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Les benzodiazepines comptent parmi les agents therapeutiques les plus uti- 
lises dans le monde. Le nitrazepam est une des plus ancienne molecule de cette 
famille medicamenteuse. Sa forme inchangee induit les effets hypnotiques re- 
cherches [ 11 alors que ses deux principaux metabolites, le 7-aminonitrazepam 
et le 7-acdtamidonitrazepam, sont reputes inactifs [ 2,3]. 

Au tours de traitements prolong& les taux plasmatiques subissent de grandes 
variations interindividuelles [4] et doivent Qtre control& regulierement. 11 est 
necessaire alors de disposer dune methode simple et performante pour la de- 
termination du nitrazepam inchangh dans le plasma. 

Cette note se propose de decrire une methode basee sur l’utilisation de la 
chromatographie gaz-liquide et du detecteur specifique azote-phosphore. La 
technique proposee a 6% appliquee a quelques cas cliniques interessant les do- 
maines de la pharmacologic et de la toxicologic. 

MATl?RIELS ET MfiTHODES 

Appareillage et paramBtres chromatographiques 
Chromatographe gaz-liquide: Hewlett-Packard Modele 5710-A, equip& d’un 

detecteur double azote-phosphore, ionisation de flamme Modele 18789-A 
fonctionnant en mode detecteur azote-phosphore. Integrateur: Mod&le 3390 A 
(Hewlett-Packard, Toulouse, France). Colonne en verre: 183 cm x 2 mm avec 
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OV-25 a 2% sur HP Chromosorb W AW DMCS, loo-120 mesh (Hewlett-Pack- 
ard). Gaz vecteur: azote U (22 ml/min); gaz detecteurs: air medical (60 ml/ 
min) , hydrogene (6 ml/min) . 

L’injecteur est chauffe a 250°C et le detecteur a 350’ C; le four est utilise en 
programmation de temperature de 200°C B 260’ C avec un taux de progression 
de 4” C/min et un arr8t de 4 min a la temperature finale (260” C ) . 

Le.9 rkac tifs 
Le benzene et l’acetone sont des produits R.P. Normapur pour analyses 

(Prolabo, Paris, France). Le nitrazepam a Qte obtenu de Roche (Neuilly-sur- 
Seine, France) et le clobazam de Diamant (Paris, France). Le clobazam est 
utilise en tant que benzodiazepine de reference. La solution tampon a pH 9 a 
Qte preparee B partir de Titrisol-Tampon reference 9889 (E. Merck, Darm- 
stadt, R.F.A. ). 

Des solutions standards de nitrazepam et clobazam ont Qte preparees dans 
de l’acetone (1 mg/ml) , placees dans des flacons de verre color& et stock&es h 
une temperature de - 20’ C. 

Les solutions filles necessaires aux besoins de l’etablissement des courbes de 
calibration ont Qte p&pa&es a partir des solutions meres prdcedentes par di- 
lutions acetoniques adequates. 

Pro&de’ ge’n&al d ‘extraction 
Dans un tube B fond rond de 20 ml sont deposes successivement 0.5 ml de 

plasma du patient et 2 ml de la solution tampon h pH 9. Le melange est assure 
par une agitation de 10 s avec l’agitateur h vibration ‘Atex’. 

Le benzene (8 ml) est ensuite verse dans le tube et I’extraction du nitraze- 
pam est assuree par une periode d’agitation de trois fois 30 s. La separation des 
phases est realisee par une double centrifugation de 5 min a 1500 g. 

Le surnageant (5 ml) est r&up&e et place dans un tube de verre a fond 
conique auquel on ajoute 2 ml de la solution acetonique de la benzodiazepine 
de reference (le clobazam) . Une agitation de 5 s precede Y&ape d’evaporation 
qui s’effectue au bain marie a 35 o C sous flux d’azote. 

Apres avoir ramend le tube a la temperature ambiante, le re’sidu est repris 
par 50 ~1 du solvant d’injection, le benzene. Une agitation de 10 s permet d’op- 
timiser la redissolution des produits. Quelques microlitres (5 ~1) sont inject& 
dans le chromatographe. 

Courbes de calibration 
Les courbes de calibration ont kte obtenues grace a I’analyse de parties ali- 

quotes de plasma (au pH 9) enrichies de quantites croissantes de nitrazepam 
dans trois gammes de concentration (20-100, 200-1000 et 2000-10 000 ng/ 
ml). 

