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INTRODUCTION

Les B-lactamines font partie de la classe d’antibiotiques la plus utilisée a I'hépital, en particulier
dans les services de soins critiques ou elles représentent 69% des antibiotiques consommeés
(ATB- RAISIN, 2017). En 2018 la Société Francaise de Pharmacologie et de Thérapeutique
(SFPT) et la Société Francaise d’Anesthésie Réanimation (SFAR) annoncent des nouvelles
Recommandations de Pratiques Professionnelles, et recommandent ['optimisation
thérapeutique des B-lactamines (antibiotiques temps-dépendant) en ayant recours au
maximum a la perfusion continue (SFAR/SFPT, 2018) . Cette recommandation est basée sur les
données de la littérature permettant d’atteindre plus facilement les concentrations spécifiques,
de maximiser I'effet du traitement, en améliorant le taux de guérison clinique, tout en diminuant
les effets secondaires et la mortalité. Mais la perfusion d’antibiotiques en continu sur 24 heures
a forte posologie et dans des volumes faibles pour éviter les surcharges liquidiennes nécessite
des données de stabilité, généralement non fournies par les laboratoires pharmaceutiques. La
faisabilité de ces perfusions continues par la réalisation d’études de stabilité est indispensable,

pour accomplir cette optimisation thérapeutique.

En ville, pour les antibiothérapies parentérales a domicile ou « outpatient antimicrobial
therapy » (OPAT) dans la littérature internationnale, les B-lactamines font également partie de
la classe d’antibiotique la plus consommée (84%). En France, cette pratique est encore trés
peu développée mais est en pleine essor avec le virage ambulatoire observé depuis plusieurs
années. L'OPAT présente de nombreux avantages : une réduction des co(ts hospitaliers, une
diminution du risque d’infections nosocomiales, une reprise précoce de I'autonomie et un
meilleur impact sur la qualité de vie du patient. L’optimisation thérapeutique de ces molécules
par perfusion continue est possible mais nécessite d’acquérir des données de stabilité en

diffuseur élastomérique pour s’assurer de la faisabilité de cette administration.

L’objectif de cette thése est de réaliser des études de stabilité physico-chimiques de plusieurs
B-lactamines, en seringue polypropyléne a forte posologie pour les patients en soins critiques
et en diffuseur élastomérique pour les patients recevant une antibiothérapie parentérale a
domicile, afin de réaliser des perfusions continues et donc d’améliorer la prise en charge

médicamenteuse de ces patients.



PARTIE THEORIQUE : Contexte

|. Les B-lactamines

1.1 Présentation et mode d’action

Les béta-lactamines sont des composés naturels a activité antibiotique produits a I'origine par
certaines espéces bactériennes et fongiques. Les antibiotiques de la famille des béta-
lactamines sont des molécules ayant la particularité de toutes posséder un noyau béta-
lactame dans leur structure (Figure 1). Il s’agit d’'une large famille d’antibiotiques composée de
plusieurs sous-classes parmi lesquelles les dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les
carbapénemes, les monobactames et les inhibiteurs de béta-lactamase, qui ne sont pas des
antibiotiques au sens strict du terme mais plutdét des composés permettant d’inhiber certains
mécanismes de résistance. Chaque sous-classe se définit par des molécules possédant des

structures chimiques et des propriétés biologiques trés proches.
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Figure 1 : Structure chimigue du noyau béta-lactame

L’action antibiotique des béta-lactamines est portée par leur noyau béta-lactame. En effet, ce
noyau possede une tres forte affinité pour le site catalytigue des PLP (Protéines de Liaison a
la Pénicilline), enzymes essentielles de la synthése et du remodelage du peptidoglycane
bactérien (Tipper, 1985). Les PLP sont des transpeptidases qui interviennent dans la
stabilisation du peptidoglycane en formant les liaisons inter-peptidoglycanes. Le
peptidoglycane est le constituant principal de la paroi de toutes les espéces bactériennes, et

une inhibition de sa synthése entraine la mort de la bactérie par choc osmotique. De ce fait,



les béta-lactamines possedent une activité bactéricide (Kohanski, Dwyer, Hayete, et al., 2007).

Par leur mode d’action, les béta-lactamines sont des antibiotiques temps-dépendant.

1.2 Les sous-classes de B-lactamines

Les antibiotiques de la famille des B-lactamines sont classés en quatre sous-classes : les

pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et les monobactames,

[.2.1 Les pénicillines

Cette sous-classe de -lactamine est elle-méme divisée en plusieurs groupes. Le spectre
antibactérien varie, entre les différents groupes, mais toutes ces molécules possédent un

noyau péname (Figure 2) dans leurs structures chimiques :
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Figure 2 : Structure chimique du noyau péname

- Benzyl-pénicilline, (pénicilline du groupe G), il s’agit du premier antibiotique isolé en
1928 par Alexander Fleming. Cette molécule posséde un spectre antibactérien couvrant les
Cocci a Gram positif. Mais 'émergence rapide de Staphylococcus aureus résistant a cette

molécule, par la production de pénicillinases a conduit a la synthése de nouveaux antibiotiques

- Les isoxazolyl-pénicillines (pénicillines du groupe M) ont l'intérét d’avoir une plus
grande stabilité face a I'hydrolyse enzymatique que la pénicilline G. Exemple : cloxacilline et

oxacilline.

