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I. Introduction

Le terme allergie a été proposé pour la 1% fois en 1906 par un chercheur et pédiatre
autrichien, Clemens von Pirquet, pour décrire des variations de réactivité de I'organisme vis-
a-vis d’agents extérieurs. [HUBER, 2006]

En France, la prévalence des allergies a grandement augmenté au cours des dernieres
décennies. On estime qu’environ 25 % de la population est touchée par une maladie
allergique. [INSERM, 2016]

Elles peuvent étre déclenchées par des produits présents dans lair (pollens, poils,
poussiéres,...), des aliments (ceufs, arachides, fruits de mer,...), des venins (abeilles,
guépes,...), par exposition a certaines substances (métaux, latex,...), mais également par

'administration de médicaments.

Les antibiotiques sont parmi les médicaments les plus fréquemment impliqués dans les
phénomenes allergiques. [DEMOLY, 2007] [MACY, ROMANO et KHAN, 2017] Aprés un
phénoméne présumé allergique lors d’un traitement, une éviction de la molécule présumée
responsable est réalisée, parfois de la propre initiative du patient. Cependant tous les
symptémes survenant durant un traitement ne sont pas des allergies. Il peut s’agir d’effets
secondaires n’impliquant pas la réaction immunitaire, d’'une infection associée, d’interactions
avec un autre traitement,... [ATANASKOVIC-MARKOVIC, GAETA, MEDJO et al., 2016]
[DEMOLY, 2007] [PICHLER, BEELER, KELLER et al., 2006] Il est parfois difficile de faire la
part des choses, ce qui engendre une surestimation du nombre de véritables allergies.
[COMTE, PETITPIERRE, SPERTINI et al., 2012] [ESPOSITO, CASTELLAZZI, TAGLIABUE
et al., 2016]

Pour ces patients présumés allergiques a tort, la non utilisation de certaines molécules, voire
famille de molécules, a un impact sur leur prise en charge, notamment a I'hdpital. En effet on
exclut alors de maniéere inutile de nombreuses options thérapeutiques. Dans I'exemple des
antibiotiques, en utilisant le traitement qui n’est pas toujours le plus adapte, par son spectre
trop large et sa diffusion trop étendue, I'écologie bactérienne est altérée, ce qui favorise
l'apparition de résistances et épuise l'arsenal thérapeutique. De maniéere globale il en

découle une perte de chances pour les patients et un surco(t pour la société.

D’ou l'intérét de poser un diagnostic, en réalisant notamment des tests cutanés, Prick test,
intradermoréactions ou patch tests, pour déterminer si les patients sont effectivement

allergiques a la molécule concernée et aux autres de la méme famille. Les solutions utilisées
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pour les intradermoréactions sont extrémement diluées et il n’existe pas ou peu de données

sur leur stabilité, ce qui implique une préparation extemporanée, couteuse et chronophage.

Le but de ce travail est d’étudier la stabilité de solutions diluées d’antibiotiques utilisées pour
les intradermoréactions, pour déterminer si elles peuvent étre utilisées plusieurs jours apres
préparation. Nous commencerons par définir ce qu’est l'allergie et plus particulierement
I'allergie médicamenteuse et son diagnostic. Nous discuterons ensuite des allergies aux anti-
infectieux, de leur surestimation et de l'intérét des tests cutanés dans le diagnostic d’allergie.
Puis nous présenterons l'intérét et les conditions de réalisation de I'étude de stabilité et les

résultats obtenus.
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II. Généralités sur l'allergie

L’hypersensibilité est définie comme causant « des symptdbmes ou signes objectivement
reproductibles, induits par I'exposition a un stimulus défini a des doses tolérées par des
sujets hormaux ». [JOHANSSON, HOURIHANE, BOUSQUET et al., 2001]

Cette réaction peut étre médiée par le systéme immunitaire, via 'immunité humorale (IgE,
IgG, IgA) ou 'immunité cellulaire (éosinophiles, cellules T) [STETSON et SIEGEL, 2007], on
parle alors d’hypersensibilité allergique ou d’allergie. (Figure 1) Il s’agit d’'une exagération
pathologique de la réponse immunitaire initiée par un antigéne que I'on nomme alors

allergéne.

Hypersensibilité

|
, .

Hypersensibilité allergique Hypersensibilité non allergique
(macanisme immmunologigque [mécanisme immunologigue
défini ou fortement suspecté) axclu)

v

IgE dépendante Mon IgE dépendante
Lymphocytes T :

- -  par exemple dermatite de

Mon atopique Alopique contact, maladie coeliague

Ll Piglres Eosinophiles :
d'insectes —» Far exemple

- gasiro-antéropathie

_., H
elminthes
IgG dépendante : par exemple
—» alvéolilte allergique
I~ Médicaments
» Autres

—p| Autras

Figure 1: Classification de I'hypersensibilité par Johansson et al. 2001

Les allergies sont multiples en termes d’allergénes, de mécanismes immunologiques

impliqués et de symptémes.
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Les voies d’entrées

- Respiratoire, avec des allergénes en suspension dans I'air : pollens de graminées, de
cypres, poils d’'animaux, excréments d’acariens, moisissures (Aspergillus, Alternaria)

- Orale: des aliments, par exemple les ceufs, les arachides, les fruits de mer,
également des médicaments

- Cutanée, par simple contact : latex, nickel, mais aussi les animaux et certains
médicaments (antiseptiques, Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens ou AINS)

- Transcutanée : des venins suite a une piqure d’abeilles ou de guépes, une injection
d’'un médicament. [INSERM, 2016] [AVENEL-AUDRAN, 2014] [BARBAUD, VIGAN,
DELROUS et al., 2005]

Les mécanismes impliqués

Les mécanismes impliqués dans les allergies sont nombreux et complexes. Selon le type
d’effecteur de I'immunité en cause, la réaction peut étre immédiate (quelques minutes a

moins d’une heure) ou retardée (quelques heures a plusieurs semaines aprés exposition).

Tous les types d’hypersensibilité de la classification de Gell & Coombs peuvent étre
concernés (Figure 2) mais parmi les plus connus et les plus graves on retrouve le choc

anaphylactique, dont la réponse immunitaire est immédiate et médiée par les IgE.
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EXEMPLES DE MALADIES

Rhinite, asthme, ~ Réaction Thyroidite, Lupus Rejet de greffes, Asthme Psoriasis, Rejet de greffes,
anaphylaxie transfusionnelle, ~ myasthénie érythémateux, arthrite, diabéte chronique, polyarthrite, diabéte de type
anémie maladie sérique  psoriasis rhinite chronique,  sclérose en |, eczéma de
hémolytique (intradermoréaction  eczéma atopiqgue  plagues, maladie  contact, vitiligo,
a la tuberculine) de Crohn pelade
ALLERGIES AUX MEDICAMENTS
Choc Cytopénie Vascularite Exanthéme, DRESS ~ DRESS Pustulose Nécrolyse
anaphylactigue  médicamenteuse immuno- exanthématique  Epidermique,
allergique, Syndrome de
pseudo-maladie Lyell/syndrome de
sérique Stevens-Johnson

Figure 2 : Classification des maladies allergiques et allergies médicamenteuses selon Gell & Coombs

[NICOLAS, 2015]

Les symptomes allergiques

lls sont de localisation et de sévérité variables :

Cutanés : urticaire, eczéma, toxidermies (Drug Reaction with Eosinophilia ans
Systemic Symptoms ou DRESS syndrome, syndrome de Lyell), cedéme de Quincke
(x dangereux selon la localisation) [ROUJEAU, 2007] [TEHRANY, LAFFITE et
GROSGURIN, 2016]

Respiratoires : toux, éternuements, rhinite allergique, asthme, pneumopathie
interstitielle

Oculaire : démangeaisons, larmoiement, conjonctivite

Troubles digestifs : nausées, vomissements, diarrhées

Troubles hématologiques : thrombopénie, anémie, agranulocytose

Atteintes d’organes : glomérulonéphrite, néphrite interstitielle, cytolyse hépatique
Troubles généralisés : choc anaphylactique de grade | a IV (classification de Ring et
Messmer 1977)
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A. Allergie médicamenteuse
Un effet indésirable est une « réaction nocive et non voulue & un médicament, se produisant
aux posologies normalement utilisées chez 'homme pour la prophylaxie, le diagnostic ou le
traitement d'une maladie ou pour la restauration, la correction ou la modification d'une
fonction physiologique, ou résultant d'un mésusage du médicament ou produit. » [Legifrance,
2005]

Un effet indésirable peut donc se produire dans les conditions normales d’utilisation ou

résulter

- D’un mésusage

- D’un usage abusif

- D’un syndrome de sevrage

- De pharmacodépendance

- D’une erreur médicamenteuse

- D’une inefficacité thérapeutique

- D’effets sur le produit de conception

- D’un produit défectueux ou de mauvaise qualité. [OMS, 2000] [ANSM, 2018]

lls sont classés selon leur fréquence, leur nature, leur mécanisme de survenue, leur

prévisibilité et leur gravité.
On distingue notamment les types :

- A prévisibles, liés aux propriétés pharmacologiques de la molécule, généralement
connu lors de la mise sur le marché, peut étre lié & une interaction médicamenteuse.

- B : imprévisibles ou idiosyncrasigues, non dose-dépendant, dont le mécanisme peut
étre allergique.

- C: surviennent apres la prise chronique d’'un médicament. Difficiles a établir puisque

le traitement est en place depuis longtemps, le mécanisme est souvent indéterminé.

Des études ont montré que 10 a 20% des patients hospitalisés présentent des effets
indésirables médicamenteux durant leur séjour. [DEMOLY, MESAAD, BENAHMED et al.,
2000] [IMBS, POUYANNE, HARAMBURU et al., 1999] [LAZAROU, POMERANZ et COREY,
1999] Parmi ceux-ci environ 30% sont d’origine allergique. Les allergies médicamenteuses
concernent 10 & 15% des patients hospitalisés (4% dans la population générale) et
représentent 2 a 4 % des motifs d’admission. Il s’agit donc d’'une part non négligeable de

l'iatrogénie médicamenteuse, provoquant ou allongeant des hospitalisations, induisant
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surmorbidité et surmortalité. [ASFARI, BOUSQUET, TROMPERT PAVIOT et al., 2014]
[DEMOLY et BOUSQUET, 2001] [DEMOLY, HILAIRE-BUYS, RAISON-PEYRON et al.,
2003] [GOMES, CARDOSO, PRACA et al.,, 2004] [LAZAROU, POMERANZ et COREY,
1999] [MERTES, GUEANT et DEMOLY, 2007]

Ces chiffres sont des estimations, en effet les effets indésirables sont vraisemblablement
sous déclarés. D’aprés 'OMS a peine 10% sont signalés méme dans les centres bien
établis. Les événements non graves sont également plus susceptibles de ne pas étre
déclarés. [HAZELL et SHAKIR, 2006] [MORIDE, HARAMBURU, REQUEJO et al., 2003]
[OMS, 2000]

B. Le principe de précaution

Le principe de précaution apparait dans le traité de Maastricht de 1992 et la loi Barnier de
1995 pour la protection de I'environnement. Il y est écrit que « I'absence de certitudes ne doit
pas retarder I'adoption de mesures effectives et proportionnées visant a prévenir un risque
de dommages graves et irréversibles ». Lors d’'un Conseil d’Etat de 1998, ce principe est
également défini comme « l'obligation pesant sur le décideur [...] de s’astreindre a une
action ou de s’y refuser en fonction du risque possible ». [DAVID, NICOLAS et SUREAU,
2001] Il s’agit ici d’anticiper un risque méme s’il n’est pas clairement défini et de prendre les

mesures nécessaires afin d’éviter un dommage.

Aussi lorsqu’un patient rapporte une allergie a un médicament, méme en l'absence de

certitude, il est préférable d’envisager une alternative si elle existe.

L’anamnese est utile : la date de 'événement, le type de réaction, le détail des symptéomes,
la réintroduction potentielle de la substance suspectée,... mais il est fréquent que
I'événement soit ancien ou que sa description soit vague. Si le patient a repris sans le savoir
et sans réaction la méme molécule apres sa présumée réaction allergique, ce traitement
pourra étre & nouveau utilisé chez lui, dans le cas contraire la prudence est de mise et une

consultation allergologique aidera a poser un diagnostic de certitude.
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C. Lesréactions croisées

Dans le cas, par exemple d’une réaction cutanée suite a 'amoxicilline, il peut s’agir d’un effet
indésirable bénin ou d’une réaction allergique. En I'absence de certitude, il vaudra mieux
s’orienter vers une alternative a 'amoxicilline. Bien souvent il s’agit des céphalosporines, qui
font partie de la méme famille antibiotique que I'amoxicilline, celle des B-lactamines. Comme
leur nom l'indique elles contiennent un noyau B-lactame dans leur structure moléculaire.
Cette proximité structurelle est une cause de réactions croisées potentielles entre les
différentes molécules, a quoi s’ajoutent parfois des similarités entre les chaines latérales des
différents antibiotiques. [BHATTACHARYYA, 2010] Cette réactivité croisée est estimée selon
les études entre 3% et 10 % des cas. [APTER, KINMAN, BILKER et al. 2006] [GRUCHALLA,
2006] [KELKAR, 2001] [PARADIS, THIRION et BERGERON, 2009] Dans le cas d’une
réaction peu sévére a 'amoxicilline, il peut étre envisageable d’utiliser une céphalosporine
mais dans le cas d'une réaction sévére (choc anaphylactique, syndrome de Lyell,
bronchospasme,...) leur utilisation serait contre indiquée en attendant le résultat de tests afin

de ne pas mettre en péril la santé du patient.

D. Surestimation des allergies médicamenteuses

Si les effets indésirables médicamenteux sont sous déclarés, ils sont également parfois mal
interprétés. Une éruption maculo-papuleuse, une urticaire, une diarrhée se produisant peu
apres l'instauration d’un traitement peuvent étre considérées a tort par le patient comme une
réaction allergique. Il peut s’agir d’'un effet indésirable du traitement ou d’une réaction liée a
une pathologie sous-jacente, notamment virale. C’est pourquoi les allergies aux antibiotiques
sont souvent surestimées, puisque déclarées par le patient a son admission dans un service
et rarement étayées par un dossier allergologique. Plusieurs sources de la littérature
estiment que seulement 1/10°™ des patients se déclarant allergiques le sont vraiment.
[ITEN, PLOJOUX et TARMARCAZ, 2007] [ARANASKOVIC-MARKOVIC, GAETA, MEDJO et
al., 2016] [COUSIN, CATELAIN, PHILIPS et al.,, 2003] [ESPOSITO, CASTELLAZZI,
TAGLIABUE et al., 2016]
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Par exemple peuvent apparaitre :

- Des diarrhées lors d’'un traitement par amoxicilline + acide clavulanique notamment, a
cause d’un déséquilibre de la flore intestinale.

- Une éruption cutanée lors d'un traitement par amoxicilline lors d’une infection par le
virus d’Epstein Barr. [HAMZAOUI, 2006]

- Une réaction générale semblable & un choc anaphylactique appelée syndrome de
Hoigné mais n’impliquant pas de mécanisme immunitaire et n’interdisant pas la
réintroduction de I'antibiotique concerné. [LANDAIS, MARTY, BESSIS et al., 2014]
Elle peut se manifester lors d’une injection trop rapide de pénicilline procaine ou de
ceftriaxone.

- Une réaction de type fievre, malaise et Iésions cutanées lors du traitement par
antibiotique de la syphilis ; les tréponémes tués libérant des toxines qui provoquent
ces symptomes. [MEISLIN et BREMER, 1976]

Lors d'une étude concernant 1800 personnes ayant présenté une présumée allergie
médicamenteuse, seulement 15% se réveélérent positifs aux tests diagnostiques, les autres

réactions n’étant pas issues d’'un mécanisme allergique. [BOUSQUET et DEMOLY, 2006]

De ces différentes incertitudes découle la nécessite d’'un diagnostic étayé par un
guestionnaire précis et des tests, afin de pouvoir écarter ou non la/les molécule(s)

incriminée(s), il s’agit du réle de I'allergologue.

Des procédures et des recommandations quant & la marche a suivre existent, publiées par
des sociétés savantes telles que I'European Network on Drug Allergy (ENDA) et 'European
Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI). Elles définissent la place de

l'interrogatoire et des différents tests a réaliser. (Figure 3)
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Prouvée Médicamenteuse Prouvée

Figure 3 : Arbre diagnostic de I'allergie médicamenteuse [BOUSQUET et DEMOLY, 2006]

Lors d’'une suspicion de phénoméne allergique un interrogatoire détaillé est réalisé avec le

patient grace a un questionnaire standardisé existant en plusieurs langues. (Annexe 1)

Si le questionnaire est une étape importante pour écarter un diagnostic d’allergie, il n’est pas
suffisant pour le confirmer, des tests sont nécessaires. Il peut s’agir de tests sur des
échantillons de sang tel que le dosage des IgE sériques, le test d’activation des basophiles
ou la sensibilisation lymphocytaire. Cependant la premiére méthode nécessite que les

antigenes soient disponibles et les 2 autres sont peu spécifiques.