Le traitement statistique des resultats nous a permis d’etablir, pour chacune 
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TABLEAU I 

EVALUATION DE LA LINtiARITti 

Gamme 
h/ml ) 

r r2 tiquation 

20-100 0,998 0,996 y= -35,48+6,75x 
200-1000 0,998 0,997 y= -32,67+0,62x 

2000-10000 0,9973 0,993 y= -36,55+0,07x 

des trois gammes de concentration, l’existence dune regression linkaire (Ta- 
bleau I ) . 

RIhULTATS ET DISCUSSION 

Evaluation de la me’thode 
Nous avons choisi de determiner le nitrazepam sous sa forme inchangee. La 

methode proposee utilise le detecteur specifique azote-phosphore, il permet 
d’obtenir une bonne selectivite et une grande sensibilite des produits detect&. 
Lors de notre etude nous n’avons pas rencontre avec ce detecteur de cas de 
saturation ou de non linearit& 

Les chromatogrammes types obtenus avec l’injection dune quantite connue 
de nitrazepam et de la benzodiazepine de reference (Fig. 1) et l’analyse dun 
dchantillon de plasma temoin (Fig. 2) montrent que les interferences des pro- 
duits endogenes ne sont pas 21 craindre. 

Le coefficient de correlation et de determination ainsi que les equations des 
droites de regression du nitrazepam pour chacune des trois gammes exploitees 
sont repertories dans le Tableau I. 

L’examen des resultats permet de conclure que la methode proposde est re- 
lativement precise. La valeur de Y&art type (a) reflete cette assez bonne pre- 
cision: o= 7,44%. 

La reproductibilite est exprimee par le coefficient de variation (C.V.). Ce 
facteur de calcul statistique couvre les variations introduites par la repetition 
des analyses pour chaque point des droites de regression (n = 54) et leur Btale- 
ment dans le temps (496 jours). La reproductibilite de la methode est appre- 
ciable: C.V. = 7,65%. 

Le taux de recuperation moyen, au pH Qtudie, est de 97,25%. 
Les temps de retention respectifs du nitrazepam et du clobazam sont, dans 

les conditions chromatographiques retenues, de 17,51 et 13,23 min. 11 faut en 
moyenne 1,5 h pour obtenir un resultat qualitatif et quantitatif. Ce delai est 
compatible avec les objectifs analytiques d’ordre pharmacologique et mQme 
toxicologique. 

L’association de la chromatographie gaz-liquide et du detecteur thermo- 
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Fig. 1. Chromatogramme obtenu sur une colonne B 2% OV-25 pour une solution contenant les 
deux benzodiazhpines B concentration egale. Pits: 1 = clobazam; 2 = nitrazkpam. 

I ‘““““I”““’ “I”““’ 
cl 1D 2D minutes 

Fig. 2. Chromatogramme type d’un plasma temoin. Extraction: bentine A pH 9; conditions chro- 
matographiques standards. 
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ionique azote-phosphore permet de determiner des taux plasmatiques en ni- 
trazepam assez faibles, largement superieurs aux taux plasmatiques moyens 
qui correspondent aux doses capables d’induire les premiers effets 
pharmacologiques. 

Notre methode d’analyse permet l’evaluation qualitative et quantitative, sous 
leur forme inchangee, d’onze benzodiazepines commercialisees en France [ 51. 
Elle ne permet pas, cependant, de doser le chlordiazepoxide et de son mdta- 
bolite d&methyl6 ni de &parer le tdtrazepam du lorazepam [ 51. 

Nous avons adapt4 la methode proposee pour la rendre applicable h la de- 
termination du nitrazepam dans les urines. Dans ce cas il faut rdaliser, avant 
l’extraction, une hydrolyse enzymatique pour liberer la benzodiazepine de ces 
formes conjuguees. 

Applications cliniques 
Nous avons utilise des Qchantillons biologiques varies provenant de centres 

hospitaliers ou d’hopitaux psychiatriques speciali&. La methode a et4 appli- 
q&e a la determination du nitrazepam sur ces prelevements obtenus de per- 
sonnes traitees par ce medicament ou l’ayant absorb6 intentionnellement. 

L’effet hypnotique du nitrazepam est dependant a la fois de sa cinetique de 
distribution et d’dlimination. Ces don&es sont bien etablies [6,7] et se ca- 
racterisent par une rapide absorption et une lente elimination [ 81. Les prises 
rep&es de ce medicament sont a l’origine des frequents cas d’abus et de sur- 
dosages observes [ 9 1. 

Nous constatons que pour des traitements rep&& aux doses usuelles les taux 
plasmatiques de nitrazepam inchangd peuvent subir de grandes variations in- 
terindividuelles (Tableau IIa et c). Les valeurs moyennes d’environ 30 et 50 
ng/ml pour les traitements prolong& de 5 et 10 mg par jour restent conformes 
aux don&es de la littdrature [ 61. 