- Les amino-pénicillines (pénicillines du groupe A) dont le représentant le plus connu
est 'amoxicilline, possédent un spectre antibactérien plus élargi avec une activité sur les

bacilles & Gram négatif.



- Les carboxypénicillines (ticarcilline), uréidopénicilline (pipéracilline) possédent
également un spectre élargi a certains bacilles a Gram négatif, notamment face a

Pseudomonas aeruginosa et contre certaines souches productrices de céphalosporinases.

- Les amidino-pénicillines ont un spectre limité aux bacilles a Gram négatif et plus

particulierement les entérobactéries. Exemple : pivmecillinam.

1.2.2 Les céphalosporines

Cette sous-classe de [3 -lactamine se caractérise par un large spectre antibactérien notamment
contre les bacilles & Gram négatif. Les céphalosporines sont classées en cing générations en
fonction de leur spectre antibactérien mais surtout en fonction de leur capacité de résistance
vis-a-vis des différents types de céphalosporinases. Toutes les céphalosporines possédent un

noyau céphéme (Figure 3).

COOH

Figure 3 : Structure chimique du noyau céphéme

- Les céphalosporines de premiére génération (C1G) possédent un spectre
antibactérien qui couvre les coccis a Gram positif ainsi que quelques espéces
bactériennes a Gram négatif. Ce sont les céphalosporines les plus sensibles a

I'hydrolyse par les céphalosporinases. Exemple : céfazoline.

- Les céphalosporines de deuxieme génération (C2G) possédent un spectre
antibactérien plus étendu contre les bactéries & Gram négatif. Elles sont résistantes
a I'hydrolyse de nombreuses béta-lactamases d’origine plasmidique n’étant pas
des Béta-Lactamases a Spectre Etendu (BLSE) mais sont sensibles a I'hydrolyse

par les céphalosporinases d’origine chromosomique. Exemple : céfoxitine.



- Les céphalosporines de troisieme génération (C3G) possédent un spectre
antibactérien plus élargi contre les bactéries a Gram négatif mais au détriment d’'un
spectre plus étroit que les précédentes générations contre les coccis & Gram positif.
Cependant, elles sont beaucoup plus résistantes a [I'hydrolyse par les
céphalosporinases chromosomiques que les précédentes générations. La
découverte des BLSE en 1983 marque le début d’'une nouvelle ére dans I'histoire
de la résistance aux béta-lactamines (Knothe, Shah, Krcmery, et al., 1983). Les BLSE
possédent une activité accrue contre les béta-lactamines et sont notamment
capables d’hydrolyser les C3G et les monobactames (Bush, 2001). Exemple :

céfotaxime, ceftriaxone.

- Les céphalosporines de quatrieme génération (C4G) possédent un spectre
antibactérien comparable a celui des céphalosporines de premiére génération en
ce qui concerne les bactéries a Gram positif et a celui des céphalosporines de
troisieme génération en ce qui concerne les bactéries a Gram négatif. De plus, ce
type de céphalosporine est beaucoup plus résistant aux souches bactériennes

hyperproductrices de béta-lactamases que les C3G. Exemple : céfépime.

- Les céphalosporines de cinquieme génération (C5G), possedent un spectre
antibactérien couvrant les bactéries a Gram négatif mais également les bactéries
a Gram positif et possédent une activité intéressante sur les Staphylococcus
aureus Résistant a la Méticilline (SARM) ainsi que sur les streptocoques résistants

aux pénicillines. Exemple : céftobiprole.

1.2.3 Les carbapénémes

Cette sous-classe de B-lactamine posséde une trés forte affinité pour les PLP, son spectre est
donc le plus large existant chez les B-lactamines. Il couvre a la fois les bactéries pathogénes
a Gram positif et & Gram négatif. La préservation et I'utilisation des carbapénémes en dernier
recours sont devenues indispensables. Cette sous-classe est caractérisée par la présence

d’'un noyau dit carbapénéme (Figure 4). Exemple : méropénem.
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Figure 4 : Structure chimique du noyau carbapénéme

[.2.4 Les monobactames

Actuellement, cette sous classe de B-lactamine n’est composée que d’un seul représentant :
l'aztréonam. Son spectre antibactérien se limite aux bacilles a Gram négatif. Il présente
également un intérét pour les patients allergiques aux B-lactamines, avec un risque trés limitée
d’allergie croisé avec les autres pénicillines ou céphalosporines. L’aztréonam se caractérise

par la présence d’'un noyau monobactame (Figure 5).
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Figure 5 : Structure chimique du noyau monobactame

1.3 Pharmacocinétique (PK)

Pour la suite de ce travail, nous allons uniguement nous intéresser aux B-lactamines par voie
parentérale. La pharmacocinétique, qui regroupe les actions qu’a le corps sur le médicament,
est traditionnellement composée des quatre étapes : absorption, distribution, métabolisme et
élimination.