Les tests cutanés a lecture immédiate, les prick-tests et les intradermoréactions dont la

lecture se fait 15 a 30 minutes aprés exposition, sont assez fiables et relativement peu
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risqués. lls occupent une place importante dans le diagnostic. [BROCKOW, ROMANO,
BLANCA et al., 2002]

En pratique, les patients sont mis en contact avec des concentrations faibles en
médicaments, soit en déposant une goutte sur le bras puis en lésant la peau avec une
aiguille, il s’agit d’'un prick-test, soit en injectant quelques dizaines (20-50) de microlitres sous
la peau, on parle alors d’intradermoréaction. [BROCKOW, ROMANO, BLANCA et al., 2002]
Les concentrations testées sont de plus en plus élevées jusqu'a ce que l'on obtienne un
résultat positif ou jusqu’a atteindre une concentration irritante en antibiotique. Un résultat est
jugé positif en cas d’apparition d’'un érythéme et de 'augmentation de la taille de la papule
initiale de plus de 3 mm. L’utilisation de concentrations trop importantes en médicament peut
étre irritante et considérée a tort comme une réaction positive. Plusieurs études ont été
réalisées et ont permis de déterminer des concentrations maximales non irritantes pour
différentes molécules. [BROZ, HARR, HECKING et al.,, 2012] [BROCKOW, GARVEY,
ABERER et al, 2013] [KUYUCU, MORI, ATANASKOVIC-MARKOVIC et al.,, 2014]
[GUILLOT, NOSBAUM, COUSIN et al., 2005] [BARBAUD et WATON, 2016]

Les réactions pouvant survenir durant ces tests sont généralement bénignes, éruptions
locales, démangeaisons, mais dans de trés rares cas il peut s’agir de réactions cutanées
généralisées voire de chocs anaphylactiques. En conséquence il est nécessaire de prendre
des précautions en termes de matériel disponible et de formation du personnel, pour
reconnaitre et prendre en charge rapidement les cas de réaction grave. [CO MINH et
DEMOLY, 2005] [BLANCA, ROMANO, TORRES et al., 2008]

Si la valeur prédictive positive des IDR (la probabilité d’étre réellement allergique si le test
est positif) est excellente (98 %) sa valeur prédictive négative est de seulement 57 % d’aprés
une étude de Torres et al. [TORRES, ROMANO, MAYORGA et al., 2001] Cela s’explique par
une baisse de I'immunité dirigée contre I'allergéne aprés plusieurs années sans exposition a
celui-ci. Aussi un test cutané est a réaliser idéalement dans les 6 semaines a 6 mois apres le
phénoméne présumé allergique, pour limiter au maximum les faux négatifs. [BARBAUD,
GONCALO, BRUYNZEEL et al., 2001] Un traitement anti-histaminique ou anti-inflammatoire
peut également étre source de faux positif, ils doivent étre arrétés dans la mesure du

possible plusieurs jours avant le test.

La méthode la plus fiable mais la plus risquée est le test de provocation. Il s’agit de la
réintroduction du produit ayant causé les symptdmes, a des concentrations ou doses
curatives. Cependant elle nécessite des précautions particulieres, avec une surveillance par
un personnel formé a intervenir en cas de besoin, et peut étre contre indiquée si la réaction

initiale était trop violente (choc anaphylactique, syndrome de Lyell). [BOUSQUET et
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DEMOLY, 2006] [BROCKOW, GARVEY, ABERER et al., 2013] [DEMOLY, PIETTE et
MESSAD, 2002]

Le r6le de ces examens est de poser un diagnostic de certitude, de ne plus utiliser chez le
patient les molécules auxqguelles il est allergique et de proposer des alternatives en

déterminant celles auxquelles il n’y est pas.

Les résultats peuvent montrer une absence d’allergie et autoriser la réintroduction des
molécules initialement suspectées. Il s’agit de pouvoir continuer a utiliser le traitement le plus

approprié a la situation clinique du patient.
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III. L’allergie aux antibiotiques

Dans ce travail nous nous intéressons aux antibiotiques. En effet la classe des anti-infectieux
est responsable d’une grande proportion des allergies médicamenteuses, environ 50 %,
[HAMZAOQOUI, 2006] suivi par les produits de contraste et les curares. [DEMOLY, 2007]

Parmi les molécules les plus prescrites en Europe se trouvent les pénicillines (Figures 4 et
5). En France elle regroupe en ville et a I'hépital plus de 50 % des prescriptions
d’antibiotiques. (Figures 6 et 7) [ECDC, 2017] [ANSM, 2017]
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Figure 4 : Consommation d’antibiotiques en milieu hospitalier en Europe pour I'année 2016 [ECDC, 2017]
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DDD signifie Defined Daily Doses. Il s’agit de la dose d’entretien moyenne quotidienne d’'un
traitement pour un patient adulte dans une indication donnée. Par exemple la DDD pour le
cefotaxime est de 4 g par jour, celle pour la ceftriaxone est de 2 g par jour. [OMS, 2017]
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Figure 5 : Consommation d’antibiotiques en ville en Europe pour I'année 2016 [ECDC, 2017]
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Figure 6 : Consommation d’antibiotiques en milieu hospitalier en France pour I’année 2016 [ANSM,
décembre 2017]
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Figure 7 : Consommation d’antibiotiques en ville en France pour I'année 2016 [ANSM, décembre 2017]
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Une étude américaine réalisée en 2009 [MACY, ROMANO et KHAN, 2017], recensait les
antibiotiques auxquels les patients se déclaraient le plus fréquemment allergiques :

- Pénicillines (7,9%)

- Sulfamides (4,3 %)

- Macrolides (1,2 %)

- Céphalosporines (1,1 %)
- Tétracyclines (0,7 %)

- Quinolones (0,5 %).

Les pénicillines sont la aussi les molécules les plus représentées. Les sulfamides sont

seconds dans ce classement mais sont assez peu prescrits, en ville comme a I'hopital.

Les macrolides et les tétracyclines sont surtout prescrits en ville, a linverse des

céphalosporines et des quinolones qui sont surtout prescrites a I’hopital.

Des études ont montré que les allergies déclarées par les patients étaient bien souvent non
fondées, sur-diagnostiquées par crainte du médecin traitant ou directement par le patient ou
un de ses proches. Dans une étude américaine de 2002 [MACY, BURCHETTE, 2002] sur six
ans seulement 10 % des 1081 patients ayant des antécédents de réaction aux pénicillines
avaient été diagnostiqués comme réellement allergiques. Une autre étude, dont les résultats
sont issus de la base de données DAHD (Drug Allergy and Hypersensitivity Database),
mentionnait en 2006 des résultats semblables pour les réactions de type urticaire sous
traitement anti-infectieux : seuls 15 % des patients présentaient une allergie. [BOUSQUET et
DEMOLY, 2006]

Cette surestimation du nombre d’allergies pose plusieurs problémes.

Tout d’abord il en résulte une perte de chance pour le patient : le prescripteur est obligé de
trouver une alternative au traitement recommandé, reconnu pour son efficacité dans le

contexte clinique. Il peut étre amené a prescrire une molécule

- moins adaptée, avec une moindre diffusion vers le site infectieux ou vis-a-vis de
laguelle le germe est moins sensible,

- potentiellement plus toxique, ou nécessitant une surveillance particuliére
(vancomycine avec dosages et néphrotoxicité, fluoroquinolones avec risques de

tendinopathies et effets neuropsychiques chez le sujet agé)
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- plus couteuse
- avec un spectre d’action plus large
o déséquilibrant la flore bactérienne du patient (diarrhée * colite pseudo
membraneuses)

o favorisant I'apparition de résistances

La résistance des bactéries aux antibiotiques est un probléme de santé publique
préoccupant, de nombreuses campagnes de prévention et de sensibilisation ont été menées
a ce sujet. On retiendra la fameuse phrase « les antibiotiques, c’est pas automatique » ou le
fait que 'OMS avait déclaré la semaine du 13 au 19 novembre 2017 « Semaine mondiale
pour un bon usage des antibiotiques ». Les professionnels de santé sont régulierement
sensibilisés et confrontés a ce probléeme [InVS, 2017]. Un état des lieux de la commission
européenne [EC, 2017] mentionne le colt de ces résistances : 25 000 morts et 1,5 milliard

d’euro par an.

Enfin certaines études ont également estimé le surcout lié¢ a l'utilisation d’'une alternative
thérapeutique dans le cadre de l'allergie. Dans une étude britannique de 2013 [SATTA, HILL,
LANZMANN et al.,2013], une centaine de patients devaient recevoir un traitement anti-
infectieux adapté a leur pathologie mais en écart avec la premiére ligne de traitement des
recommandations de I'établissement, a cause de leur allergie. Il en a résulté un surcout de
80 % par rapport a la prise en charge habituelle. Une étude israélienne de 2003 [SADE,
HOLTZER, LEVO et al.,, 2003] avait mis en évidence des résultats semblables, avec un
surcout d’environ 50 %. Dans une analyse canadienne de 2013 [PICARD, BEGIN,
BOUCHARD et al., 2013] le surcout mis en évidence était de 70 %.

A. Contexte

Dans les hopitaux de Brabois au CHRU de Nancy et de Mercy au CHR Metz Thionville, les
différentes solutions diluées pour intradermoréactions sont préparées par la Pharmacie a
Usage Intérieur (PUI). Il s’agit de préparations stériles destinées a étre injectées a un patient
et sont donc réalisées dans le cadre des Bonnes Pratiques de Préparation (BPP) publiées

au Journal Officiel du 21 novembre 2007.

BN

Les solutions sont réalisées a partir de spécialités pharmaceutiques stériles, avec du

matériel stérile, dans une atmosphere contrdlée répondant aux normes de la classe A des

Page | 35



Zones a Atmosphére Contr6lée (ZAC). La stérilité est maintenue jusqu’a utilisation, ce qui

correspond au procédé de préparation aseptique des BPP.
Une série d’'IDR correspond a toutes les dilutions réalisées a partir d’'une solution mére.

Comme mentionné plus tot les anti-infectieux sont responsables d’environ 50 % des
phénomeénes allergiques. [HAMZAOUI, 2006] Il s'agit de la classe thérapeutique la plus

testée dans les hdpitaux de Brabois et de Mercy. (Tableaux | et II)

Tableau | : Répartition par familles chimiques des IDR fabriqués de janvier a septembre 2014 au CHRU de
Brabois de Nancy (CHUM, 2015)

Famille chimique Nombre de séries Répartition %

Anti-infectieux 575 33
Produits de contraste 334 19
Anesthésiques 289 16
Autres 208 12
Anti-inflammatoires 190 11
Héparines 104 6

Antinéoplasiques 52 3
Total 1752 100

Tableau Il : Répartition par familles chimiques des IDR fabriqués en 2017 au CHR de Mercy a Metz

Famille chimique Nombre de séries Répartition %

Anti-infectieux 649 44
Produits de contraste 431 30
Autres 194 13
Anesthésiques 128 9
Antinéoplasiques 31 2
Héparines 28 2

Total 1461 100

Les familles d’antibiotiques les plus testées dans ces hdpitaux sont les pénicillines, les

céphalosporines et les fluoroquinolones. (Tableaux Il et IV)
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Tableau Il : Nombre de séries d'IDR d’anti-infectieux de janvier a septembre 2014 au CHRU de Brabois a
Nancy (CHUM, 2015)

Classes d’anti-infectieux Nombre de séries

Pénicillines 202
Céphalosporines 183
Autres 77
Fluoroquinolones 47
Macrolides 38
Carbapénémes 28
Total SIS

Tableau IV : Nombre de séries d'IDR d’anti-infectieux en 2017 au CHR de Mercy a Metz

Classes d’anti-infectieux Nombre de séries

Pénicillines 480
Céphalosporines 99
Autres 43
Fluoroquinolones 27
Total 649

Nous avons choisi 10 molécules ou associations parmi ces 3 familles, les plus testées dans
ces 2 hépitaux et techniqguement compatibles avec notre étude (existence d’une

monographie a la Pharmacopée européenne et temps d’analyse suffisamment faible).

Dans la classe des pénicillines, les molécules retenues sont I'amoxicilline, 'amoxicilline +
acide clavulanique et la péniciline G. Ces 3 molécules représentent les 2 tiers des

pénicillines testées sur Brabois et les 3 quarts de celles testées sur Mercy.

Dans la classe des céphalosporines, les tests sont réalisés sur 4 molécules, le cefotaxime, la
ceftriaxone, la cefazoline et le cefuroxime, soit plus de 95 % des céphalosporines utilisées

en allergologie dans ces deux hdpitaux.

Enfin dans la classe des fluoroquinolones, 3 molécules sont testées, ofloxacine,
levofloxacine et ciprofloxacine, soit 100 % de la famille de molécules pour les 2

établissements.
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B. Benzylpénicilline sodique

La pénicilline G ou benzylpénicilline fut découverte en 1928 par Alexander Fleming, de
maniéere fortuite en constatant I'effet d'une moisissure, le Penicillium, sur certaines bactéries.
Il s’employa les années suivantes avec d’autres chercheurs, notamment E.B. Chain et
Howard Florey & purifier la molécule afin de I'utiliser en médecine. lls regurent tous un prix

Nobel en 1945 pour ces travaux.

Il s’agit d’'un antibiotique possédant une activité bactéricide par l'inhibition de la synthése du
peptidoglycane de la paroi bactérienne en se liant et en inactivant les Protéines Liant les
Pénicillines (PLP). Grace a son analogie structurelle avec le substrat de I'enzyme, la
molécule agit comme un inhibiteur, empéchant la synthése de la paroi ce qui induit la lyse
cellulaire. [KIRSCHBAUM, 1986].

La molécule actuelle disponible sur le marché frangais est un sel de sodium, issu de
biosynthése a partir de souches de Penicillium notatum, de formule brute CigH;7N,NaO,S.

Figure 8.
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Figure 8 : Formule développée de la benzylpénicilline sodique [Pharmacopée européenne 9.2, 2017b]

Le spectre antibactérien de la molécule est assez étroit, elle est active sur des bactéries
aérobies Gram positif tels que Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium, Listeria

mais aussi Neisseria, cocci Gram négatif. [ANSM, 2005]
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C. Amoxicilline sodique

L’amoxicilline est découverte en 1964 par des chercheurs de Beecham Research
Laboratories, mise sur le marché en 1972. [CHAST, 2002] Il s’agit d’'un antibiotique de la
famille des pénicillines de type A dont font également partie I'ampicilline et le pivmecillinam.

Son mode d’action est identique a celui de la pénicilline G : en se fixant aux PLP elle inhibe

la synthese du peptidoglycane de la paroi bactérienne, provoquant la lyse de la cellule.

La molécule actuelle sur le marché frangais est aussi un sel de sodium et il s’agit d’'un
produit hémi-synthétique dérivé d'un produit de fermentation, de formule brute
C1sH1sN3NaOsS. Figure 9
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Figure 9 : Formule développée de I'amoxicilline sodique [Pharmacopée européenne 9.2, 2017a]

Le spectre antibactérien de la molécule reprend celui de la pénicilline G mais est plus large
en touchant davantage de Gram positif comme Enterococcus mais également certains
bacilles Gram négatif tels que Escherichia, Haemophilus, Helicobacter, Salmonella ou
Shigella. [BHATTACHARYYA et CORT, 1978]

D. Clavulanate potassique

L’acide clavulanique a été isolé pour la premiére fois de Streptomyces clavuligerus en 1975.
[DESROY, 2004] Suite a des mutations bactériennes des résistances acquises a la
pénicilline G et a 'amoxicilline apparaissent dés les années 60. Il peut notamment s’agir

d’enzymes capables de lyser ces antibiotiques appelées 3-lactamases.
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Le clavulanate potassique existe sur le marché francais depuis 1985, associé a I'amoxicilline
[Theriaque, 2018].11 a pour but d’inhiber les B-lactamases, en leur servant de cible et s’y liant
de maniére irréversible, protégeant ainsi la B-lactamine auquel il est associé ('amoxicilline

ou la ticarcilline).

