyses les plus 

courantes et prioritaires. L'exploration d'autres sites de prélèvement pourrait 

constituer une alternative intéressante pour améliorer la détection des quatre 

cannabinoïdes. Des concentrations plus élevées ont été trouvées pour un certain 

nombre de médicaments dont les cannabinoïdes dans les poils pubiens, axillaires 

par rapport aux cheveux 77 . Les différences de concentration peuvent s'expliquer par 

plusieurs facteurs comme une incorporation accrue de sueur ou de sébum dans les 

poils corporels pendant le stade télogène (plus long pour ces poils), un cycle de 

croissance et une pigmentation différente ainsi qu’une exposition moindre à la 

lumière. En revanche, il est généralement considéré que le poil ne permet pas de 

réaliser une datation précise, et sa disponibilité peut être limité dans certaines 

populations, notamment les enfants. 
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e. Application des méthodes 2 et 3 sur des échantillons  
 

 

Quatre échantillons d'évaluation externe de la qualité : DH144, DH244, DH145, 

DH245 ont été analysés sur la matrice capillaire en utilisant les méthodes 2 et 3. Les 

résultats de ces EEQ se sont révélés négatifs chez DH144, DH244, DH145, DH245, 

pour la présence de cannabinoïdes, ce qui correspondait aux attentes.  

Il a été analysé deux échantillons capillaires (Y1 et Y2) de consommateurs se 

déclarant soit consommateur régulier (Y1) ou quotidien (Y2 plusieurs fois par jour). 

Dans le cas de Y2, on observe des concentrations élevées à la fois en THC et en 

CBD avec des niveaux de THC dépassant le quatrième point de la gamme 

d'étalonnage. Les concentrations en THC sont particulièrement importantes, ce qui 

suggère une consommation de cannabis généralement plus riche en THC. Cette 

prédominance du THC par rapport au CBD est caractéristique du cannabis non 

réglementé, contrairement aux produits thérapeutiques qui ont des concentrations 

plus élevées en CBD. Pour Y1, l'analyse révèle une concentration en THC inférieure 

à la limite de détection (< 50 pg/mg) mais tout de même distinguable du bruit de 

fond. On ne détecte que des traces de CBD. Cette différence de profil par rapport à 

Y2 suggère que la préparation, composition ou variété du cannabis consommé par 

Y1 pourrait être différente de celle utilisée par l'autre consommateur, la qualité du 

cheveu peut également en être l’origine (couleur, traitements…). Ou alors comme 

mentionné précédemment, la différence pourrait résulter de la fréquence de 

consommation distincte entre les deux individus : Y1 a une fréquence de 

consommation moins élevée que Y2, ce qui expliquerait les concentrations plus 

faibles détectées. Du fait du résultat satisfaisant de la validation analytique pour ces 

deux molécules, il n’y pas de doute sur la fiabilité des résultats obtenus et leur 

interprétation. 

Pour Y2, on observe une quantité significative de THC-COOH, ce qui suggère une 

consommation chronique de cannabis. Pour Y1, des concentrations de THC-COOH 

sont aussi détectées mais moins importantes. Cette différence de résultats entre Y2 

et Y1 est toujours due à la différence de consommation. On peut supposer que si la 

faible prise d'essai pour Y2 (environ 20 mg) avait été équivalente à celle indiquée 

dans la méthode 3, la quantité de THC-COOH détectée aurait été encore plus 

importante, renforçant l’idée d'une consommation chronique de cannabis chez Y2.  
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Récemment, une étude 64 utilisant le même instrument  a montré que la valeur 

prédictive négative (VPN) était de 47% pour le THC-COOH : si un échantillon de 

cheveux est négatif pour les cannabinoïdes, il est probable que le sujet n'est pas un 

gros consommateur de cannabis. Cependant, cela ne permettrait pas de conclure 

avec certitude que la personne s'est réellement abstenue de consommer, d'où 

l'importance de toujours croiser ces résultats avec d'autres matrices. Cela ouvre la 

voie à des améliorations potentielles de la fiabilité des analyses pour ce type de 

consommation.  

Bien que le développement de la méthode ne soit pas entièrement finalisé, nous 

avons réalisé des progrès significatifs (en optimisant les paramètres instrumentaux), 

et dans certains cas, la méthode actuelle permet déjà d'obtenir des résultats 

prometteurs comme avec les consommateurs analysés (notamment Y2). 
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VI-Conclusion 
 
 

L'analyse des cannabinoïdes dans le cheveu s'inscrit dans une démarche globale et 

multidisciplinaire, en tenant compte des analyses effectuées sur le sang, l’urine et la 

salive afin d’améliorer l’interprétation des résultats. Dans ce contexte, il semblait 

important d'harmoniser toutes les procédures analytiques en les réalisant sur un 

même instrument. Cette démarche avait pour objectif de faciliter la comparaison et 

l'intégration des résultats obtenus à partir de différentes matrices, offrant ainsi une 

vision plus complète et fiable de l'analyse toxicologique. 

Les résultats se sont avérés concluants pour les échantillons de sérum et d'urine. 

Cependant, lors de l'application de la méthode au sang total, un manque de 

sensibilité a été constaté, cette limitation a rendu impossible le transfert de la 

méthode vers la technique de GC/MSMS. En effet, le sang total est la seule matrice 

qui peut être appliquée dans la plupart des contextes.  En conséquence, il n’a pas pu 

être effectué la validation de méthode pour la détection et la quantification des 

quatre cannabinoïdes sur les matrices étudiées (sérum, urine et sang total). 

Une validation analytique complète a pu être appliquée pour le THC et CBD 

capillaire avec des résultats satisfaisants. Quant au THC-COOH capillaire, il a été 

seulement accompli un passage d’EEQ et d’échantillons de consommateurs par 

manque du temps. Les ressources disponibles se sont avérées insuffisantes pour 

identifier et résoudre le problème de sensibilité observé aux concentrations les plus 

basses de la gamme d'étalonnage. Ce défaut a ralenti la capacité à développer la 

méthode pour détecter et quantifier cet analyte à faible concentration. Ce facteur 

limitant est majeur pour assurer la performance de la méthode, car l'augmentation de 

la limite de détection peut entraîner des répercussions significatives d’un point de 

vue clinique ou médico-légal quant à l'interprétation des résultats.  

Des investigations sont actuellement déployées pour identifier des facteurs visant à 

améliorer la détection du métabolite THC-COOH dans le cadre de la méthode 3. 

L'optimisation et la maîtrise de ces paramètres critiques (instrumentaux, 

protocolaires) s'avèrent déterminantes pour la validation intégrale de la méthode de 

dosage des cannabinoïdes sur matrice capillaire ; et ainsi d’ajouter cette analyse au 

panel des examens proposés au sein de notre laboratoire. 
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Abstract  
 
 
 
The development and validation method of cannabinoids assay in GC-MS/MS allows 

to improve analytical performance (sensitivity, specificity), especially on the hair 

matrix where low concentrations of toxic are found. The integration of this matrix into 

a complete analysis panel (blood, urine) deepens interpretation of a result and 

contributes to more accurate and comprehensive assessment of cannabinoid 

exposure. The transfer of the method to GC/MSMS technique for liquid samples 

(currently dosed in LC-MS) failed due to a matrix effect on whole blood, causing a 

lack of sensitivity. The method validation for the CBD and THC assay in hair matrix 

was a success, these analytes can now be measured in the laboratory. Whereas for 

THC-COOH, major metabolite for analysis of results, validation was limited to 

accuracy due to time constraints and the complexity of instrumental parameters 

impacting sensitivity at low concentrations. 
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