La biodisponibilité des p-lactamines IV est de 100% mais il s’agit de molécules hydrophiles
possédant un volume de distribution (Vd) relativement faible. De plus, seule la fraction libre de
I'antibiotique non lié a I'albumine ou aux protéines plasmatiques peut posséder une activité
biologique en étant capable de traverser les membranes biologiques pour atteindre le site

infectieux (Liebchen, Kratzer, Wicha, et al., 2014; Wong, Briscoe, Adnan, et al., 2013).



La majorité des B-lactamines est peu ou pas métabolisée et éliminée par la voie urinaire. Il
s’agit donc d’antibiotiques a adapter a la fonction rénale, a I'exception notable de la
ceftriaxone, qui est la seule céphalosporine a étre éliminée par voie biliaire (avec une demi-

vie plus longue de 8 heures ne nécessitant qu’une seule injection par jour).

1.4 Pharmacodynamie (PD)

La pharmacodynamie peut étre définie comme I'action du médicament sur I'organisme. De par
leur mode d‘action, les B-lactamines sont des antibiotiques bactéricides et «temps
dépendant ». La bactéricidie est proportionnelle au temps passé au contact de I'antibiotique a

une concentration supérieure a une fois la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

L’autre catégorie d’antibiotique concerne le produit dit « concentration dépendant », comme la
famille des aminosides ou des fluoroquinolones. Plus la concentration est élevée, plusily a
une augmentation de la vitesse de bactéricidie et de sa profondeur, de fagon proportionnelle.
(Figure 6).

Une catégorie combine également les deux effets. Il s’agit de la classe des glycopeptides dont

I'antibiotique représentatif est la vancomycine.
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Figure 6 : Efficacité de I'antibiothérapie (concentration ou temps-dépendant) en fonction de

sa concentration

II. Optimisation PK/PD des B-lactamines

L’optimisation PK/PD correspond a la variation de I'effet bactéricide au site infectieux, en

fonction du temps et de la concentration de I'antibiotique. Il s’agit d’'un concept de prendre en

considération a la fois les propriétés (PK) et antibactériennes (PD) d’'un antibiotique de fagon

concomitante. La pharmacocinétique est I'étude de la concentration en fonction du temps. La

pharmacodynamie est I'étude de l'effet de I'antibiotique en fonction de sa concentration.

L’optimisation PK/PD permet d’étudier I'effet de I'antibiotique en fonction du temps. (Figure 7.)

« Aussi efficace que soit un antibiotique In Vitro (PD), s’il n’arrive pas ou peu au site infectieux

(PK) il ne sera pas efficace et inversement. »
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Figure 7 : Concept de I'optimisation PK/PD

Le parametre PK/PD est donc exprimé en pourcentage de temps pendant lequel la
concentration plasmatique de la forme libre de B-lactamines est supérieure au moins a une
fois la CMI. Les données in vitro obtenues a partir des courbes de bactéricidie ont mis en

évidence pour différentes B-lactamines (ceftazidime, céfépime, méropénem) :

- un effet bactéricide minimal pour une concentration comprise entre 1 et 2 fois la CMI

(concentration minimale bactéricide, (CMB), proche de la CMI) (Craig et Ebert, 1990; Turnidge,

1998).

- un effet bactéricide maximal pour une concentration comprise entre 4 et 8 fois la CMI

(Manduru, Mihm, White, et al., 1997; Mouton et den Hollander, 1994)

La meilleure solution pour atteindre une cible située entre 4 et 8 fois la CMI et d’étre 100% du
temps au dessus de cette concentration est le passage d’'une administration des B-lactamines

en bolus ou perfusion courte a une administration en perfusion continue. (Figure 8)
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Figure 8 : Modélisation des concentrations plasmatiques obtenues aprés I'administration de
12g/j de pipéracilline en bolus (a gauche) en perfusion continue sans (au milieu) ou avec une
dose de charge (a droite), (adapté SFAR/SFPT,2018).

Sur la figure 8, le schéma thérapeutique permettant d’étre a 100% du temps au dessus de la
CMI et d’atteindre une efficacité maximum est le schéma de I'administration continue précédée
d’'une dose de charge. A l'inverse, le schéma discontinu ou la réalisation d’une perfusion

continue sans dose de charge, peut conduire a se situer sous la CMI pendant plusieurs heures.

.1  Avantages de la perfusion continue en unité de soins critiques

En 2018, les experts de la SFAR/SFPT recommandent :

- D’administrer les p-lactamines en perfusion prolongée ou continue en cas de CMI
élevée de la bactérie responsable de linfection pour augmenter les chances
d’'atteindre l'objectif PK/PD (Krueger, Bulitta, Kinzig-Schippers, et al., 2005; Sakka,
Glauner, Bulitta, et al., 2007).