Il s’agit d’'un produit issu de biosynthése de souches de Streptomyces clavuligerus, de
formule brute CgHgKNO:s. Figure 10

H COXK

Figure 10 : Formule développée du clavulanate de potassium [Pharmacopée européenne 9.2, 2017h]

L’acide clavulanique ne posseéde pas d’activité antibactérienne propre, il ne sert qu’a

restaurer I'activité de la B-lactamine auquel il est associé.

E. Cefotaxime sodique

Le cefotaxime est une céphalosporine de 3° génération, agissant sur les bactéries de la
méme maniere que les pénicillines, en se fixant et en inhibant les PLP impliquées dans la
synthese de la paroi bactérienne, également bactéricide. Son affinité pour son récepteur est
plus élevé, de plus il passe plus facilement les parois bactériennes que les pénicillines et est

plus résistant aux B-lactamases.

Il est issu d’hémi-synthese et se présente sous forme d’'un sel de sodium et de formule brute
ClsH16N5NaO7SZ. Figure 11
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Figure 11 : Formule développée du cefotaxime sodique [Pharmacopée européenne 9.2, 2017d]

Son spectre bactérien est plus large que celui de I'amoxicilline et plus actif contre les
bactéries Gram négatif tels que les entérobactéries, Haemophilus ou Neisseria. Il est
également actif contre les souches meti-S de Staphylococcus, en revanche il n’a pas d’effet
sur Enterococcus. [MUHTADI et HASSAN, 1982]

F. Ceftriaxone sodique

La ceftriaxone est comme le cefotaxime une céphalosporine de 3° génération. Leur cible
d’action est identique. La principale différence tient a la pharmacocinétique : avec une demi-
vie de 6 a 9h, elle permet une seule administration quotidienne quand il en nécessite 3 avec
le cefotaxime. Cependant I'élimination de la ceftriaxone se fait a 40-50 % par la bile a
l'inverse du cefotaxime dont I'élimination se fait a au moins 80 % par les urines. De ce fait la
flore bactérienne digestive est davantage au contact de la ceftriaxone, ce qui peut induire
I'apparition de résistances. [Thériaque, 2018] [OWENS et DASH, 2003]

Il s’agit également d’'un produit d’hémisynthése dérivé de la fermentation, se présentant sous

la forme d’un sel de sodium, de formule brute C.gH1sNgNa,0O;Ss, 3 ¥2 H,0. Figure 12
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Figure 12 : Formule développée de la ceftriaxone sodique [Pharmacopée européenne 9.2, 2017e

Le spectre antibactérien de la ceftriaxone est le méme que celui du cefotaxime, plus large
que I'amoxicilline, plus actif contre les bactéries Gram négatif et sans activité contre les

entérocoques.

G. Cefazoline sodique

La cefazoline est une céphalosporine de 1%® génération, dont la cible d’action est également
les PLP. Elle est trés peu métabolisée dans I'organisme et plus de 95 % du composé est

éliminé dans les urines sous forme inchangée. [ZAPPALA, 1975]

Il s’agit d’'un produit d’hémisyntheése dérivé de la fermentation, la forme actuellement sur le

marché frangais est un sel de sodium et sa formule brute est C;4,H;3NgNaO,S;. Figure 13
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Figure 13 : Formule développée de la cefazoline sodique [Pharmacopée européenne 9.2, 2017c]
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Son spectre d’action est plus étroit que les céphalosporines de 3° génération et elle est de ce
fait moins susceptible de générer des résistances. De plus son efficacité sur les
Staphylococcus meti-S en fait une molécule intéressante dans ces infections, notamment les

sepsis ou les endocardites mais aussi dans I'antibioprophylaxie.

H. Cefuroxime sodique

Il s’agit d’'une céphalosporine de seconde génération, dont la cible d’action est également les
PLP. Grace a son groupe methoxyimino en position 7 du noyau B-lactame il est plus stable
vis-a-vis des B-lactamases bactériennes que les autres céphalosporines de 1°° et de 2°
génération. Il est également éliminé a plus de 95 % par voie urinaire sous forme inchangée.
[WOZNIAK et HICKS, 1991].

Il s’agit d’'un produit d’hémisynthése dérivé de la fermentation, disponible sous la forme d’un

sel de sodium, de formule brute C;¢H;5N4NaOgS. Figure 14

0

Figure 14 : Formule développée du cefuroxime sodique [Pharmacopée européenne 9.2, 2017f]

Son spectre antibactérien est a peu pres identique a celui de la cefazoline, cependant son
utilisation en clinique est assez réduite et son utilisation principale est I'antibioprophylaxie

interventionnelle, notamment dans les chirurgies urinaires, digestives ou ophtalmologiques.
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I. Ofloxacine

L'ofloxacine appartient a la famille des quinolones de deuxieme génération ou
fluorogquinolones, elle est utilisée en France a partir 1986 [Thériaque, 2018]. Elle est capable
de se lier aux topo-isomérases bactériennes de type Il (ADN gyrase) et IV. Ces enzymes
sont impliquées dans le maintien du surenroulement de ’'ADN bactérien, sa réplication et sa
réparation. Il en résulte la mort de la cellule, il s’agit donc d’un antibiotique bactéricide. Les
fluoroquinolones diffusent trés bien dans les tissus, ce qui permet d’atteindre des sites
d’infections inaccessibles pour d’autres molécules tels que les os, les yeux, les abces.
Cependant elles sont alors en contact avec un grand nombre de bactéries (notamment du
tube digestif) ce qui favorise I'apparition de résistances. [AL-OMAR, 2009].

Il s’agit d’'un produit de synthése, de formule brute C,gH,0FN3O4. Figure 15

| et énantiomeére

F CO,H
0

Figure 15 : Formule développée de I'ofloxacine [Pharmacopée européenne 9.2, 2017i]

Son spectre antibactérien est essentiellement orienté contre les bactéries Gram négatif
aérobie, a l'exclusion de la plupart des souches de Providencia et Pseudomonas.
L’'ofloxacine est également active contre les stahylocoques meti-S mais pas contre les

entérocoques ou les pneumocoques.
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J. Levofloxacine

La levofloxacine est une fluoroguinolone et apparait en France en 1998 [Thériaque, 2018].
Le mécanisme d’action et sa capacité de diffusion dans les tissus sont identiques a
I'ofloxacine. De plus leurs formules brutes sont également identiques. En effet, I'ofloxacine
est dite chirale : elle possede 2 énantioméres, c’est-a-dire 2 organisations spatiales des
atomes différentes, images 'une de 'autre dans un miroir mais non superposables. Aucune
de ces conformations n’est formée préférentiellement lors de la synthése, le médicament
ofloxacine est donc un racémique, c’est-a-dire le mélange a 50/50 des deux conformations

de la molécule.

Cependant bien que quasiment identiques, les énantioméres peuvent présenter des
propriétés physiques différentes. L'isomére Rectus (nomenclature Cahn-Ingold-Prelog) est
dextrogyre, c’est-a-dire qu’il dévie un plan de lumiére polarisée vers la droite, tandis que
isomere Sinister est Iévogyre, il dévie la lumiere polarisée vers la gauche. Les différences
ne s’arrétent pas la: d’'un point de vue activité antibactérienne, lisomére S, lévogyre, est
plusieurs dizaines de fois plus actif que le R, et au moins 2 fois plus actif que le racémique
d’'ofloxacine [FRACKOWIAK, KAMINSKI, URBANIAK et al., 2016].

La lévofloxacine est donc l'isomére S (lévogyre) de l'ofloxacine. Il s’agit d’'un produit de

synthese, de formule brute CigH,0FN3O,4. Figure 16
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Figure 16 : Formule développée des énantiomeres de I'ofloxacine

Le spectre antibactérien de la levofloxacine est le méme que I'ofloxacine auquel s’ajoute une
activité sur le pneumocoque, sur certains germes intracellulaires Chlamydia et Legionella et

modérément sur Pseudomonas.

K. Ciprofloxacine

La ciprofloxacine est une fluoroquinolone disponible en France depuis 1987 [Thériaque,
2018]. Son mécanisme d’action et ses capacités de diffusion sont semblables aux autres

molécules de cette famille.

Il s’agit d’'un produit de synthése, de formule brute C;;H;3sFN3Os. Figure 17
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Figure 17 : Formule développée de la ciprofloxacine [Pharmacopée européenne 9.2, 2017g]

Son spectre antibactérien est élargi par rapport a I'ofloxacine sur les bactéries Gram négatif,

elle est peu active sur le pneumocoque et la plus active sur Pseudomonas.
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IV. Objectifs

La stabilité d’'un médicament est définie par TOMS comme « son aptitude a conserver ses
propriétés chimiques, physiques, microbiologiques et biopharmaceutiques dans des limites
spécifiées pendant toute sa durée de validité » [OMS, 1998]. Celle de ces antibiotiques est
bien étudiée par les laboratoires pharmaceutiques les fabriquant et dans la littérature
scientifique. Il existe d’ailleurs une base de données en ligne, Stabilis®, qui synthétise les
résultats d’'un grand nombre de publications. Cependant ces stabilités sont étudiées a des

concentrations d’utilisation courante, a visée anti-infectieuse.

Pour I'allergologie, les concentrations utilisées sont bien inférieures et il n’a pas été retrouvé

dans la littérature de données de stabilité aux concentrations et dans les solvants d’intérét.

Au Centre Hospitalier Régional Universitaire (CHRU) de Nancy et au Centre Hospitalier
Régional (CHR) de Metz-Thionville, les dilutions sont réalisées a la pharmacie, le jour méme
et en conditions stériles dans une Zone a Atmosphére Controlée (ZAC).

Il s’agit d’'une activité chronophage et colteuse, en termes de matériel, de temps de
manipulation et de contrble par les préparateurs et les pharmaciens. Elle peut également
poser un probléme d’organisation, tant pour la pharmacie qui doit préparer rapidement les
solutions de tests que pour les services qui les attentent avec les patients déja présents. Une
étude réalisée en 2015 par le CHRU de Nancy avait mis en évidence des colts de
préparation allant de 60 a 150 euro environ par batterie de test contenant 3 a 8 molécules.
[CHUM, 2014]

Notre objectif est d’étudier la stabilité de 10 molécules ou associations de molécules qui ont

été retenues parmi les 3 familles d’antibiotiques les plus testées.

L’intérét de mener une étude de stabilité chimique sur ces différentes molécules dans les
conditions relatives a la pratique de lallergologie est de réduire la fréquence des
préparations. Si une molécule est démontrée stable 1 semaine, il sera possible de réaliser

une seule préparation par semaine. Cela pourrait permettre de :

- Réduire le nombre de préparations réalisées
- Réduire le temps nécessaire au maintien de I'activité
- Faciliter 'organisation des services en diminuant les temps d’attente des préparations

- Réduire les colts liés a I'activité de préparation.
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Certains fournisseurs proposent des flacons pré-remplis contenant un diluant phénolé,
composé de sérum physiologique et de phénol 0,4 %. Ce dernier sert de conservateur

antimicrobien mais on peut se demander s’il impacte la stabilité des principes actifs.

Le but de ce travail est donc d’étudier la stabilité de ces dix molécules a différentes
concentrations, dans du sérum physiologique et dans du sérum physiologigque additionné de

phénol a 0,4 %, sur sept jours, a I'abri de la lumiére et au réfrigérateur.
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V. Matériel et méthodes

A. Réactifs

Phénol (MW : 94,11 g.mol™*) GenApex

Acétate de sodium (MW : 82,03 g.mol™), acétate d’'ammonium (MW : 77,08 g.mol™) Merck

Phosphate disodique dodécahydraté (MW : 358,14 g.mol™), méthanol HPLC Isocratic (MW :

32,04 g.mol™) Carlo Erba

Acide acétique (MW : 60,05 g.mol™), bromure de tétraheptylammonium (MW : 490,17 g.mol

1, perchlorate de sodium monohydraté (MW : 140,46 g.mol™) Sigma Aldrich
Acetonitrile HPLC-S Gradient Grade (MW : 41,04 g.mol™) Biosolve

Acide chlorhydrique 37 % (MW : 36,46 g.mol™") Honeywell

Hydroxyde de sodium 50 % (MW : 40,00 g.mol™) Acros Organics

Acide orthophosphorique 85 % (MW : 98,00 g.mol™) Riedel-de Haén
Phosphate monopotassique (MW : 136,06 g.mol™) Prolabo

Chlorure de sodium 0,9 % Braun

Diluant physiologigue phénolé a 0,4 % Stallergenes

Eau Pour Préparation Injectable, Lavoisier

B. Antibiotiques

Amoxicilline 2 g Panpharma lot 304761 exp 09/2020

Amoxicilline + acide clavulanique 2 g/200 mg Mylan lot HN7037 exp 09/2019
Cefazoline 1 g Mylan lot 170623 exp 06/2020

Cefotaxime 1 g Mylan lot R2153 exp 09/2019

Ceftriaxone 1 g Mylan lot 170737 exp 07/2019
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Cefuroxime 750 mg Mylan lot R2036 exp 05/2019

Ciprofloxacine 200 mg/100 mL Kabi lot 15L.D524P1 exp 03/2019

Levofloxacine 200 mg/100 mL Kabi lot 15LE510P1 exp 04/2020

Ofloxacine 200 mg/40 mL Mylan lot M1171 exp 08/2020

Pénicilline G 5 MUI Panpharma lot 304759 exp 09/2020

C. Instrumentation

Les appareils utilisés sont :

Un vortex Labnet® VX100
Une balance Mettler® AE200
Un PH-metre Hanna Instruments® HI221
Une chaine de Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) Shimadzu®
composée de
o Un dégazeur Prominence degasser DGU-20A3
o Une pompe Prominence Liquid Chromatograph LC20AD
o Uninjecteur Prominence Auto Sampler SIL-20AC
o Un four Prominence Column Oven CTO-20A
o Un détecteur UV-visible Prominence UV/vis Detector SPD-20A
o Un logiciel Shimadzu® LC Solution

Les colonnes utilisées sont :

Une colonne Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diamétre 4 mm,
porosité 100 A, diamétre des particules 5 um

Une colonne Nucleosil® C8 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diamétre 4 mm,
porosité 100 A, diamétre des particules 5 um

Une colonne Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diamétre 4 mm,
porosité 100 A, diameétre des particules 3 um

Une colonne Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 250 mm, diamétre 4,6
mm, porosité 300 A, diamétre des particules 5 um

Une colonne Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 150 mm, diamétre 4,6
mm, porosité 100 A, diamétre des particules 5 um

Une cartouche Lichrospher® RP18 endcapped de Merck, longueur 250 mm, diameétre

4 mm, porosité 100 A, diamétre des particules 5 pm
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D. Méthodes

Les antibiotiques possédent des chromophores, c’est-a-dire des groupements chimiques
capables d’absorber certaines fréquences du spectre lumineux. lls peuvent donc étre
détectés en spectrophotométrie UV-visible. Cependant ce sont pour la plupart des produits
d’hémisynthese, ils ne sont pas purs. De plus, aprés reconstitution des produits de
dégradation peuvent apparaitre. Ces substances dérivées peuvent posséder des propriétés
semblables aux molécules antibiotiques, d’ou la nécessité d’'une méthode séparative, ici la
Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP), afin de distinguer la molécule
principale et ses produits de synthése et de dégradation et des impuretés.

Les méthodes chromatographiques utilisées sont celles décrites dans I'essai des substances
apparentées de la Pharmacopée européenne 9.2 des monographies de chague molécule.
Elles sont destinées a l'analyse de matiéres premiéres, de poudres pures, avant leur
formulation galénique, c’est pourquoi des teneurs minimales et maximales en impuretés sont
décrites (produits de synthése, de dégradation, impuretés) par rapport a la molécule

d’intérét.

Tableau V : Teneurs maximales du total d’'impuretés autorisées par la Pharmacopée européenne par

molécule

Molécule Teneur limite — total des impuretés
Benzylpénicilline sodique 3,0 %
Amoxicilline sodique 9,0 %
Clavulanate potassique 2,0 %
Cefotaxime sodique 3,0%
Ceftriaxone sodique 4.0 %
Cefazoline sodique 3,5%
Cefuroxime sodique 3,0%
Ofloxacine 2,5 %
Levofloxacine 2,5 %
Ciprofloxacine 25%

Ces méthodes sont ici appliquées a un produit fini, nous ne cherchons pas a confirmer la
qualité d’'une poudre mais a étudier la stabilité des molécules aprés reconstitution avec une

solution aqueuse et a des concentrations différentes de celles décrites dans les essais des
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monographies. Les méthodes de dosage sont donc soumises a une validation partielle, sur

la linéarité uniquement.