Lorsque les benzodiazepines sont seules en cause, l’intoxication est relative- 
ment bdnigne [lo-121 et le suicide devient m&me difficile [ 131; dans les cas 
d’absorption volontaire dune dose excessive, la mortalite est rare voire nulle 
[lo-131. 

Le taux plasmatique du nitrazdpam inchange peut atteindre des valeurs Qle- 
&es: 1250 ng/ml pour le cas d’absorption volontaire dune dose excessive que 
nous avons mentionne (Tableau IIb ) . L’evolution de ce cas est restke favorable 
avec la mise en place dun traitement symptomatique. 

Les benzodiazepines peuvent gtre administrees en association avec d’autres 
mrklicaments. Ceux que nous avons mention&s dans le Tableau II n’interfe- 
rent pas avec le dosage du nitrazepam. 

Lorsque le nitrazepam est associe a d’autres benzodiazepines nous avons pu 
montrer que leur determination respective sous leur forme inchangee est pos- 
sible en appliquant les conditions chromatographiques retenues. Notre mk- 
thode permet de determiner aussi, pour les cas cliniques 8 et 9, les taux plas- 
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TABLEAU11 

APPLICATION DE LA h413~H0~13 AU DOSAGE DU NITRAZI~PAM DANS LES FLUIDES 
BIOLOGIQUES 

(a) Absorptzon de nrtrazkpam seul d doses the’rapeutiques 

Cas Voie Dernikre Dur& du Dose administrke Mkdicaments Taux 
prise traitement associb plasmatique 
(h) (,jours) mg par mg/hg @g/ml) 

jour 

Ode 10 35 5 0,067 Lithium, 34 
phenobarbital 

Orale 10 15 5 0,083 Meprobamate, 26 
phenobarbital 

Orale 10 20 5 0,093 Thioridazine, 57 
cyan&marine 

Orale 10 3B4 10 0,118 Fluphenazine, 55 
nortriptyline 

Rectale 18 75 10 0,20 Phanquinon, 67 
clioquinol 

(b) AbsorptLon volontaire d’une dose excessive de natrazkpam 

Gas Voie Duree de l’exposition Dose presumee 
(h) absortie 

6 Orale 15 80x5 mg 
20 645 mglkg 

Taux plasmatique 
(ng/ml) 

1350 

Taux urinaire 
(ng/ml) 

1800 

(c) N~trazkpam assoczd 2 une autre benzodiazkppme ci doses thkapeutlques 

Cas Compose Voie Derniere Duke du Dose administrke Taux 
prise traitement plasmatique 
(h) (jours ) mg par jour mg/hg (w/ml) 

NitraSpam (N) et clobazam (C) 
7 : Orale 10 15 5 0,088 27 

Orale 10 30 20 0,351 345 

Nztrazkpam (N) et diazipam (0) 
8 N Rectale 15 3 10 0,135 19 

D Orale 4 15 3x10 0,405 _Q 

9 N Orale 10 10 5 0,081 25 
D Orale 10 20 5 0,081 -a 

Nrtrazbpam (N) et lorazkpam (L) 
10 N Orale 12 21 5 0,074 24 

L Orale 18 21 2x 1,25 0,037 35 

NttratGpam (N) et oxazt?pam (0) 
11 N Rectale 10 7 10 0,125 65 

0 Orale 10 10 2x50 1,25 1370 

12 N Orate N.C.* 10 5 0,072 17 
0 Orale N.C.b 17 3x25 1,09 630 

“Voir la discussion. 
‘N.C. =non communique. 
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TABLEAU III 

PARAM&TRES CHROMATOGRAPHIQUES DES BENZODItiPINES ASSOCtiES AU 
NIT-PAM ET APPLICATION DE LA mTHODE A LA DfiTERMINATION DES TAUX 
PLASMATIQUES DES CAS 8 et 9 

Compod Temps de r&ention abeolus 
(min) 

Taux plasmatique (ng/mI) 

Cas 8 cae9 

Clobazam 13,23 
Lorazhpam 9,83 
Nitrazkpam 17,51 
Dia&pam 10,50 
Nordiihpam 12,47 
Oxa&pam 8,25 
TBmatipam 15,57 

19 
1745 
1640 
Traces 

25 
110 
180 

matiques de mhtabolites actifs du diazbpam: le nordiazdpam, l’oxaz6pam et le 
ttSmaz6pam (Tableau III). 
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