- D’administrer les B-lactamines en perfusion prolongée ou continue chez les
patients en état de choc et/ou dont le score de gravité est élevé afin d’'améliorer le
taux de guérison clinique. L’analyse post-hoc réalisée par Abdul-Aziz et al. sur la
cohorte DALI confirme un taux de guérison clinique (administration prolongée 73
% vs. discontinue 35 % ; p=0,035) et une survie a 30 jours (73% vs 25% ; p=0,025)
plus élevés chez les patients traités par perfusion continue de

pipéracilline/tazobactam ou de méropénem (Abdul-Aziz, Lipman, Akova, et al., 2016).
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- Enfin, les experts de la SFAR/SFPT recommandent I'administration continue des
B-lactamines chez les patients de soins critiques ayant une infection a bacille Gram
négatif non fermentant pour améliorer le taux de guérison clinique, cela concerne
principalement comme bactéries : Pseudomonas aeruginosa et Stenotrophomonas

maltophilia (Roberts, Abdul-Aziz, Davis, et al., 2016).

- La perfusion continue est également recommandée pour les patients de soins
critiques avec une infection respiratoire basse. Deux méta-analyses ont déterminé
une amélioration du taux de guérison clinique en faveur de la perfusion continue.

En revanche, aucune différence significative n’a été retrouvée pour la mortalité (Lal,

Jaoude et El-Solh, 2016; Lee, Miller, Alzghari, et al., 2018).

Un autre avantage de la perfusion continue de B-lactamines est la lutte contre
I'antibiorésistance. En effet, au sein d’'une population de bactéries dite sensible, il existe des
mutants spontanément résistants a I'antibiotique donné et qui posséde une CMI plus élevée
qgue le reste de la population. On parle alors de concentration de prévention des mutants
(CPM). Si la concentration d’antibiotique est supérieure a la CMI de la population bactérienne
initiale mais inférieure ala CPM, il y a sélection de la population résistante (fenétre de sélection
de mutants, (FSM)) (Drlica, K., and X. Zhao, 2004) (Figure 9).

Concentration (mg/l)

Eradication des premiers mutants

Activité antibactérienne + | FSM
sélection des premiers mutants

Ml

/ Inefficacité anti-bactérienne \
[}

Drlica Rev Med Microbiol 2004

Temps (h)

Figure 9 : Schéma fenétre de sélection des mutants.
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L’objectif avec la perfusion continue est d’étre également au dessus de cette CPM, d’ou
I'intérét de viser une concentration entre 4 et 8 fois la CMI, permettant de limiter au maximum

le risque de sélection de mutants.

.2 Reéalisation de perfusion continue dans les services de soins

critiques

Dans les services de soins critiques, les perfusions d’antibiotiques sont réalisées dans des
faibles volumes pour éviter les surcharges liquidiennes. Dans le cadre d’administration
continue, 'usage des pousse-seringues électriques (PSE) (Figure 10) est tres fréquent dans
ces unités (Bourgain et al, 2016). Les PSE présentent I'avantage d’utiliser des seringues pour
administrer les médicaments dont le volume maximal est de 50 mL, a un débit contrélé variant
de 1 a 10 mL/h. La précision d’'un PSE est de I'ordre de + 3%.

Figure 10 : Exemple de pousse seringue électrique

BN

Pour Il'administration de [-lactamines en perfusion continue a forte posologie par
'intermédiaire d’'un PSE, il est nécessaire d’avoir des données de stabilités, or la plupart des
laboratoires pharmaceutigues ne les fournissent pas. Ces données sont primordiales afin de
s’assurer que la perfusion est réalisable sur une durée, a une concentration donnée et avec

I'utilisation d’'un solvant validé.
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lll. Antibiothérapie parentérale a domicile (OPAT)

I11.1 Définition

L’OPAT se définit par au moins deux injections IV d’'un antibiotique, sur deux jours différents
et sans passer la nuit dans une structure hospitaliére (avec ou sans hospitalisation préalable).
L’OPAT englobe aussi, I'antibiothérapie parentérale a une seule injection par jour (avec pour
exemple les B-lactamines & demi-vie longue comme la ceftriaxone ou I'értapénem) (Tice, Rehm,

Dalovisio, et al., 2004).

1.2 Avantages de 'OPAT

L’antibiothérapie par voie orale reste la voie de prédilection autant que possible. Mais le
recours a une OPAT est parfois nécessaire. L'OPAT est en pleine expansion avec le virage
ambulatoire observé en France depuis plusieurs années. Cet essor provient des avantages
lies a 'OPAT : (Goodfellow, Wai, Frighetto, et al., 2002; Zahnd, Aebi, Rusterholz, et al., 1999):

- avec une amélioration de la qualité de vie des patients par une prise en charge
ambulatoire précoce,

- une diminution des effets secondaires liés aux effets d’'une hospitalisation prolongée

- une reprise de 'autonomie des patients plus précoce,

- une diminution du co(t de la prise en charge avec une diminution des journées

d’hospitalisation.