Les solutions utilisées pour ces méthodes ont été préparées selon les protocoles décrits par
la Pharmacopée européenne 9.2. [Pharmacopée européenne 9.2, 2017a] [Pharmacopée
européenne 9.2, 2017b] [Pharmacopée européenne 9.2, 2017c] [Pharmacopée européenne
9.2, 2017d] [Pharmacopée européenne 9.2, 2017e] [Pharmacopée européenne 9.2, 2017f]
[Pharmacopée européenne 9.2, 2017g] [Pharmacopée européenne 9.2, 2017h]

[Pharmacopée européenne 9.2, 2017i]

1. Méthodes chromatographiques

a. Benzylpénicilline sodique (07/2017 :0114)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diamétre 4 mm, porosité
100 A, diametre des particules 3 pm

Composition de la phase mobile :

- Phase mobile A : 10 volumes d’une solution de phosphate monopotassique a 68 g/l
pH 3,4 + 30 volumes de méthanol + 60 volumes eau ultra pure

- Phase mobile B : 10 volumes d’'une solution de phosphate monopotassique a 68 g/l
pH 3,4 + 55 volumes de méthanol + 35 volumes eau ultra pure

- Gradient 0-70 % de A et 30-100 % de B

Température du four : 50 °C
Débit : 1,5 mL/min

Longueur d’onde de travail : 225 nm

b. Amoxicilline sodique (01/2017 :0577)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 250 mm, diamétre 4,6 mm, porosité

300 A, diamétre des particules 5 um

Composition de la phase maobile :
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- Phase mobile A : 1 volume d’acétonitrile + 99 volumes d’'une solution de phosphate
monopotassique 0,05 M pH 5,0

- Phase mobile B : 20 volumes d’acétonitrile + 80 volumes d’une solution de phosphate
monopotassique 0,05 M pH 5,0

- Gradient 0-92 % de A et 8-100 % de B

Température du four : 40 °C
Débit : 1,0 mL/min

Longueur d’onde de travail: 254 nm

¢. Amoxicilline sodique + clavulanate potassique (07/2010 :1140)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diamétre 4 mm, porosité

100 A, diametre des particules 5 pm
Composition de la phase mobile :

- Phase mobile A : solution de phosphate monosodique a 7,8 g/L pH 4,0
- Phase mobile B : mélange a volumes égaux de phase mobile A et de méthanol
- Gradient 50-100 % de A et 0-50 % de B

Température du four : 40 °C
Débit : 1,0 mL/min

Longueur d’onde de travail: 230 nm

d. Cefotaxime sodique (01/2008 :0989)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diamétre 4 mm, porosité

100 A, diametre des particules 5 pm
Composition de la phase mabile :

- Phase mobile A : solution de phosphate disodique dodécahydraté a 7,1 g/L pH 6,25

- Phase mobile B : méthanol
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- Gradient 60-86 % de A et 14-40 % de B
Température du four : 30 °C
Débit : 1,0 mL/min

Longueur d’onde de travail: 235 nm

e. Ceftriaxone sodique (01/2008 :0991)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 250 mm, diamétre 4,6 mm, porosité

300 A, diamétre des particules 5 um

Composition de la phase mobile : 4,0 g de bromure de tétraheptylammonium dans un
mélange de 440 mL d’eau ultra pure + 55 mL de solution tampon phosphate pH 7,0 0,067 M
+ 5,0 mL de solution tampon citrate pH 5,0 + 500 mL d’acétonitrile

Température du four : 40 °C
Débit : 1,5 mL/min

Longueur d’onde de travail: 254 nm

[ Cefazoline sodique (04/2014 :0988)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diamétre 4 mm, porosité

100 A, diamétre des particules 3 pm
Composition de la phase mabile :

- Phase mobile A: solution de phosphate disodique dodécahydraté 14,54 g/L et
phosphate monopotassique 3,53 g/L

- Phase mobile B : acétronitrile

- Gradient 35-98 % de A et 2-65 % de B

Température du four : 45 °C

Débit : 1,2 mL/min
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Longueur d’onde de travail: 570 nm

g- Cefuroxime sodique (01/2008 :0992)

Colonne : Nucleosil® C8 de Macherey-Nagel, longueur 125 mm, diametre 4 mm, porosité

100 A, diamétre des particules 5 pm

Composition de la phase mobile : 1 volume d’acétonitrile avec 99 volumes d’'une solution

tampon acétate pH 3,4
Température du four : 40 °C
Débit : 1,5 mL/min

Longueur d’onde de travail: 273 nm

h. Ofloxacine (01/2017 :1455)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 150 mm, diametre 4,6 mm, porosité

100 A, diamétre des particules 5 pm

Composition de la phase mobile : 4,0 g d’acétate d’ammonium et 7,0 g de perchlorate de

sodium dans 1300 mL d’eau ultra pure pH 2,2 + 240 mL d’acétonitrile
Température du four : 45 °C
Débit : 1,5 mL/min

Longueur d’onde de travail: 294 nm

i. Lévofloxacine (01/2017 :1455)

Colonne : Nucleosil® C18 de Macherey-Nagel, longueur 150 mm, diameétre 4,6 mm, porosité

100 A, diamétre des particules 5 pm
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Composition de la phase mobile : 4,0 g d’acétate d'ammonium et 7,0 g de perchlorate de

sodium dans 1300 mL d’eau ultra pure pH 2,2 + 240 mL d’acétonitrile
Température du four : 45 °C
Débit : 1,5 mL/min

Longueur d’onde de travail: 294 nm

J- Ciprofloxacine (01/2017 :1089)

Colonne : Lichrospher® RP18 endcapped de Merck, longueur 250 mm, diamétre 4 mm,

porosité 100 A, diamétre des particules 5 um

Composition de la phase mobile : 13 volumes d’acétonitrile et 87 volumes d'une solution

d’acide phosphorique a 2,45 g/L ajusté a pH 3,0 avec de la triéthylamine.
Température du four : 40 °C
Débit : 1,5 mL/min

Longueur d’onde de travail: 278 nm
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2. Expériences
Les différentes solutions d’antibiotiques ont été conservées entre 2 et 8 °C pendant 7 jours, a

I’abri de la lumiére.

Tableau VI : Dates de réalisation des analyses en CLHP

JO J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
Benzylpénicilline X % % X
sodique
Amoxicilline % % % X
sodique
Amoxicilline
sodique + X % X X
clavulanate
potassique
Cefotaxime X % X X
sodique
Ceftri
eftriaxone % X X
sodique
Cefazoline % % X
sodique
Cefuroxime % % X X
sodique
Ofloxacine X X
Levofloxacine X X
Ciprofloxacine X X

Les analyses ont été réalisées au moins a JO et J7, avec des intermédiaires détaillés dans le
tableau VI.

Les préparations ont été réalisées sur paillasses, en conditions non stériles.

Les concentrations testées des différents antibiotiques découlent de celles utilisées pour les
intradermoréactions au CHRU de Nancy et préconisées par la littérature par une publication
d’un groupe de travail de TENDA/EAACI. [BROCKOW, GARVEY, ABERER et al., 2013]
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Le but de ces analyses est de réaliser une étude de stabilité sur ces 10 molécules. |l s’agit
de mesurer la surface du pic chromatographique de la molécule d’intérét a JO, reflet de la
concentration en antibiotique, et de la comparer a celle des jours suivants, au maximum J7

ici.

Pour suivre les recommandations de 'OMS quant aux études de stabilité pharmaceutiques
sur les principes actifs nous considérons qu’une variation de plus 5 % de la teneur en
principe actif par rapport a la valeur initiale est une modification importante [OMS, 1998]. On
retrouve cette valeur dans les recommandations de la Conférence Internationale sur
I'Harmonisation (ICH) Q1E [ICH, 2003]. Dans le cas ou la variation serait moindre sur toute
la période considérée, la solution sera jugée stable. La conséquence pratique qui en découle

est la possibilité de préparer les solutions a I'avance.
Les antibiotiques existants en solution ont été utilisés tels quels :

- Ciprofloxacine 2 mg/mL
- Lévofloxacine 5 mg/mL

- Ofloxacine 5 mg/mL

Les poudres suivantes ont été reconstituées avec de I'Eau Pour Préparation Injectable

(EPPI), selon la procédure du CHRU de Nancy pour obtenir les concentrations suivantes :

- Amoxicilline 200 mg/mL

- Amoxicilline + acide clavulanique 200/20 mg/mL
- Cefazoline 200 mg/mL

- Ceftriaxone 200 mg/mL

- Cefuroxime 250 mg/mL

Les poudres suivantes ont été reconstituées avec du chlorure de sodium 0,9 %, selon la

procédure du CHRU de Nancy pour obtenir les concentrations suivantes :

- Cefotaxime 200 mg/mL
- Pénicilline G 1 MUI/mL

5 dilutions successives au 1/10°™ ont été réalisées a partir de ces solutions, soit dans du
chlorure de sodium 0,9 %, soit dans du diluant phénolé. Les solutions reconstituées/initiales
sont laissées dans leurs contenants primaires, les dilutions sont réalisées dans des flacons

en verre avec bouchon.
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Tableau VII : Détails des dilutions réalisées pour I’étude de stabilité en NaCl 0,9 % et NaCl 0,9 % + phénol
0,4 %

Solutions reconstituées Concentrations des dilutions (en mg/mL, Ul/mL pour la

pénicilline G)

10 10° 10 10®
Amoxicilline 200 mg/mL 20 2 0,2 0,02 0,002
Amoxicilline + acide 20/2 2/0,2  0,2/0,02 0,02/0,002 0,002/0,0002
clavulanique 200/20
mg/mL
Cefazoline 200 mg/mL 20 2 0,2 0,02 0,002
Cefotaxime 200 mg/mL 20 2 0,2 0,02 0,002
Ceftriaxone 200 mg/mL 20 2 0,2 0,02 0,002
Cefuroxime 250 mg/mL 25 2,5 0,25 0,025 0,0025
Ciprofloxacine 2 mg/mL 0,2 0,02 0,002 0,0002 0,00002
Lévofloxacine 5 mg/mL 0,5 0,05 0,005 0,0005 0,00005
Ofloxacine 5 mg/mL 0,5 0,05 0,005 0,0005 0,00005
Pénicilline G 1 MUI/mL 100000 10000 1000 100 10

3. Statistiques

L’étude statistique des résultats a été effectuée avec les logiciels Excel® et AVA 3.0, ce

dernier étant un logiciel de validation analytique.

Le test de Fischer ou test F permet de vérifier 'égalité de 2 variances. En effet il s’agit d’un
critere prérequis pour d’autres tests. Il permet également de vérifier I'existence d’'une droite
(pente différente de 0) et de tester la validité de celle-ci (erreur liée a la régression < erreur

aléatoire).

Le test de Student est un test paramétrique, avec pour prérequis la normalité de la
distribution et I'hnomogénéité des variances. Il permet notamment la comparaison de
moyennes entre elles : ordonnées a l'origine avec 0, comparaison des concentrations des
jours Jy avec Jo, des pentes et ordonnées a 'origine entre les 2 types de solutés.

Le test t de Welch est semblable au test de Student mais peut étre utilisé méme quand

’homogénéité des variances n’est pas vérifiée.
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Pour chaque test on pose une hypothése Hy, I'hypothése nulle, selon laquelle les
échantillons sont issus de populations identiques, ne présentent donc pas de différences. On
pose également une hypothése H;, 'hypothése alternative, selon laquelle les échantillons
sont issus de populations différentes.

Il s’agit ensuite de déterminer laquelle de ces hypothéses est vraie, 2 types d’erreurs sont

alors possible :

- Lerreur de 1% espéce : affirmer & tort que H; est vraie & la place de H,, définie par le
risque a.
- Lerreur de 2" espéce : affirmer & tort que Hy est vraie & la place de H; définie par le

risque 1-B (ou B est la puissance du test).

Le risque a est fixé arbitrairement (généralement entre 1 et 10 %), dans ce travail il est fixé,
sauf mention contraire, a 5 %. En effet plus un type d’erreur diminue et plus l'autre
augmente, il s’agit donc de trouver un équilibre entre les deux, et la valeur a la plus souvent

utilisée est 5 %.

Une fois la valeur a déterminée, on réalise le test et 'on compare la valeur retrouvée a un
seuil de décision, variable selon le test et la population de I'échantillon, ici n=3. Lorsque le
résultat ne dépasse pas le seuil de décision on considére qu'on ne peut pas rejeter

'hypothése Hy au risque a.

L’intervalle de confiance est un intervalle qui a une probabilité 1-a de contenir la moyenne
véritable, la moyenne observée lors des expériences n’étant qu’'une approximation de la
valeur réelle. Plus a est faible, plus la probabilité de contenir la valeur vraie est importante,
plus lintervalle de confiance s’élargit. Ici aussi le risque a choisi est de 5 %, pour un
intervalle de confiance de taille raisonnable et une probabilité de 95 % de contenir la valeur

vraie.

I,=m ¢,

Bk

Avec m la moyenne, s I'écart type calculé, n la population et t, lu dans la table de Student

pour 2 degré de liberté (n-1) et un risque a de 5 %, soit 4,3027.
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VI. Résultats

Au total un peu plus de jours d’expériences auront été nécessaires pour produire et analyser

environ 1000 échantillons et autant de chromatogrammes.
A. Benzypénicilline sodique

1. Chromatogrammes

Le disque dur de l'ordinateur servant a l'acquisition des données ne fonctionne plus, les

chromatogrammes pour cette molécule n’avaient pas encore été récupérés.

2. Testde linéarité

Tableau VIII : Résultats du test de linéarité pour la benzylpénicilline sodique

Soluté de dilution NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 31616 + 60 31783 + 62
Ordonnée a I'origine 5.10° + 3.10° 3.10° + 3.10°
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.999977 0.999975
Comparaison des pentes Absence de différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I'origine

La comparaison des équations de droites ne montre pas de différences selon le solvant

utilisé, le phénol n’interfére pas avec le dosage de la benzylpénicilline sodique. (Tableau VIII)

3. Stabilité de la benzylpénicilline sodique
Comme mentionné plus tét, la variation de concentration tolérée est de 5,0 %. Dans les
tableaux de stabilités suivants, lorsque la concentration ne s’écarte pas de plus de 5,0 % de
la valeur initiale, les cellules sont vertes. A l'inverse lorsque la concentration est inférieure a

95,0 % ou supérieure a 105,0 % de la valeur & JO, les cellules sont oranges. (Tableau IX)

Tableau IX : Légende pour les tableaux de stabilités

Intervalle de confiance comprenant une partie de I'intervalle [95,0 ; 105,0]
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Tableau X : Stabilité de la benzylpénicilline sodique a différentes concentrations et dans différents
solvants (n=3)

JO J1 J2 J7

Reconstitué

1 000 000 UI/mL dilué 10e eau 100,0%
NacCl 0,9 %

100 000 Ul/mL 100,0%

10 000 Ul/mL 100,0%

1 000 Ul/mL 100,0%

100 Ul/mL 100,0%

10 Ul/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

100 000 Ul/mL 100,0%
10 000 UI/mL 100,0%
1 000 Ul/mL 100,0%
100 Ul/mL 100,0%
10 Ul/mL 100,0%

A la concentration la plus élevé, 1 MUI/mL, la solution n’est stable que 24h a I'abri de la
lumiere et entre 2 et 8 °C, ce qui est en accord avec les données du Résumé des
Caractéristiques du Produit (RCP).
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Notre étude a montré que la benzylpénicilline sodique est stable au moins 7 jours dans ces
conditions et dans les deux solvants considérés, le chlorure de sodium 0,9 % et le chlorure
de sodium 0,9 % + phénol 0,4 %, aux concentrations comprises entre 10 Ul/mL et 100 000
Ul/mL. Cela est conforme aux données retrouvées dans la littérature et compilées sur
Stabilis®.

Comme le montre la comparaison des pentes et des ordonnées a l'origine (Tableau VIII), la
présence de phénol 0,4 % ne perturbe pas le dosage de la benzylpénicilline sodique, ni sa

stabilité sur 7 jours (Tableau X).

B. Amoxicilline sodique

1. Chromatogrammes

L’étude de stabilité de I'amoxicilline est réalisée dans 2 solvants différents. Il s’agit de vérifier
gue le phénol et les impuretés ne sont pas co-élués avec la molécule d’intérét dont nous

allons suivre la surface au cours des jours.

La figure 18 montre un temps de rétention d’environ 5 minutes pour I'amoxicilline, la figure

19 indique environ 15 minutes pour le phénol, les 2 espéces chimiques sont bien séparées.