La seconde raison de l'essor de I'OPAT provient de I'émergence des entérobactéries
productrices de B-lactamases a spectre élargi (EBLSE). En 2002, en France, seulement 0,8%
des souches d’E.coli présentaient une résistance aux C3G. En 2017, ce taux était de 10,2%.
Le taux de résistance aux C3G en 2017 est de 28,8% pour les souches de K. pneumoniae
(ECDC europa, 2018). Face a cette augmentation de I'antibiorésistance, le recours a 'OPAT

devient nécessaire, étant donné I'impossibilité d’utiliser de plus en plus a la voie orale.
Actuellement, peu de données existent sur I'utilisation de la perfusion continue a domicile. Il

n’existe pas pour le moment d’études randomisées évaluant son efficacité par rapport & une

antibiothérapie réalisée en milieu hospitalier.
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Une étude trés intéressante réalisée de Durojaiye et al, a été réalisée dans un centre
hospitalier au Royaume-Uni. Plus de 2812 OPAT ont été analysées durant une période de 10
ans, entre janvier 2006 et janvier 2016. Au total, plus de 49854 journées d’hospitalisation ont
pu étre économisées. Le taux de guérison clinique était de 88% (n= 3357) et le taux de
réadmission de 7% (n = 265). Cette étude a permis de démontrer que 'OPAT répond a des
critéres de sécurités cliniques avec seulement 15 infections enregistrées, liées a I'utilisation
de cathéters intraveineux. Cette étude montre que I'OPAT est sdr, cliniguement efficace et
acceptable pour le traitement d'un large éventail d'infections avec des niveaux élevés de

satisfaction des patients et des économies substantielles (Durojaiye, Bell, Andrews, et al., 2018).

En France, aucune donnée similaire n’a pu étre collectée mais plusieurs audits de prestataire
de santé ont été réalisés. En 2014, Diamantis et al. ont réalisé un audit d’'un prestataire de
santé en région parisienne. Sur 116 prescriptions analysées, 89% étaient des B-lactamines
avec respectivement : 45% de céphalosporines, 27% de pénicillines avec inhibiteur, 12% de
carbapénemes et 5% de pénicillines. L’optimisation PK/PD des B-lactamines était tres limitée

avec seulement deux perfusions continues réalisées (Diamantis S, 2017).

1.3 Optimisation PK/PD a domicile

La perfusion intermittente de courte durée doit rester la régle pour les antibiotiques
« concentration dépendant » ou pour les antibiotiqgues « temps dépendant » comme les [3-
lactamines pour les situations cliniques simples. En 2016, le groupe des référents en
infectiologie d’lle-de-France (GRIF) recommande I'optimisation PK/PD par la perfusion
continue d’antibiotiques « temps dépendant » dans toutes les situations « défavorables » a

I'efficacité des antibiotiques (Longuet, Lecapitaine, Cassard, et al., 2016) :

- les infections avec une bactérie présentant une CMI élevée,

- l'utilisation de posologies élevées,

- une mauvaise diffusion au sein du site infecté (infections ostéoarticulaire, infection sur
matériel étranger, endocardite) (Arensdorff, Boillat-Blanco, Decosterd, et al., 2017;
Voumard, Gardiol, André, et al., 2018).

La perfusion continue permet également de diminuer le nombre de passages infirmiers par
jour a domicile et donc de réduire les risques iatrogéniques liés a I'administration

intraveineuse.
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[l.4 Dispositif de perfusion continue a domicile.

Les pompes volumétriques sont principalement utilisées pour la perfusion de volumes
supérieurs ou égaux a 60 mL en ayant recours a une source électrique pour réaliser la
perfusion (Bourgain et al, 2016). La précision d’'une pompe volumétrique est de I'ordre de £ 5%.
Mais leur principal inconvénient est leur encombrement important, impactant sur I'autonomie

et la qualité de vie des patients a domicile.

Les diffuseurs a membrane élastomérique élastique sont des systémes portables fonctionnant
sans différence de hauteur et sans source d'énergie électrique. Le diffuseur est constitué d’'un
régulateur de débit pré-réglé. Il est non-programmable (variable de 0,5 mL/h a plus de 10
mL/h), mais permet des perfusions continues de longue durée (de nombreux modéles existent
dont le volume final de perfusion peut varier de quelques dizaines de millilitres (mL) a plus de
500 mL). Il s’agit d’un dispositif portable, étant placé au contact de la peau du patient, la
précision du débit dépend de la viscosité et de la température du produit. La précision d’'un
diffuseur élastomérique est de I'ordre de £ 15%. Du point de vue ergonomique, les diffuseurs
sont trés avantageux et permettent I'autonomie du patient, ils sont a choisir en premiére

intention (Figure 11).

DISPOSITIF DE —§
PERFUSION

S3E %
§@!§ BOITIER
L — RIGIDE EN

iyl © PLASTIQUE
ELASTOMERIQUE Tﬂ;x
INDICATEUR DE
PROGRESSION DE EMBOUT
LA PERFUSION ' LUER LOCK

Figure 11 : Exemple d’'un diffuseur élastomérique (BAXTER®)

Le diffuseur élastomérique est donc le dispositif de choix pour réaliser des perfusions
continues d’antibiotiques a domicile. Mais avant de réaliser ces perfusions, il faut s’assurer
gue celles-ci soient stables or, la plupart des laboratoires pharmaceutiques ne fournissent pas

ces données de stabilité en diffuseur élastomérique. Il est donc nécessaire de réaliser des
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études de stabilités physico-chimiques afin de d’assurer de la possibilité de réaliser cette

optimisation thérapeutique en toute sécurité pour le patient.