La solution d’amoxicilline dégradée a été laissée a la lumiére et a température ambiante
pendant une semaine pour obtenir la figure 20. Il s’agissait de mimer les conditions de
dégradation de la molécule en milieu aqueux pour déterminer ou sont attendus les produits
de dégradation et vérifier leur bonne séparation par rapport au pic d’intérét. La majorité des
impuretés ont un temps de rétention entre 15 et 17,5 min, elles sont donc bien séparées de

I'amoxicilline.
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Figure 18 : Chromatogramme de I'amoxicilline sodique 20 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 %
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Figure 19 : Chromatogramme de I'amoxicilline sodique 2 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 % +
phénol 0,4 %
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Figure 20 : Chromatogramme de I'amoxicilline sodique 20 mg/mL dégradée dans du chlorure de sodium
0,9 %
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Les principaux produits de dégradation de I'amoxicilline sont les impuretés C et D,
respectivement définies par la Pharmacopée européenne comme des dicétopipérazines et
des acides pénicilloiques d’amoxicilline (Figure 21 et 22), et les impuretés J, des polyméres
d’amoxicilline (Figure 23), avec un temps de rétention entre 15 et 17,5 min sur le
chromatogramme (Figure 20). [Pharmacopée européenne 9.2, 2017a] [LAMM, GOZLAN,
ROTSTEIN et al., 2009]

N coH

|—|N’§<
H *
dﬁwfs

N~ 0

H
HO

C. acide (4S)-2-[5-(4-hydroxyphényl)-3,6-dioxopipérazin-
2-yl]-5,5-diméthylthiazolidine-4-carboxylique
(dicétopipérazines d’amoxicilline),

CH,
CHs

Figure 21: Impureté C de I'amoxicilline

H coH
H NH, ~ HN )$<CH3
: Nﬁ)*\ g’ CHa
O  COH
HO
D. acide (4S5)-2-[[[(2R)-2-amino-2-(4-hydroxyphényl)-
acétyl]amino]carboxymeéthyl]-5,5-diméthylthiazolidine-4-
carboxylique (acides pénicilloiques d’amoxicilline),

Figure 22 : Impureté D de I'amoxicilline
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HO

J. cooligomeres d’amoxicilline et d’acides pénicilloiques
d’amoxicilline,

Figure 23 : Impuretés J de I'amoxicilline

2. Test de linéarité

Tableau Xl : Résultats du test de linéarité pour I'amoxicilline sodique

Soluté de dilution NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 2,79.10" + 1.10° 2,58.10" + 1.10°
Ordonnée a I'origine 5.10° + 4.10° -5.10° + 8.10°
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.999983 0,999927
Comparaison des pentes Différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I'origine

La comparaison des équations de droite montre une différence au risque 5 % entre les 2
solvants de dilution utilisés. Le phénol interfére avec le dosage de I'amoxicilline. (Tableau XI)
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3. Stabilité de I'amoxicilline sodique

Tableau XII : Stabilité de ’'amoxicilline sodique a différentes concentrations et dans différents solvants

Reconstitué

200 mg/mL dilué 10e phase A 100,0%
NaCl 0,9 %

20 mg/mL 100,0%

2 mg/mL 100,0%

0,2 mg/mL 100,0%

0,02 mg/mL 100,0%

0,002 mg/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

20 mg/mL 100,0%
2 mg/mL 100,0%
0,2 mg/mL 100,0%
0,02 mg/mL 100,0%
0,002 mg/mL 100,0%
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La stabilité de 'amoxicilline seule est variable selon la concentration et le solvant considéré
(Tableau XII).

Aprés reconstitution, soit 200 mg/mL, nous montrons 24h de stabilité.

a. Dans le sérum physiologique

A la plus forte concentration de 20 mg/mL, la stabilité observée est également de 24h. Les
données Stabilis® des études se déroulant dans les conditions les plus proches indiquent
également quelques heures de stabilité.

Entre 2 pg/mL et 2 mg/mL, nous montrons une stabilité de la molécule sur au moins 7 jours.
Des résultats semblables sont retrouvés dans la littérature avec 4 jours dans les mémes
conditions de lumiére et de température dans du sérum physiologique pour 5 mg/mL dans
une poche de polypropyléne. [MULLER et HAKER, 2003]

b. Dans le sérum physiologique + phénol

Pour les concentrations 0,2, 2 et 20 mg/mL I'amoxicilline sodique n’est pas stable 24h, au

moins 2 jours pour la solution & 20 pg/mL et 7 jours pour celle a 2 pg/mL.

Le phénol a donc un impact sur la stabilité en solution de la molécule, et également sur son

dosage avec une pente de droite significativement différente (Tableau XI).
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C. Amoxicilline + acide clavulanique

1. Chromatogrammes
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Figure 24 : Chromatogramme de I'amoxicilline sodique 200 mg/mL + clavulanate potassique 20 mg/mL
dilué au 10° avec la phase mobile
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Figure 25 : Chromatogramme de I'amoxicilline sodique 2 mg/mL +clavulanate potassique 0,2 mg/mL dans
du chlorure de sodium 0,9 % + phénol 0,4 %
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Figure 26 : Chromatogramme de I'amoxicilline sodique 100 mg/mL +clavulanate potassique 10 mg/mL
dégradés

Sur les figures 24, 25 et 26 nous pouvons voir que le temps de rétention de I'amoxicilline est
d’environ 6,7 minutes, celui du clavulanate de 2,7 minutes et le phénol de 12,6 minutes. Les
3 sont donc bien séparés. La solution a été dégradée en la laissant une semaine a la lumiére
et a température ambiante. Les produits de dégradation sont nombreux mais vu la disparition
du pic lié au clavulanate et la faible aire du pic d’amoxicilline, il ne semble pas y avoir de co-
élution entre les impuretés et les molécules d’intérét. Ici aussi le phénol est co-élué avec des

impuretés.

Parmi les principaux produits de dégradation du clavulanate par hydrolyse puis
polymérisation on retrouve les impuretés A, B et C (Figure 27).
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A. 2,2'-(pyrazine-2,5-diyl)diéthanol,
N OH
=
LI
HO N COzH
B. acide 3-[3,6-bis(2-hydroxyéthyl)pyrazin-2-yl]propanoique,
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‘ =
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HO N

C. 2,2'-(3-éthylpyrazine-2,5-diyl)diéthanol,

Figure 27 : Impuretés A, B et C du clavulanate potassique

2. Test de linéarité sur le clavulanate potassique

Tableau XllII : Résultats du test de linéarité pour le clavulanate potassique

Soluté de dilution NacCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 9,9.10" + 1.10° 7,6.10" + 1.10°
Ordonnée a I’origine 6.10° + 6.10° 1.10° +1.10°
Test de I’existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.999663 0.99878
Comparaison des pentes Différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I'origine
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La comparaison des équations de droite montre une différence au risque 5 % entre les 2
solvants de dilution utilisé. Le phénol semble avoir un impact sur le dosage du clavulanate.
(Tableau XIII)

3. Stabilité du clavulanate potassique

Tableau XIV : Stabilité du clavulanate potassique a différentes concentrations et dans différents solvants
en présence d’amoxicilline sodique

Reconstitué

20 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%
NacCl 0,9 %
2 mg/mL 100,0%
0,2 mg/mL 100,0%
0,02 mg/mL 100,0%
0,002 mg/mL 100,0%
0,0002 mg/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

2 mg/mL 100,0%
0,2 mg/mL 100,0%
0,02 mg/mL 100,0%
0,002 mg/mL 100,0%
0,0002 mg/mL 100,0%
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La dégradation du clavulanate potassique est trés rapide, 24h apres reconstitution il ne reste
dans le flacon plus que 3 % de la concentration initiale (Tableau XIV), ce qui concorde avec
les recommandations du RCP d’une utilisation extemporanée. Passé 24h, la concentration
résiduelle en clavulanate n’est plus quantifiable pour les solutions les plus diluées car

inférieure a la limite de quantification (<LOQ).

On montre une différence de stabilité selon le solvant utilisé pour la solution a 0,2 mg/mL
mais il ne s’agit que de quelques heures. Dans les 2 cas le clavulanate tient moins de 24h
pour la concentration 2 mg/mL, ce qui est cohérent avec les données de la littérature, et

environ 24h entre 0,2 pug/mL et 20 pg/mL.

On trouve également des données indiqguant que le clavulanate et ses produits de
dégradation sont des catalyseurs de sa propre dégradation, d’ou la décroissance trés rapide
de sa concentration, mais qu’il déstabilise également les solutions d’amoxicilline.
[BRETHAUER, HELD et PANKE, 2008] [VAHDAT et SUNDERLAND, 2009] Cela se
confirme dans notre étude (Tableau XV) ou l'on peut constater des durées de stabilités

réduites pour les plus fortes concentrations.
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Tableau XV : Stabilité de I'amoxicilline sodique a différentes concentrations et dans différents solvants en
présence de clavulanate potassique

JO J1 J4 J7
Reconstitué
200 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%
NacCl 0,9 %
20 mg/mL 100,0%
2 mg/mL 100,0%
0,2 mg/mL 100,0%
0,02 mg/mL 100,0%
0,002 mg/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

20 mg/mL 100,0%

2 mg/mL 100,0%

0,2 mg/mL 100,0%

0,02 mg/mL 100,0%

0,002 mg/mL 100,0%
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D. Cefotaxime sodique

1. Chromatogrammes du cefotaxime sodique
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Figure 28 : Chromatogramme du cefotaxime sodique 200 mg/mL dilué au 10e avec la phase mobile
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Figure 29 : Chromatogramme du cefotaxime sodique 0,2 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 % +

phénol 0,4 %
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Figure 30 : Chromatogramme du cefotaxime sodique 200 mg/mL dégradé

Les figures 28 et 29 permettent de visualiser le cefotaxime avec un temps de rétention

d’environ 10,5 minutes et le phénol avec un temps de rétention de 8 minutes.
Les principales impuretés du cefotaxime observés sur la Figure 30 sont

- limpureté B (tx environ 2,3 min) qui est un produit de dégradation obtenu par
desacétylation du cefotaxime (Figure 31)

- et un groupe impuretés avec des temps de rétention entre 20 et 25 minutes. Il peut
s’agir d’impuretés de synthése car présents dés JO ou de produits de dégradation.
On y retrouve notamment I'impureté D (Figure 32) qui est un isomére de position du
cefotaxime et l'impureté F (Figure 33) qui est un dimére du cefotaxime. [BERGE,
HENDERSON et FRANK, 1983] [FABRE, EDDINE et BERGE, 1984] [Pharmacopée
européenne 9.2, 2017d]
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B. acide (6R,7R)-7-[[(2Z)-2-(2-aminothiazol-4-yl)-2-
(méthoxyimino)acétyl]amino]-3-(hydroxyméthyl)-8-
0x0-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-éne-2-carboxylique
(désacétylcéfotaxime),

Figure 31 : Impureté B du cefotaxime
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D. acide (6R,7R)-3-[(acetyloxy)meéthyl]-7-[[(2E)-2-(2-
aminothiazol-4-yl)-2-(méthoxyimino)acétylJamino|-8-
oxo-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylique
((E)-céfotaxime),

Figure 32 : Impureté D du cefotaxime
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F. acide (6R,7R)-3-[(acétyloxy)méthyl]-7-[[(2Z)-2-
[2-[[[(6R,7R)-7-[[(2£)-2-(2-aminothiazol-4-yl)-2-
(méthoxyimino)acétyl]amino]-2-carboxy-8-oxo-5-thia-
1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-én-2-yl]méthyl]amino]thiazol-
4-yl]-2-(méthoxyimino)acétyl]amino]-8-oxo-5-thia-1-
azabicyclo[4.2.0]oct-2-éne-2-carboxylique (dimére de la
céfotaxime),

Figure 33 : Impureté F du cefotaxime

2. Test de linéarité du cefotaxime sodique

Tableau XVI : Résultats du test de linéarité pour le cefotaxime sodique

Soluté de dilution NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 2,94.10° + 2.10° 3,15.10° + 4.10°
Ordonnée a I’origine -4.10" +2.10° -5.10" + 4.10’
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)
Test de validité de la pente Non valide au risque Valide au risque 5%

5% (erreur expe trop

faible)
Coefficient de corrélation 0.999718 0.998995
Comparaison des pentes Différence significative au risque 5 %
Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %

I’origine
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La comparaison des équations de droite montre une différence au risque 5 % entre les 2

solvants de dilution utilisé. Le phénol semble avoir un impact sur le dosage du cefotaxime.

(Tableau XVI)

3. Stabilité du cefotaxime

Tableau XVII : Stabilité du cefotaxime sodique a différentes concentrations et dans différents solvants

NaCl 0,9 %
20 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%
2 mg/mL 100,0%
0,2 mg/mL 100,0%
0,02 mg/mL 100,0%
0,002 mg/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

20 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%
2 mg/mL 100,0%
0,2 mg/mL 100,0%
0,02 mg/mL 100,0%
0,002 mg/mL 100,0%
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La plus forte concentration en cefotaxime, 200 mg/mL, n’est pas présentée ici a cause d’'un
probléme de pipette. Il n’y a pas non plus de données a cette concentration sur Stabilis® et
le RCP du produit recommande une utilisation immédiate apres reconstitution. Cependant
une étude préliminaire, réalisée il y a 2 ans avec des concentrations et des conditions de
conservation identiques ainsi que la méme méthode d’analyse retrouvait les résultats
suivants pour la concentration 200 mg/mL : 99,2 % a J1, 97,1 % a J4 et 94,7 % a J7.
L’expérience avait été réalisée en n=1, il n’'y a donc pas d’écart type. Les autres résultats

étaient semblables a ceux de cette étude.

Dans cette étude le cefotaxime sodique est stable entre 2 ug/mL et 20 mg/mL pendant au
moins 7 jours et pour les 2 solvants testés. Cela est cohérent avec ce qui est retrouvé dans
la littérature, jusqu’a 22 jours pour une concentration de 10 mg/mL a 4 °C et a l'abri de la

lumiére dans du sérum physiologique et une poche de PVC. [DAS GUPTA, 1984]

E. Ceftriaxone sodique

1. Chromatogrammes de la ceftriaxone sodique

Les temps de rétention observés sont respectivement pour la ceftriaxone et le phénol de 4,5
min et 2,5 min. (Figures 34 et 35)
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Figure 34 : Chromatogramme de la ceftriaxone sodique 200 mg/mL dilué au 100e avec la phase mobile
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Figure 35 : Chromatogramme de la ceftriaxone sodique 2 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 % +
phénol 0,4 % dilué au 10e avec la phase mobile
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Figure 36 : Chromatogramme de la ceftriaxone sodique 0,02 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 %
sans dilution au 10e avec la phase mobile

La figure 36 montre la nécessité pour la ceftriaxone de diluer I'échantillon avec de la phase
mobile avant injection dans le systéme chromatographique. En effet la phase mobile contient
des contre-ions, permettant d’augmenter le temps de rétention de la ceftriaxone et
d’améliorer la séparation. En 'absence de dilution préalable, un pic de ceftriaxone peu ou
pas retenu par la colonne apparait avant 2 min. L’autre partie qui a quand méme été retenue

par la colonne ressort plus tard et sous la forme d’un pic double.
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Figure 37 : Chromatogramme de la ceftriaxone sodique 200 mg/mL dégradée dilué au 100e avec la phase
mobile

A défaut d’informations sur les temps de rétention des impuretés dans la Pharmacopée
européenne, les impuretés retrouvées sur le chromatogramme (Figure 37) ne sont pas
identifiées avec certitude. En comparant nos chromatogrammes a ceux d’'une autre étude
[KUMAR, RAO et NAIDU, 2010], le pic a 2 minutes peut étre I'impureté B (Figure 38) et celui
a 3 minutes l'impureté C (Figure 39), les deux se formant lors de I'hydrolyse de la molécule
de ceftriaxone. [ZAJAC et MUSZALSKA, 1998] [Pharmacopée européenne 9.2, 2017¢]

B. (5aR,6R)-6-[[(2Z)-(2-aminothiazol-4-yl)(méthoxyimino)-
acétyl]amino]-5a,6-dihydro-3H,7H-azéto[2,1-b]furo[3,4-
d][1,3]thiazine-1,7(4H)-dione,

Figure 38 : Impureté B de la ceftriaxone
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C. 2-méthyl-3-sulfanyl-1,2-dihydro-1,2,4-triazine-5,6-dione,

Figure 39 : Impureté C de la ceftriaxone

2. Test de linéarité sur la ceftriaxone sodique

Tableau XVIII : Résultats du test de linéarité pour la ceftriaxone sodique

Soluté de dilution NacCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 3,7.10"+ 1.10° 3,7.10" + 1.10°
Ordonnée a I'origine 7.10° + 4.10° 5.10° + 8.10°
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.99999 0.999958
Comparaison des pentes Absence de différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I'origine

Le phénol 0,4 % dans le sérum physiologique n’interfére pas avec le dosage de la
ceftriaxone sodique : on ne montre pas de différences significatives entre les 2 équations de
droite (Tableau XVIII).
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3. Stabilité de la ceftriaxone sodique

Tableau XIX : Stabilité de la ceftriaxone sodique a différentes concentrations et dans différents solvants

Reconstitué

200 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%
NaCl 0,9 %

20 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%

2 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%

0,2 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%

0,02 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%

0,002 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

20 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%
2 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%
0,2 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%
0,02 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%
0,002 mg/mL dilué 10e phase mob 100,0%

Aprés reconstitution, notre étude montre une stabilité d’au moins 4 jours pour la
concentration a 200 mg/mL mais pas jusqu’a 7 jours. Cela est en contradiction avec les
données de la littérature qui annoncent 10 a 40 jours de stabilité dans des conditions
proches [BAILEY, CAPPEL ET OROSZ, 1994]. Cela est également en contradiction avec

'étude préalable réalisée il y a 2 ans dans laquelle on retrouvait 99,7 % a J7 (n=1). Cet écart
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pourrait s’expliquer par une cristallisation due aux fortes concentrations avec un défaut de
remise en suspension / resolubilisation avant injection, ou a un contact avec le fond du
réfrigérateur qui aurait engendré des cycles de congélation-décongélation de certains

flacons.

On retrouve le méme phénomeéne pour la concentration 20 mg/mL pour les 2 diluants, stable
jusqu’a J4, non stable a J7. Le résultat est également contradictoire et les explications

possibles identiques.

Les solutions sont stables au moins 7 jours entre 2 pg/mL et 2 mg/mL avec les 2 solvants

testés.

F. Cefazoline sodique

1. Chromatogrammes de la cefazoline sodique
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Figure 40 : Chromatogramme de la cefazoline sodique 200 mg/mL diluée au 100° dans la phase mobile
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Figure 41 : Chromatogramme de la cefazoline sodique 0,2 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 % +
phénol 0,4 %
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Figure 42 : Chromatogramme de la cefazoline sodique 2 mg/mL dégradée par NaOH

La figure 40 montre que la cefazoline a un temps de rétention d’environ 8 minutes.
Malheureusement le phénol est co-élué avec I'antibiotique, la séparation est insuffisante et la
modification des paramétres autorisés par la Pharmacopée n’a pas suffi a obtenir une
résolution satisfaite (Figure 41). Les seuls résultats présentés sont donc les dosages dans le

chlorure de sodium 0,9 %, sans phénol.

Pour la cefazoline sodique la Pharmacopée européenne comprend un essai de dégradation

en milieu basique assorti d’'un chromatogramme type qui permet l'identification des différents
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pics observés. Le profil de dégradation de la cefazoline avec de la soude est conforme avec

ce qui est attendu par la Pharmacopée européenne. (Figure 42)

2. Test de linéarité sur la cefazoline sodique

Tableau XX : Résultats du test de linéarité pour la cefazoline sodique

Soluté de dilution NaCl 0,9 %
Pente 2,21.10° + 4.10°
Ordonnée a I'origine -1.10° + 3.10°
Test de I'existence d’une pente significative Hautement significatif
(p<0,001)
Test de validité de la pente Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.999982

Le pic de phénol n’étant pas séparé de celui de la cefazoline, nous n’avons pas pu réaliser
de dosage dans le solvant sérum physiologique + phénol 0,4 %, il n’'y a donc pas de droites

a comparer. (Tableau XX)

3. Stabilité de la cefazoline sodique

Tableau XXI : Stabilité de la cefazoline sodique a différentes concentrations

Reconstitué

200 mg/mL dilué 100e phase mobile 100,0%
NaCl 0,9 %

20 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%

2 mg/mL 100,0%

0,2 mg/mL 100,0%

0,02 mg/mL 100,0%

0,002 mg/mL 100,0%
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La cefazoline sodique est retrouvée stable au moins 7 jours pour toutes les concentrations
considérées, de 2 pg/mL a 200 mg/mL., ce qui est conforme aux données de la littérature.
[MULLER, HOWE, FRANK, et al., 2000] (Tableau XXI)

G. Cefuroxime sodique

1. Chromatogrammes du cefuroxime sodique
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Figure 43 : Chromatogramme du cefuroxime sodique 250 mg/mL diluée au 100e dans la phase mobile

Le temps de rétention du cefuroxime est d’environ 11 min (Figure 43), celui du phénol

d’environ 4,3 min. Les 2 pics sont bien séparés. (Figure 44)
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Figure 44 : Chromatogramme du cefuroxime sodique 2,5 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 % +
phénol 0,4 %
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Figure 45 : Chromatogramme du cefuroxime sodique 250 mg/mL dégradation forcée a 80°C diluée au
100e dans la phase mobile

Pour la cefazoline sodique la Pharmacopée européenne comprend un essai de dégradation
forcée a 80 °C (Figure 45). 2 pics d'impuretés sont apparus, le pic a 5,5 min n’est pas
identifié, le second a 7,5 min correspond a l'impureté A, résultat de I'hydrolyse de la
molécule de cefuroxime. (Figure 46) [Pharmacopée européenne 9.2, 2017f] [WANG et
NOTARI, 1994]
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A. acide (6R,7R)-7-[[(Z)-(furan-2-yl)(meéthoxyimino)acétyl]-
amino]-3-(hydroxyméthyl)-8-oxo-5-thia-1-azabicyclo-
[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylique (descarbamoyl-
céfuroxime),

Figure 46 : Impureté A du cefuroxime

2. Test de linéarité sur le cefuroxime sodique

Tableau XXII : Résultats du test de linéarité pour le cefuroxime sodique

Soluté de dilution NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 1,80.10% + 2.10° 1,86.10° + 2.10°
Ordonnée a I’origine -2.10" £ 2.10° -3.10" + 2.10’
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.999055 0.999138
Comparaison des pentes Absence de différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I'origine

Les 2 équations de droite (Tableau XXII) ne sont pas significativement différentes, le phénol
n’a pas d’'impact sur le dosage de la molécule.
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3. Stabilité du cefuroxime sodique

Tableau XXIII : Stabilité du cefuroxime sodique a différentes concentrations et dans différents solvants

NaCl 0,9 %
25 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%
2,5 mg/mL 100,0%
0,25 mg/mL 100,0%
0,025 mg/mL 100,0%
0,0025 mg/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

25 mg/mL dilué 10e phase mobile 100,0%

2,5 mg/mL 100,0%

0,25 mg/mL 100,0%

0,025 mg/mL 100,0%

0,0025 mg/mL 100,0%

La plus forte concentration en cefuroxime, 250 mg/mL, n’est pas présentée ici a cause d’'un
probléme de pipette. Il n’y a pas non plus de données a cette concentration sur Stabilis® et
le RCP du produit recommande une utilisation quelques heures aprés reconstitution.
Cependant I'étude préliminaire, réalisée il y a 2 ans retrouvait les résultats suivants pour la
concentration 250 mg/mL : 99,9 % a J1, 99,6 % a J4 et 99,1 % a J7. L’'expérience avait été
réalisée en n=1, il 'y a donc pas d’écart type.

On retrouve des résultats de stabilité semblable avec et sans phénol.
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Pour la concentration a 25 mg/mL, on retrouve le méme phénoméne qu’avec la ceftriaxone ;
les solutions sont stables jusqu’a J2 et ne le sont plus a J6 et J7. Ici aussi cela est discordant
avec les données de la littérature qui indiquent une stabilité allant de 7 & 30 jours [DAS
GUPTA et STEWART, 1986] et les résultats de I'étude préliminaire.

Les concentrations allant de 2,5 pg/mL a 2,5 mg/mL sont stables au moins 7 jours pour les 2

solvants.

H. Ofloxacine

1. Chromatogrammes de I'ofloxacine
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Figure 47 : Chromatogramme de I'ofloxacine 0,005 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 % + phénol 0,4
%

Les temps de rétention de I'ofloxacine et du phénol sont respectivement de 16 et 11 minutes.
(Figure 48)

L’ofloxacine est un racémique de 2 énantioméres. N'utilisant pas de ligand chiral, notre
systeme chromatographique n’est pas capable de les séparer, il n'y a donc qu’un seul pic

principal.
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Figure 48 : Chromatogramme de I'ofloxacine 5 mg/mL dégradée a température ambiante et a la lumiére
pendant 7 jours

L'ofloxacine est sensible a la lumiere et ses produits de dégradation potentiels sont
nombreux [FRACKOWIAK, KAMINSKI, URBANIAK et al., 2016] et observables sur la figure
49.

2. Test de linéarité sur I'ofloxacine

Tableau XXIV : Résultats du test de linéarité pour I'ofloxacine

Soluté de dilution NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 1,10.10° + 1.10’ 1,12.10° + 1.10’
Ordonnée a I’origine 4.10°+ 3.10° 5.10° + 2.10°
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Non valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.999145 0.999557
Comparaison des pentes Absence de différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I'origine

Les 2 équations de droite (Tableau XXIV) ne sont pas significativement différentes, le phénol

n’interfére donc pas avec le dosage de I'ofloxacine.
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3. Stabilité de I'ofloxacine

Tableau XXV : Stabilité de 'ofloxacine a différentes concentrations et dans différents solvants

Reconstitué

5 mg/mL 100,0%
NaCl 0,9 %

0,5 mg/mL 100,0%
0,05 mg/mL 100,0%
0,005 mg/mL 100,0%

0,0005 mg/mL 100,0%
0,00005 mg/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

0,5 mg/mL 100,0%
0,05 mg/mL 100,0%
0,005 mg/mL 100,0%

0,0005 mg/mL 100,0%
0,00005 mg/mL 100,0%

La solution d’ofloxacine & 5 mg/mL est stable au moins 7 jours (Tableau XXV), ce qui est
conforme aux données de la littérature [BORNSTEIN, KAO, MERCORELLI, et al. 1992] et
qui est normal vu qu’il s’agit de la spécialité pharmaceutique telle quelle, avec une durée de

conservation de 30 mois aprées fabrication.
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Les résultats semblent différer selon le solvant utilisé.

a. Dans le sérum physiologique

Dans le chlorure de sodium 0,9 %, les solutions sont stables au moins 7 jours entre 5 et 500

pg/mL, les concentrations moyennes retrouvées sont supérieures ou égales a 95,0 %.

Pour les concentrations 0,5 et 0,05 pug/mL, les concentrations moyennes retrouvées sont

inférieures a 95,0 %.

b. Dans le sérum physiologique + phénol 0,4 %

Dans le solvant phénolé, les concentrations 50 et 500 pug/mL sont retrouvées stables au

moins 7 jours.

Les concentrations 0,05, 0,5 et 5 pyg/mL ne sont pas retrouvées stables 7 jours avec le

phénol.

I. Levofloxacine

1. Chromatogrammes de la levofloxacine
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Figure 49 : Chromatogramme de la levofloxacine 0,005 mg/mL dans chlorure de sodium 0,9 % + phénol

0,4 %
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Le temps de rétention de la levofloxacine est le méme que celui de 'ofloxacine (Figures 48
et 51), s’agissant de la méme molécule. La méthode de dosage est identique, le temps de

rétention du phénol est donc toujours d’environ 11 minutes.
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Figure 50 : Chromatogramme de la levofloxacine 5 mg/mL dégradée a température ambiante et a la
lumiére pendant 7 jours

La levofloxacine se comporte de maniére semblable a I'ofloxacine sous I'effet de la lumiére

avec formation de multiples produits de dégradation. (Figure 52)

2. Test de linéarité sur la levofloxacine

Tableau XXVI : Résultats du test de linéarité pour la levofloxacine

Soluté de dilution NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 1,17.10° + 2.10’ 1,14.10° + 2.10’
Ordonnée a I’origine 4.10° + 4.10° 4.10° + 3.10°
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.99883 0.998807
Comparaison des pentes Absence de différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I'origine
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Les 2 équations de droite (Tableau XXVI) ne sont pas significativement différentes, le phénol

n’interfére donc pas avec le dosage de la levofloxacine.

3. Stabilité de la levofloxacine

Tableau XXVII : Stabilité de la levofloxacine a différentes concentrations et dans différents solvants

Reconstitué

5 mg/mL 100,0%
NaCl 0,9 %

0,5 mg/mL 100,0%

0,05 mg/mL 100,0%

0,005 mg/mL 100,0%

0,0005 mg/mL

100,0%

0,00005 mg/mL

100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

0,5 mg/mL 100,0%
0,05 mg/mL 100,0%
0,005 mg/mL 100,0%

0,0005 mg/mL

100,0%

0,00005 mg/mL

100,0%
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La solution commerciale pure est stable au moins 7 jours d’aprés notre étude, ce qui
coincide avec la littérature [WILLIAMS, BORNSTEIN ET JOHNSON, 1996] et les données
du laboratoire, 24 mois apres fabrication.

a. Dans le sérum physiologique
Ici on retrouve l'inverse de ce qui est observé pour I'ofloxacine, les concentrations 50 et 500
pHg/mL sont stables au moins 7 jours, tandis que les 3 concentrations les plus faibles ne le

sont pas.

b. Dans le sérum physiologique + phénol 0,4
Les concentrations allant de 5 a 500 pg/mL sont stables au moins 7 jours, les concentrations
0,05 et 0,5 pg/mL ne le sont pas.

J. Ciprofloxacine

1. Chromatogrammes de la ciprofloxacine
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Figure 51 : Chromatogramme de la ciprofloxacine 0,2 mg/mL dans chlorure de sodium 0,9 % + phénol 0,4
%

Sur la figure 54, on observe un temps de rétention d’environ 9,7 min pour la ciprofloxacine et

de 13.4 min pour le phénol, les pics sont séparés.
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Figure 52 : Chromatogramme de la ciprofloxacine 2 mg/mL dégradée a température ambiante et a la
lumiere pendant 7 jours

La seule impureté observée (Figure 55) peut étre I'impureté B ou C (Figure 56), le temps de
rétention des 2 étant assez proche. Comme pour I'ofloxacine, la ciprofloxacine est sensible a
la lumiére, cependant la dégradation semble moins prononcée pour les mémes conditions.
[Pharmacopée européenne 9.2, 2017g] [PIPONSKI, BAKOVSKA, NAUMOSKA et al., 2015]
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B. acide 1-cyclopropyl-4-oxo-7-(pipérazin-1-yl)-1,4-
dihydroquinoléine-3-carboxylique (dérivé défluoré),
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C. acide 7-[(2-aminoéthyl)amino]-1-cyclopropyl-6-fluoro-
4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-3-carboxylique (dérivé de
I'éthylenediamine),

Figure 53 : Impuretés B et C de la ciprofloxacine

2. Test de linéarité sur la ciprofloxacine

Tableau XXVIII : Résultats du test de linéarité pour la ciprofloxacine

Soluté de dilution NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %
Pente 1,095.10° + 2.10° 1,01.10° + 1.10°
Ordonnée a I'origine 2.10° +1.10° 3.10°+ 1.10’
Test de I'existence d’une pente Hautement significatif Hautement significatif
significative (p<0,001) (p<0,001)

Test de validité de la pente Valide au risque 5% Valide au risque 5%
Coefficient de corrélation 0.999986 0.998991
Comparaison des pentes Différence significative au risque 5 %

Comparaison des ordonnées a Absence de différence significative au risque 5 %
I’origine
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La comparaison des pentes des équations de droite montre une différence significative au

risque 5 %, le phénol interfere donc avec le dosage de la ciprofloxacine. (Tableau XXVIII)

3. Stabilité de la ciprofloxacine

Tableau XXIX : Stabilité de la ciprofloxacine a différentes concentrations et dans différents solvants

Reconstitué

2 mg/mL 100,0%
NaCl 0,9 %

0,2 mg/mL 100,0%
0,02 mg/mL 100,0%
0,002 mg/mL 100,0%

0,0002 mg/mL 100,0%
0,00002 mg/mL 100,0%

NaCl 0,9 % + phénol 0,4 %

0,2 mg/mL 100,0%

0,02 mg/mL 100,0%

0,002 mg/mL 100,0%

0,0002 mg/mL 100,0%

0,00002 mg/mL ND

La concentration 2.10° mg/mL n’est pas quantifiable devant le pic de phénol.
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La solution commerciale de ciprofloxacine a 2 mg/mL est stable au moins 7 jours, ce qui est
appuyé par les données de la littérature [DONNELLY, 2011] [AL-OMAR, 2004] et les
données du laboratoire, avec une conservation de 24 mois apres fabrication.

a. Dans le sérum physiologique
Toutes les concentrations testées, de 0,02 pg/mL a 0,2 mg/mL sont retrouvées stables au

moins 7 jours.

b. Dans le sérum physiologique + phénol 0,4 %
Les concentrations allant de 0,2 pg/mL a 0,2 mg/mL sont retrouvées stables au moins 7
jours. La concentration la plus faible, 0,02 pg/mL n’a pas pu étre quantifiée, a cause de

l'interférence causée par le phénol.
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VII. Discussion

Les conditions de conservation choisies sont celles qui permettent habituellement la
meilleure conservation des produits tout en les maintenant utilisables. A 'abri de la lumiére,
les molécules photosensibles sont préservées, entre 2 et 8 °C les réactions chimiques, sont
limitées par rapport a 25 °C. La stabilité est potentiellement meilleure a -20 °C mais les

solutions ne sont alors pas utilisables immédiatement.