V. Stabilité médicamenteuse

IV.1 Définition

De nombreuses publications reprennent la définition de la stabilité comme étant « [...] as not
less than 90% of the initial drug concentration remaining in the solution. »(Food and Drug

Administration, 2008).

L’International Conference on Harmonisation (ICH) Q1A (R2) définit la stabilité comme étant
« The ability of an active ingredient or a drug product to retain its properties within specified
limits throughout its shelf-life. The chemical, physical, microbiological and biopharmaceutical
aspects of stability must be considered. ». Ce référentiel explicite la notion de « changement

significatif » en indiquant qu’il s’agit :

- d’'un changement de 5% par rapport a la valeur initiale ;

- de la présence de produits de dégradation, excédant un critére d’acceptation ;

- d’'une modification de I'aspect physique : changement de couleur, séparation de
phase, etc.

- d’une variation de pH en dehors des normes.

Le National Health Service (NHS) définit la stabilité comme étant « in general, for injections
the British Pharmacopoeia specification is 95-105% of stated amount. For this reason it is
suggested that, where loss of the active ingredient is the critical parameter, a loss of 5% should

constitute the maximum shelf life. » (NHS, 2017)

Le consensus européen considere que la limite de stabilité dépend de la molécule et de son
utilisation. Le choix de cette limite doit étre justifié et étre cliniquement pertinent (Bardin, Astier,
Vulto, et al., 2011). La notion de stabilité est multiparamétrique et correspond a la fois a la
stabilité physique et chimique mais également microbiologique (Brossard, Chedru-Legros,

Crauste-Manciet, et al., 2013).
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IV.2 Facteurs influencant la stabilité

IV.2.1  Température

Il s’agit d’'un des facteurs les plus importants sur la stabilité médicamenteuse. Une variation
de la température peut étre a I'origine d’'une augmentation de la vitesse de dégradation. Pour
la majorité des médicaments, la cinétique de dégradation suit la loi d’Arrhénius. Le Guide
méthodologique des études de stabilité des préparations indique qu’« une augmentation de
10°C [...] peut conduire a augmenter de 2 a 5 fois la vitesse des réactions de dégradation »
(Brossard, Chedru-Legros, Crauste-Manciet, et al., 2013). Plusieurs antibiotiques sont
particulierement thermosensibles : pénicilline G, amoxicilline, céfotaxime, cloxacillin etc

(Longuet, Lecapitaine, Cassard, et al., 2016)
V.22 pH

Le pH est un facteur jouant un réle important dans I'hydrolyse des médicaments ainsi que
dans la dégradation oxydative de certains médicaments. Le pH joue également un rble dans
la solubilisation du médicament (Brossard, Chedru-Legros, Crauste-Manciet, et al., 2013) Le pH
optimal est souvent identique a celui de la meilleure solubilité pour une molécule donnée. Par
exemple, Barthes et al ont démontré que le céfotaxime était plus stable lorsqu’il était compris
entre un pH de 4,5 et 5,5 en solution (Barthes, Fauconneau, Martin, et al., 1989). Un pH non
optimal peut donc influencer la stabilit¢ d'un médicament et entrainer potentiellement la

formation d’'un précipité entrainant une instabilité physique.

IV.2.3 Solvant

Le choix du solvant peut influencer la stabilité d’'une molécule. Le pH des solutions de glucose
5% (G5%) est entre 4,0 et 4,5 alors que celui des solutions de chlorure de sodium 0,9% (NacCl
0,9%) est compris entre 5,5 et 6,0 (Bourgain et al, 2016). Das Gupta et al ont démontré que la
ceftazidime était bien plus stable dans du NaCl 0,9% que dans du G5% (Das Gupta, Bethea et
dela Torre, 1988).

IV.2.4 Concentration

La concentration peut jouer un réle important sur la stabilité chimique et physique d’une
molécule. Une concentration élevée peut augmenter la dégradation de celle-ci (instabilité
chimique). D’Huart et al. ont démontré qu’une concentration élevée de vancomycine en
seringue (> 62,5 mg/mL) pouvait conduire a la formation d’'un précipité (instabilité physique)

(d’Huart, Vigneron, Charmillon, et al., 2019). Berthoin et al. ont démontré également une moins
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bonne stabilité du méropénem a des concentrations élevées (Berthoin, Le Duff, Marchand-

Brynaert, et al., 2010a).

V.25 Matériaux

Les dispositifs médicaux utilisés pour I'administration des préparations tels que les perfuseurs,
prolongateurs, seringues, diffuseurs, ont une influence sur la stabilité du médicament. Cette

stabilité est influencée principalement par deux phénomeénes :

- L’adsorption correspond a la fixation de molécules a la surface de I'emballage primaire
(Brossard, Chedru-Legros, Crauste-Manciet, et al., 2013). Cette fixation entraine une
diminution de la concentration de la molécule présente en solution et donc de la dose
administrée au patient. Ce phénomene est observable par exemple avec des poches
en PolyChlorure de Vinyle (PVC) contenant de I’héparine sodique (Sautou, Chopineau,
Gremeau, et al., 1994).