A la PUI de Brabois, qui est a l'initiative de cette étude, les préparations sont réalisées dans
des flacons en verre vides, en utilisant le sérum physiologigue comme solvant. Un
changement de pratiques vers I'utilisation de flacons en verre pré remplis avec un solvant
phénolé est envisagé. D’ou notre choix de tester le verre comme contenant et 2 solvants :
NaCl 0, 9 % et NaCl 0, 9 % + phénol 0,4 %.

Tableau XXX : Récapitulatif de la stabilité des différentes solutions

Solutions Stabilité (en jours)
10" 10 10°

10* 10°

reconstituées 10°

[0) Phénol Phénol Phénol Phénol

¢ ¢ ¢
Amoxicilline 200 1 1 <1 <1 <1 2
mg/mL I l l l
1 <1 1 1 1 1

Amoxicilline + acide <1l o<1 <1

¢

clavulanique 200/20

mg/mL

Cefazoline 200 mg/mL

Cefotaxime 200 mg/mL

Ceftriaxone 200 mg/mL

Cefuroxime 250 mg/mL

Ciprofloxacine 2
mg/mL

<7
<7

<7
<7

<7
<7

<7
<7

Lévofloxacine 5 mg/mL

<7

Ofloxacine 5 mg/mL
Pénicilline G 1 MUI/mL
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Le tableau XXX reprend les résultats de stabilité pour les différentes solutions. Une solution
est déclarée stable au moins 7 jours (en vert) lorsque sa concentration ne s’écarte pas de
plus de 5,0 % de sa valeur initiale (JO) sur la période considérée.

Les fleches rouges représentent les concentrations maximales non irritantes proposées par
'ENDA. Pour chaque molécules, les concentrations se trouvant a gauche des fleches sont
considérées comme potentiellement irritantes, il n’est donc pas conseillé de les tester car il y
a de fortes chances qu’elles induisent un faux positif. A l'inverse, a droite des fleches se
trouvent les concentrations que I'on peut tester.

1. Pénicillines

a. Benzylpénicilline
La solution reconstituée de péniciline G a 1 MUI/mL n’est stable que 24h dans nos
conditions expérimentales, ce qui est conforme au Résumé des Caractéristiques du Produit
(RCP). Il s’agit d’'une concentration trés importante qui n’est pas testée chez le patient car
irritante, le test serait donc faussement positif. Les recommandations de 'ENDA/EAACI
indiquent de ne pas tester une concentration supérieure a 10 kUI/mL pour cette molécule.
[BROCKOW, GARVEY, ABERER et al., 2013]

Les solutions a 100, 10 et 1 kUI/mL sont stables au moins 7 jours pour les 2 solvants utilisés,
ce qui est conforme aux données que l'on retrouve dans la littérature avec le chlorure de
sodium 0,9 % : 6 jours a 130 kUI/mL [VELLA-BRINCAT, BEGG, GALLAGHER et al., 2004]
et 21 jours pour 50 et 2,5 kUI/mL[HOSSAIN, FRICIU, AUBIN et al., 2014]. Nos résultats ne

montrent pas de dégradation accélérée de la molécule en présence de phénol 0,4 %.

Enfin les solutions les plus diluées a 100 et 10 Ul/mL sont également stables au moins 7
jours dans les 2 solvants, concentrations pour lesquelles on ne retrouve pas de données

dans la littérature.

b. Amoxicilline
La solution reconstituée a 200 mg/mL d’amoxicilline n’est stable que 24h d’aprés nos
résultats, le RCP indique également que la solution est a utiliser rapidement, quelques
heures aprés reconstitution. Cette solution n’est pas testée non plus chez le patient, le seuil

qu’il est recommandé de ne pas dépasser étant de 20 mg/mL.

Pour la solution a 20 mg/mL dans le sérum physiologique, la stabilité retrouvée est la méme,
seulement 24h. Une publication de 1982 indique 8h pour cette concentration dans du NacCl
0,9 % mais a 25 °C. [COOK, HILL, LYNN, 1982]
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Pour les solutions a 2 et 0,2 mg/mL dans le chlorure de sodium 0,9 %, nous montrons une
stabilité d’au moins 7 jours. Les données d’autres études a des concentrations semblables et
a 4 °C mais dans des solvants parfois différents indiquent : 4 jours a 5 mg/mL [MULLER et
HAKER, 2003] et 14 jours a 0,125 mg/mL dans des solutions de dialyse péritonéale.
[PATEL, LI, SHASTRI et al., 2015]

Les dilutions a 20 et 2 ug/mL réalisées en chlorure de sodium 0,9 % sont stables aux moins
7 jours d’aprés nos expériences. Il n’a pas été retrouvé de données auxquelles comparer ces

résultats.

En ce qui concerne les dilutions réalisées dans le sérum physiologique avec phénol, nous
retrouvons une stabilité bien moindre de l'amoxicilline. La dégradation cette molécule
antibiotique est accélérée par le phénol. Cependant l'instabilité semble dépendante de la
concentration initiale en amoxicilline puisque I'on retrouve une stabilité de 7 jours pour la

solution a 2 pg/mL.

c¢. Amoxicilline + acide clavulanique
Nous montrons que cette association de molécules est instable, peu importe le solvant et la
concentration. Cela se vérifie également dans la littérature, ou I'on retrouve au maximum 8
heures de stabilité. [KAMBIA, MERITE, DINE et al., 2010]

L’acide clavulanique agit comme un catalyseur et accélére la dégradation de I'amoxicilline.
[VAHDAT et SUNDERLAND, 2009]

d. Bilan pénicillines
Pour la benzylpénicilline, toutes les concentrations testées sur les patients sont stables au
moins 7 jours pour les 2 solvants. Il serait possible pour cette molécule de préparer les

dilutions a I'avance.

Pour 'amoxicilline, la dilution a 20 mg/mL dans le sérum physiologique est a tester sur les
patients mais n’est stable que 24h, ce qui empéche sa réalisation anticipée. Cependant étant
la 1° dilution il s’agit de celle qui prend le moins de temps a réaliser. Les dilutions suivantes

sont stables au moins 7 jours.
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La dégradation de I'amoxicilline est accélérée par le phénol 0,4 %, sa présence dans le

diluant oriente vers une utilisation extemporanée des solutions.

Les solutions d’amoxicilline + acide clavulanique ne sont pas stables, peu importe la
concentration et le solvant, elles doivent donc étre utilisées rapidement aprés leur

préparation.

2. Céphalosporines

a. Cefotaxime
Pour la solution reconstituée a 200 mg/mL nous n’avons pas obtenu de données dans cette
étude. La donnée la plus proche retrouvée dans la littérature est une solution a 50 mg/mL
dans du sérum physiologique conservée a I'abri de la lumiére et a 5 °C, stable 18 jours.
[DAS GUPTA, 2002]

La solution & 20 mg/mL est retrouvée stable au moins 7 jours dans les 2 solvants testés. La
littérature confirme ces résultats avec une étude de 1984 qui retrouve 22 jours avec une
solution & 10 mg/mL. [DAS GUPTA, 1984]

Cependant les recommandations de I'ENDA/EAACI conseillent de ne pas tester les
céphalosporines a des concentrations supérieures a 2 mg/mL, au risque de rendre des tests

cutanés faussement positifs.

Toutes les concentrations testées chez les patients (2 mg/mL, 200, 20 et 2 pg/mL) sont
retrouvées stables au moins 7 jours dans les 2 solvants utilisés. Nous n’avons pas retrouve

de données dans la littérature a ces concentrations.

Pour cette molécule, nous ne montrons pas de différence de stabilité en présence ou en

absence de phénol.

b. Ceftriaxone
Pour la solution reconstituée a 200 mg/mL et pour la premiére dilution & 20 mg/mL (pour les
2 solvants) nous retrouvons une stabilité de 4 jours. Cela est en contradiction avec les
données de la littérature qui indiquent une stabilité d’au moins 10 jours dans ces conditions
de conservation. [MULLER, HOWE, FRANK et al., 2000] [BAILEY, CAPPEL ET OROSZ,
1994] Cela peut étre di a un probléeme de conservation : les solutions les plus concentrées
se trouvant au fond du frigo ont pu entrer en contact avec la paroi du réfrigérateur et subir

des cycles de congélation/décongélation, ce qui ne respecte pas les conditions de
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conservation de l'étude. Il n’est pas recommandé par 'ENDA/EAACI de tester ces 2

concentrations car potentiellement irritantes pour la peau.

La solution a 2 mg/mL est retrouvée stable au moins 7 jours pour les 2 solvants. Cela
concorde avec les données de la littérature ou I'on retrouve 14 jours dans du glucose 5 %.
[SMITH, 1983]

Les solutions a 200, 20 et 2 ug/mL sont également stables au moins 7 jours pour les 2

solvants testés. Nous n’avons pas retrouvé de données pour confirmer ces résultats.

Le phénol ne semble pas altérer la stabilité de la ceftriaxone.

c¢. Cefazoline
Pour cette molécule nous n’avons pas pu réaliser de dosage en présence du phénol, il ne

nous est donc pas possible de conclure quant a son impact sur la stabilité de la cefazoline.

La solution reconstituée a 200 mg/mL ainsi que les dilutions dans le sérum physiologique a
20 et 2 mg/mL sont stables au moins 7 jours, ces informations sont corroborées par la
littérature : 30 jours a 200 mg/mL dans de I'EPPI, 30 jours a 20 mg/mL dans du NaCl 0,9 %
[DONNELLY, 2011] et 14 jours a 0,5 mg/mL dans une solution pour dialyse péritonéale
[NAHATA ET AHALT, 1991]. Les solutions & 200 et 20 mg/mL ne sont pas testées chez les

patients car irritantes.

Les dilutions a 200, 20 et 2 ug/mL sont également stables au moins 7 jours dans le sérum

physiologique mais nous n’avons pas retrouvé de données pour comparer ces résultats.

d. Cefuroxime
Pour la solution reconstituée a 250 mg/mL nous n’avons pas obtenu de données dans cette

étude. Le RCP indique une stabilité de quelques heures apres reconstitution.

Pour la solution & 25 mg/mL nous retrouvons une stabilité de 2 jours pour les 2 solvants.
Cela est en contradiction avec les données de la littérature, qui indique une vingtaine de
jours de stabilité. [GUPTA, 2003] Comme pour la ceftriaxone, le probleme vient peut-étre

d’'un probléme lié a la conservation.

Les concentrations 250 et 25 mg/mL ne sont pas testées chez les patients car irritantes.
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La dilution & 2,5 mg/mL est stable au moins 7 jours pour les 2 solvants, ce qui est conforme
aux données de la littérature : 30 jours a 5 mg/mL dans du NaCl 0,9 %. [DAS GUPTA et
STEWART, 1986]

Les dilutions a 250, 25 et 2,5 pg/mL sont retrouvées stables au moins une semaine pour les
2 solvants testés. Nous n’avons pas retrouvé de données auxquelles confronter ces

résultats.

Le phénol ne semble pas affecter la stabilité du cefuroxime.

e. Bilan céphalosporines
Pour ces 4 céphalosporines toutes les dilutions testées chez les patients pour les tests
cutanés sont montrées stables au moins 7 jours avec le sérum physiologique. Pour la
cefazoline nous n’avons pas de données avec le phénol 0,4 % mais les 3 autres
céphalosporines sont également stables avec le phénol a toutes les concentrations testées

chez les patients.

Il semble donc possible pour cette famille de réaliser les dilutions a I'avance.

3. Fluoroquinolones

a. Ofloxacine

La solution commerciale d’ofloxacine a 5 mg/mL et les dilutions a 0,5 mg/mL et 0,05 mg/mL
(sérum physiologigue et solvant phénolé) sont stables au moins 7 jours, ce qui se vérifie
dans la littérature : 14 jours pour 4 et 0,4 mg/ml dans du sérum physiologique [BORNSTEIN,
KAO, MERCORELLI et al., 1992] et 14 jours a 0,025 mg/mL dans une solution pour dialyse
péritonéale [BATTISTA, KANE, MOON et al, 1995 ]. Les tests cutanés sont réalisés dés 5
mg/mL pour cette molécule. [KUYUCU, MORI, ATANASKOVIC-MARKOQOVIC et al., 2014]
[LOBERA, AUDICANA, ALARCON et al, 2010]

La dilution a 5 pg n’est montrée stable qu'avec le sérum physiologique, et les solutions
suivantes a 0,5 et 0,05 pg/mL ne sont pas stables 7 jours. Nous n’avons pas retrouvé de

données dans la littérature pour confronter nos résultats.
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b. Levofloxacine
La solution initiale a 5 mg/mL et la dilution & 0,5 mg/mL (NaCl 0,9 % et NaCl 0,9 % + phénol
0,4 %) sont stables au moins 7 jours. On retrouve des résultats comparables dans la
littérature : 14 jours & 5 et 0,5 mg/mL dans du sérum physiologique. [WILLIAMS,
BORNSTEIN ET JOHNSON, 1996] Comme pour I'ofloxacine, les tests cutanés sont réalisés
des 5 mg/mL.

La dilution a 50 pg/mL est retrouvée stable au moins 7 jours avec les 2 solvants. Celle a 5 ug
n’est montrée stable qu'avec le solvant phénolé, a l'inverse de ce que l'on retrouve avec
I'ofloxacine. Les solutions suivantes a 0,5 et 0,05 ug/mL ne sont pas stables 7 jours. La

littérature n’indique pas de données de stabilité pour ces concentrations.

c¢. Ciprofloxacine
Comme pour les autres fluoroquinolones, la ciprofloxacine est utilisée pour les tests cutanés
dés sa concentration commerciale a 2 mg/mL. Cette derniére, ainsi que les dilutions a 200 et
20 pg/mL sont montrées stables au moins 7 jours, ce qui est confirmé par la littérature : 30
jours a 2 mg/mL dans du chlorure de sodium 0,9 % [DONNELLY, 2011] et 42 jours a 25
pg/mL dans une solution de dialyse péritonéale [MAWHINNEY, ADAIR, GORMAN et al.,
1992].

Les dilutions a 2 et 0,2 pg/mL sont retrouvées stables au moins 7 jours avec les 2 solvants
testés. La solution a 0,02 pg/mL est montrée stable uniquement avec le sérum

physiologique. Nous n’avons pas retrouvé des points de comparaison dans la littérature.

d. Bilan fluoroquinolones
Il semble possible de réaliser les dilutions a I'avance pour la ciprofloxacine. Nous n’avons
pas de données pour la derniére dilution mais le phénol ne semble pas altérer la stabilité de

cette molécule.

En revanche pour I'ofloxacine et la levofloxacine nous ne montrons une stabilité de 7 jours
gue pour la solution commerciale et les 2 premiéres dilutions. Il semble donc difficile de
réaliser les préparations a l'avance. Cependant les écarts types de nos résultats sont
importants pour ces molécules, il pourrait étre intéressant d’apporter davantage de résultats

pour les affiner. Le phénol ne semble pas modifier la stabilité de ces molécules.
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4. Bilan
Parmi les 10 molécules que nous avons testées, 6 sont stables au moins 7 jours dans les 2
solvants aux concentrations recommandées pour les tests cutanés par 'ENDA/EAACI :
benzylpénicilline, cefotaxime, ceftriaxone, cefazoline, cefuroxime et ciprofloxacine. Pour ces
molécules il est donc possible de préparer les solutions a I'avance. Les doses a administrer

peuvent étre préparées a partir des flacons au fur et a mesure de la semaine.

Pour 'amoxicilline, la 1% dilution n’est pas stable. C’est celle qui est la plus rapide a réaliser,
il faudra la refaire chaque jour de test. Les dilutions suivantes dans le sérum physiologique
sont stables sur une semaine et peuvent étre préparées a I'avance. En revanche la molécule
n‘est pas stable dans le solvant phénolé et les préparations doivent étre réalisées

extemporanément.

L’association amoxicilline + acide clavulanique n’est stable a aucune concentration avec
aucun des solvants, il faudra donc continuer a réaliser les préparations le jour méme.

Pour 'ofloxacine et la levofloxacine, les solutions commerciales et les 2 premiéres dilutions
sont stables au moins 7 jours, pour les 2 solvants. En revanche les dilutions suivantes ne
sont pas stables. S’il est besoin de tester des concentrations inférieures a 0,05 mg/mL il
faudra continuer a réaliser les préparations le jour de la venue du patient.

En pratique la réalisation anticipée de préparations permet de réduire la charge ponctuelle
de travail de la PUI et de I'étaler sur la semaine. Cela permet également d’envoyer t6t aux
services de soins les préparations nécessaires aux tests et de réduire I'attente des patients

en service.

Le nombre de molécules testées en allergologie est bien supérieur a 10, il y a d’autres
antibiotiques et d’autres familles de médicaments, tels que les produits de contraste iodés,
les curares ou les anesthésiques locaux. Cette étude ne couvre qu'une petite partie de
l'activité et mériterait d’étre étendue afin d’avoir un réel impact sur l'organisation des
préparations et des services, en objectivant la possibilité de préparation anticipée d’un grand

nombre de préparations.

Par ailleurs nous n’avons testé ici que le verre comme contenant mais d’autres PUI, comme
celle de Mercy, réalisent leurs dilutions directement dans des seringues de polypropyléne, il

faudrait également étudier la stabilité des solutions diluées dans ces contenants.

Certaines solutions ne nécessitent peut étre pas une conservation au réfrigérateur ou a I'abri

de la lumiére pour leur conservation. Il est également possible d'imaginer un stockage
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d’'unidoses prétes a I'emploi au congélateur qu’il n’y aurait plus qu’a ramener a température

ambiante. Il faudrait donc tester d’autres conditions de stockage pour les solutions diluées.
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VIII. Conclusion

Les antibiotiques sont des médicaments fréquemment utilisés, en ville comme a I'hépital et
responsables d’'une grande proportion des allergies médicamenteuses. Cependant de
nombreuses réactions peuvent étre considérées a tort comme allergiques et amener a
I'exclusion inutile d’'une molécule voire d’'une classe thérapeutique dans un traitement. Cela

engendre une perte de chance pour le patient et un surcout pour le systéme de santé.

Le réle de I'allergologue est de poser un diagnostic de certitude quant a l'origine allergique

ou non de la réaction, par un interrogatoire du patient et des tests, notamment cutanés.

Les solutions utilisées pour ces tests sont trés diluées et, dans les hépitaux de Brabois et de
Mercy, préparées par la PUI en conditions stériles. Actuellement faute de données de

stabilité, les préparations sont réalisées le jour de I'administration au patient.

Le but de ce travail était d’étudier la durée de stabilité de solutions diluées d’antibiotiques
utilisées a des fins diagnostiques en allergologie.

Nous avons étudié 10 molécules antibiotiques parmi les plus testées en allergologie :
benzylpénicilline, amoxicilline, amoxicilline + acide clavulanique, cefotaxime, ceftriaxone,
cefazoline, cefuroxime, ofloxacine, levofloxacine et ciprofloxacine.

Les résultats de cette étude peuvent permettre de réduire la fréquence des préparations.
Cela faciliterait I'organisation des services de soins et des PUI, réduirait le nombre de
préparations réalisées, le temps nécessaire au maintien de l'activité et donc les co(ts, tout
en maintenant le niveau de qualité pour les patients.

Nous n’avons étudié ici qu’un seul matériau de contenant, le verre, et 2 solvants, le sérum
physiologique et un solvant phénolé. Nous avons montré que le phénol peut avoir un impact
important sur la stabilité d’'une solution avec 'exemple de I'amoxicilline. Des tests avec
d’autres matériaux, d’autres solvants et dans des conditions de conservation différentes
pourraient venir compléter ce travail.

L’allergologie teste un vaste panel de médicaments, pas uniquement ces 10 molécules
antibiotiques. Il serait intéressant de réaliser ces tests sur davantage de molécules :
compléter les antibiotiques mais également les produits de contraste iodés, les curares, les
anesthésiques locaux et autres molécules les plus souvent testées en allergologie. Cela
permettrait aux PUI de réduire les codts, de faciliter 'organisation des services d’allergologie
et de réduire le temps d’attente des patients.
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X. Annexes

A. Annexe 1: questionnaire ENDA sur l'allergie médicamenteuse

rie REACTION MEDICAMENTEUSE :

ant.

gcooooao

ALLERGIE MEDICAMENTEUSE

INVESTIGATEUR :

Nom : CEANEY . consensmmmsensanssssammsssassionss Date

PATIENT :

Nom : Date de naissance : Age: .....ans Poids
Profession : Origine ethnique: .. Sexe: M OF Taille:.

PLAINTES ACTUELLES :

1-

1: par rapport au ler jour

Date de la réaction: ..........ccc.....

2 SYMPTOMES CUTANEQ- -MUQUEUX:
7 Angioeedeme --> localisation :
&7 Conjonctivite

{7 Eczéma de contact {J Cause topique {7 Cause hématogéne {I......

{7 Exantheéme maculeux
{7 Exantheme maculopapuleux
{J Erytheme pigmenté fixe

{7 Pruritisolé
{7 Purpura --> Taux des plaguettes: i
7 palpable o hemorrag1que+necr0nque

O Atteinte viscérale ..
{J Pustulose exanthematique a1gue generahsec
7 Syndrome de Stevens Johnson / Lyell
{J Urticaire
{7 Vascularite urticarienne
{7 Autres (préciser morphologie et localisation) :

2: par rapport a derniere prise 1 2

. Chronologie: ........cccoevveereueenene

ADIAGNOSTIC DIFFERENTIEL:

JFACTEURS FAVORISANTS:

&7 Infections virales : Jgrippale {JAutres
O Fievre.
{7 Photosensibilité (ésions photodistribuéesy ? LNon  LOui
O Stress

O Exercice

O Autres (préciser) : o

OINe sait pas

JEVOLUTION:  Intensité

heures / jours

J LOCALISATION DES LESIONS ET EVOLUTION (1t I, reporter les chiffres ou couleurs différentes si plusieurs réactions)

L
\-
P —
- 5 s J ) )
0 PR N 1 ¥

O eénéralisé

ASYMPTOMES GASTROINTESTINAUX:

{J Diarrhée

{J Douleurs gastro-intestinales

{7 Nausée, vomissements

G2 ANTeS (PYECISER) i covmnassmmmmmmusiumssmiamin

JSYMPTOMES RESPIRATOIRES:
O Dyspnée -->DEP ou VEMS :......ccooooirinineciiinnnns
O Dysphonie
{7 Rhinite:
O Rhinorrhée
U Eternuements
7 Obstruction nasale
{J Sifflements / Bronchospasme
O Toux
7 Autres (préciser) :

JSYMPTOMES ASSOCIES:

O Arthralgie/Myalgie --> Localisation/s :
O Douleur/Briilure  -->  Localisation/s :
&7 Figvre : ........°C

& Lymphadénopathie --> LocaliSation/s .........ccoeccueineuiieciinnsseiniesinnns

O Oedeme: --> Localisation/s:
O Perte de connaissance
O Autres (préciser) :

JSYMPTOMES CARDIO-VASCULAIRES:
& Arythmie

O Collapsus

O Hypotension

O Tachycardie

O Autres (préciser) :

--> Pression artérielle: ............
--> Pouls: ................/min

.mmHg
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O SYMPTOMES PSYCHIQUES: O IMPLICATION D'AUTRES ORGANES:

O Angoisse / Réactions de paniqy (ex. pathie périphérique, atteinte pul i pénic, hépatite...)
O Hyperventilation

O Malaise
O Sueurs
O Vertige

opoR
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O MEDICAMENTS PRIS DEPUIS SANS PROBLEME :

0 MEDICAMENTS SUSPECTES:

Nom générique du médicament + Dose quotidienne / Voie Intervalle prise/ | Prise antérieure de ce(s) médicament(s):
additifs / Indication: Durée du traitement : éacti
L. e SO e wnnnd ONon 0ONe mtpu
2. PN T SO I | & Non DVHN‘P“
2 Oui -> Symptimes: ..
x ) s 4,75 R R | & Non {J Ne sait pas
2 Ol -> SYMPOmes: ovewvmrsenseasereeessasessene
£ ] Y ol waiang] a Nun O Ne nﬂ pu
. T (R — b 117 I | O Non 07 Ne sait pas
& Oui -> Symptémes: ...
&€ | saw M) sy i O Non 07 Ne sait pas
Q Traitement de I'épisode aigii : {7 Pas de traitement &7 Consultation urgente {J Hospitalisation
0 Arrét des médi spectés N° #
{7 Antihistaminiques O locaux (J oraux (J systémiques; --> préciser : ..
O Corticostéroides O locaux O oraux {7 systémiques; --> préciser 5
7 Bronchodilatateurs a Incnux D lyltbm:que, o, POBOIIEE S v vivavasshsvasasinsussu aussisasiuiasaboiis
{ Traitement de choc g lai Ci‘nutmu
a Rbduchmlunplzdcdoudc.
Q Ch de pour : type/nom : tevansssesannen. tolérance :
& Autre (préciser) : .......cooucinnrevenimannanes
QO MEDICAMENTS EN COURS:  Antihistaminiques: ... ....uueeesseeessesmmmnsmemmense £ P-Bloquants: ........eeeeeeriemuees
O Autres médicaments:

HISTOIRE PERSONNELLE :

1) Y AT'IL EU DES SYMPTOMES SIMILAIRES OBSERVES SANS PRISE DU MEDICAMENT INCRIMINE ?: &QOui & Non {J Nesait pas

2) ANTECEDENTS :
O Asthme O Autoimmunité (Goujerot, Lupus, eic) 0 Urticaria pigmentosa / mastocytose
O Palypose naso-sinusienne O Lymphoprolifération (LAL, LLC, Hodgkin...) O Urticaire chronique
O Mucoviscidose O Chirurgie du disque intervertebral O HIV positif
O Diabéte {J Foie: [2 g1 (1 L e
4 Autre/Préciser :

3) MALADIES ALLERGIQUES: (ex. pollinose, dermatite atopique, allergie alimentaire, allergie aux venins d"hyménoptéres, allergie au latex, etc.)

4) REACTIONS MEDICAMENTEUSES LORS DE PRECEDENTES CHIRURGIES (préciser le nombre, avec/sans réaction):

O Dentai veseaenns (F'Pas de réaction

a Anmhbm lncc»fégmm]u (IPas de réaction

2 Anestt g OPasde i

5) REACTIONS MEDICAMENTEUSES LORS DE VACCINATIONS (oui/non): Q Palio 0 Tétanos
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& Rubéole 4 Rougeole & Hépatite B O Diphtérie
HISTOIRE FAMILIALE
Allergies / Allergies méd;
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TESTS DIAGNOSTIQUES : RESULTATS
1) PEND L'EPISODE AIGU: DATE NORMAL
Sang: O NFS: Eosinophiles: a
Autres: a
a ECP a
O CRP/VS a
O Cytométie (.......) a
O Histamine a
L Tryptase a
Foie: o GoT u
o GPT a
ayGT a
& Phosphatasc alk. a
Rein: O Créatinine a
4 Méthylhistaminurie a
O Autres ... o
Autres: OMédiateurs (IL-4-5-10) a
& Complexes immuns circ, a
{7 Biopsie cutanée a
4 Complément a
2) AU DECOURS: NEGATIF
Tests cutanés: O Prick: a
a
a
O IDR: a
a
a
4 Patch: a
a
=
Tests sanguins: {7 1gE totales
02 TgE spécifiques : (JCAP (2 RAST
O TgG spéeifiques/Test de Coombs indir.
& Autre:
Tests cellulaires: & TTL: a
a
7 Test d'activation des basophiles (préciser:......) O
L CAST: a
4 Autre: a
Tests de provocation: L Anesthésiques locaux : a
O AINS : a
0 Aspirine : a
7 Paracé l: a
a Bl a
0 Autres : a
CONCLUSIONS:
(1 Réaction de type I (médiée par les IgE) d:A
@ Réaction de type IT (médiée par les anticorps) 4: B
& Réaction de type I1I (& complexes immuns) a:C
7 Réaction de type IV (cellulaire) A Divves
0 Réaction cytotoxique (cellulaire) a:E
7 Réaction pseudoallergique a:F
O Réaction pharmacologique a:G.
O Réaction psychologique a:H
R ATIENE: oo ormesesramssssomsssmmsy onmcasssnprpmmsssssasansmn a:l

Q) ECHELLE DE PROBABILITE: (marquer la lettre du médicament sur I'échelle)

VrliTmbllblc Plausible

Trés \'T.im.bl.nble

e

Bmhw[Ncnwrée
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L DECLARATION AU CRPV 7 4 Non O0ui Score:C:...... AR b | omm—

EYRBMIARQEIBSE: o cvivssuvssmassivivinversrsis civss s sr sy o o e o G e S o e s e S e i e sa e g
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TITRE

STABILITE DE SOLUTIONS D’ANTIBIOTIQUES DILUEES DESTINEES A DES
TESTS ALLERGOLOGIQUES POUR INTRADERMOREACTION

These soutenue le 12 décembre 2018
Par PHILIPPE Valentin

RESUME :

Les allergies touchent une grande partie de la population francaise. Elles impactent la qualité de vie mais
peuvent également menacer la santé des personnes qui en souffrent.

Il convient donc d'identifier précisément le déclencheur de la réaction allergique ou allergéne, c'est un des
roles de I'allergologue. Il s'agit d'objectiver I'allergie et d'identifier le déclencheur pour ensuite I'éviter.
Ou a I'inverse de montrer I'absence d'allergie et de ne pas prendre de précautions inutiles.

Des médicaments peuvent provoquer des réactions allergiques et parmi les plus concernés se trouvent les
antibiotiques. Il faut alors tester la ou les molécules potentiellement incriminées, le plus souvent par des
tests cutanés, notamment les intradermoréactions. Cela consiste en I’administration sous cutanée de
faibles volumes de solutions trés diluées contenant I’allergéne suspecté.

La stabilité de ces solutions diluées est peu étudiée, et a défaut d’informations elles sont préparées
extemporanément par les PUI de Brabois et de Mercy a destination des services d’allergologie.

Le but de ce travail est d’étudier la stabilité de solutions diluées de 10 molécules antibiotiques destinées a
étre utilisées pour des intradermoréactions. Les tests sont réalisés sur 7 jours, en milieu non aseptique,
dans des flacons en verre, a I’abri de la lumiére, entre 2 et 8 °C, avec 2 solvants : sérum physiologique et
diluant phénolé. Les analyses sont réalisées en CLHP selon les recommandations des monographies de la
Pharmacopée Européenne 9.2 des molécules.

Les résultats montrent que 6 de ces molécules sont stables au moins 7 jours dans les 2 solvants a toutes les
concentrations testées sur les patients : benzylpénicilline, cefotaxime, ceftriaxone, cefazoline, cefuroxime et
ciprofloxacine.

Pour ’amoxicilline seule la 1ére dilution a2 20 mg/mL n’est pas stable 7 jours, les dilutions suivantes le sont
dans le sérum physiologique. En revanche I’amoxicilline n’est pas stable avec le solvant phénolé.
L’association amoxicilline + acide clavulanique n’est stable a aucune concentration avec aucun des
solvants, il faudra donc continuer a réaliser les préparations le jour méme.

Pour D’ofloxacine et la levofloxacine, les solutions commerciales et les 2 premiéres dilutions sont stables au
moins 7 jours, pour les 2 solvants. En revanche les dilutions suivantes ne sont pas stables.

Avec ces données de stabilité sur ces solutions, il est possible de préparer pour certaines molécules un seul
flacon par semaine, pour plusieurs patients venant des jours différents. Cela faciliterait I’organisation des
services de soins et des PUI, réduirait le nombre de préparations réalisées, le temps nécessaire au maintien
de Pactivité et donc les coiits, tout en maintenant le niveau de qualité pour les patients.

Cette étude pourrait étre complétée en testant d’autres molécules, solvants, contenants ou conditions de
conservation, afin de couvrir toute ’activité de I’allergologie.

MOTS CLES : Allergologie — Analytique — Antibiotiques — Intradermoréactions — Stabilité

Directeur de these Intitulé du laboratoire Nature
Dr Sophie MENETRE Expérimentale v
Co-directeur - EA3452 CITHEFOR Bibliographique O
Pr IGOR CLAROT
Théme 3
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