- L’absorption correspond a la pénétration du principe actif dans le matériau et intervient
donc apreés l'adsorption. Ce phénoméne a été également prouvé avec des poches en
PVC et plusieurs benzodiazépines (diazépam et lorazépam) (Jin, You, Jeon, et al., 2016;

Mancano, Boullata, Gelone, et al., 1995).

L’utilisation de matériel plus inerte chimiquement, comme le polypropyléne ou des élastoméres

en polyisopréne permet de limiter les phénoménes d’adsorption et d’absorption.

V.26 Lumiére

La lumiere est un paramétre susceptible de provoquer une instabilité chimique des molécules
photosensibles. En effet, les rayons UV peuvent catalyser des réactions d’hydrolyse et
d’oxydation. Les contenants en verre ambré permettent de protéger des rayonnements d’'une
longueur d’onde inférieure a environ 470 nm. Pour des médicaments particulierement
sensibles comme l'isoprénaline ou la nifédipine, le recours a des tubulures et des seringues

opaques lors de I'administration sont nécessaires (Brustugun, Kristensen et Tgnnesen, 2004).
IV.2.7 Oxygeéene

La présence d’oxygéne au sein d’'une préparation peut entrainer l'instabilité de celle-ci par
oxydation d’'un de ces composants. Le moyen de protéger le médicament, en particulier lors
de son stockage, est le recours lors de sa formulation a I'ajout d’'un agent chélateur comme

I'éthylénediaminetétraacétique (EDTA). Une autre solution est le remplacement de I'air par un
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gaz inerte comme l'azote lors du remplissage. Ce phénoméne peut étre spontané, on parle

alors d’auto-oxydation (Brossard, Chedru-Legros, Crauste-Manciet, et al., 2013).

IV.3 Conséquences cliniques d’une instabilité médicamenteuse

Marsilio et al. ont démontré qu’une dégradation d’un principe actif, par une instabilité chimique,
avec une diminution de l'activité du principe actif et la formation de produit de dégradation
toxique, peut étre délétére pour des patients déja dans un état clinique critique (Marsilio, Silva

et Bueno, 2016).

De méme, la formation d’'un précipité dans une solution, die a une instabilité physique peut
avoir de graves conséquences cliniques pour le patient. Si le précipité passe dans le systéme
veineux du patient, il y a un risque de provoquer une pneumopathie interstitielle diffuse, une
occlusion de I'artére pulmonaire ou la formation de granulomes pulmonaires (Benlabed, Perez,

Gaudy, et al., 2019).

IV.4 Ouvrage de référence, guide et base de données

IV.4.1  ASHP’s (American Society of Health System Pharmacists) Injectable
Drug Information™ 2021.

Le Injectable Drug Information™ est un ouvrage répertoriant les données de stabilité et de
compatibilité de médicaments injectables. Anciennement appelé Handbook on Injectable
Drugs®, la premiére version est parue en 1977 avec le Dr Lawrence A. Trissel comme auteur
principal (Figure 12). La 20°me édition publiée en 2018 comprend 392 monographies de

médicaments injectables et 3419 références.
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Figure 12 : The Injectable Drug Information™ (gauche) et The Handbook on injectable
Drugs® (20" Edition) (droite)

IV.4.2 Base de données Stabilis®

Stabilis® est une base de données internationale créée a Nancy (France), sur la stabilité et la
compatibilité des médicaments injectables. La premiére version date de 2001 et est diffusée
sur CDROM. Depuis 2008, elle est disponible sur le site www.stabilis.org. La base Stabilis® a

été concue dans un langage international a base de pictogrammes et cette base est traduite

en 29 langues (Figure 13).
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Figure 13 : Page d'accueil de la base de données Stabilis®

En septembre 2021, cette base comptabilise 4608 références bibliographiques pour 817
molécules dont 467 injectables et 72 faisant partie de la catégorie des antibiotiques. Cette
base est composée d’'une liste de monographies et pour chaque médicament, plusieurs
éléments sont précisés : la stabilité en solution simple, la stabilité en mélange, les facteurs
influencant la stabilité, les incompatibilités médicamenteuses, les voies d’administration et les

références bibliographiques ayant permis de répertorier 'ensemble de ces données.

Depuis 2014, un systéme de cotation a été instauré pour la classe thérapeutique des
anticancéreux. Il s’agit d’'un systéme a 5 niveaux de preuve, de A a E, ou A représente le
niveau de preuve le plus élevé. Les criteres retenus permettent de déterminer la qualité d’une

étude en fonction des techniques utilisées pour déterminer la stabilité physique (examen visuel
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et subvisuel) et la stabilité chimique (capacité indicatrice de stabilité, linéarité, précision,

variabilité des résultats).

IV.4.3 Conférence de consensus européenne

A linitiative de la Société Frangaise de Pharmacie Oncologique (SFPO), une conférence de
consensus européenne s’est tenue en mai 2010 afin d’élaborer des recommandations
européennes pour des études de stabilité notamment sur des médicaments anticancéreux
(Bardin, Astier, Vulto, et al., 2011) : « Guidelines for the practical stability studies of anticancer
drugs : A European consensus conference ». Ces recommandations ont été proposees pour
couvrir les besoins en données de stabilité sur les anticancéreux adaptées a la pratique

guotidienne.

IV.4.4  Guide méthodologique des études de stabilité des préparations

La Société Francaise de Pharmacie Clinique (SFPC) et le Groupe d’Evaluation et de
Recherche sur la Protection en Atmosphére Contrélée (GERPAC) ont élaboré en
collaboration, un Guide Méthodologique des Etudes de Stabilité des Préparations a partir des
référentiels internationaux et de la pratique hospitaliere (Brossard, Chedru-Legros, Crauste-
Manciet, et al., 2013). Cet outil est une aide a la réalisation d’études de stabilité ainsi qu’'une
aide a l'interprétation des données de stabilité publiées dans la littérature. Ce premier ouvrage

se consacre aux préparations liquides (Figure 14).

+ &
AV

uide méthodologique
les etudes de stabilité

des preparations

Figure 14 : Guide méthodologique des études de stabilité des préparations
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OBJECTIFS

L’objectif de ce travail est de participer a 'amélioration de la prise en charge médicamenteuse
du patient, par I'optimisation de I'administration des B-lactamines en perfusion continue :
cefidérocol, ceftolozane/tazobactam, pipéracilline/tazobactam, témaocilline, méropénem,
ceftazidime, ceftazidime/avibactam, ainsi que de promouvoir le bon usage de ces
antibiotiques, en acquérant des données de stabilité pour réaliser ces perfusions en toute

sécurité.

L’objectif principal a été de réaliser des études de stabilités physico-chimiques de plusieurs 3-
lactamines au sein du laboratoire de contréle analytique de la PUI du CHRU de Nancy. Les
études de stabilité ont été réalisées en seringue polypropyléne en faible volume et a forte
posologie, destinées pour les patients des services de soins critiques et également dans des
diffuseurs élastomériques en polyisopréne, destinées pour les patients recevant une

antibiothérapie intraveineuse a domicile.

L’objectif secondaire a été d’identifier si possible les différents paramétres influencant sur la

stabilité des B-lactamines étudiées.
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PARTIE EXPERIMENTALE, REALISATION D’ETUDES DE
STABILITE

l. Modele étude de stabilité

Au total, 7 études de stabilité ont été réalisées. Chaque étude est présentée séparément sous
le format d’un article court. Une étude sur la ceftazidime/avibactam est présentée sous forme
de manuscrit pour soumission. Le céfidérocol est présenté sous forme de publication. Le
méme format est utilisé pour 'ensemble des articles, dont la structure et le matériel et méthode

sont décrits ci-dessous.

.1 Introduction

Pour chaque étude, une présentation rapide de la molécule étudiée sera réalisée :

- sous-classe de B-lactamine,

- présentation de la forme commerciale, flacon, dosage,

- indications thérapeutiques/posologie,

- présentation des modalités de reconstitution selon le RCP du produit,

- états des connaissances sur la stabilité de la molécule et/ou états des

connaissances sur les éventuelles études en perfusions continues.

1.2 Objectifs

Plusieurs paramétres seront présentés :
- la concentration de 'antibiotique,
- le choix des solvants utilisés (NaCl 0,9% et G5%),
- le contenant utilisé : une seringue en polypropyléne d’'une contenance de 50 mL
(BD, Plastipak™) et/ou un diffuseur élastomérique (Baxter, FOLFusor LV10), d’'une

contenance nominale de 240 mL,
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- les conditions de stockage : les seringues sont exposées a la lumiére, et stockées
au sein du laboratoire a une température comprise entre 20 et 25°C. Les diffuseurs
sont stockés dans une étuve a 37°C (ICH, Binder) a 'abris de la lumiére,

- la durée de I'étude : variant de 8 heures pour I'étude la plus courte a 48 heures.

1.3 Matériels et méthodes

La premiére partie du chapitre « matériels et méthodes » présente les différents réactifs
chimiques, médicaments utilisés lors de I'étude de stabilité, puis la méthode analytique
employée pour notre étude. Une méthode analytique par Chromatographie Liquide Haute

Performance (CLHP) a été utilisée pour toutes les études de stabilité.

Le recours a une méthode analytique dite séparative comme la CLHP est essentiel pour
déterminer la stabilité chimique d’'une molécule (Bardin, Astier, Vulto, et al., 2011). Elle permet
de séparer les différents constituants d’'une préparation : la ou les molécules d’intéréts, les
produits de dégradation ou encore les différents excipients rentrant dans la formulation de la
spécialité médicamenteuse. On parle alors de méthode indicatrice de stabilité ou « stability

indicating method ».

La capacité indicatrice de stabilité sera analysée en effectuant des dégradations forcées pour
chacune des études. L'objectif est de pouvoir dégrader entre 10 et 20% de notre molécule
d’'intéréts, et de prouver qu’il n’y a pas d’interaction entre les produits de dégradations et la
molécule d’intérét (Brossard, Chedru-Legros, Crauste-Manciet, et al., 2013). Les dégradations
forcées effectuées sont variées afin d’explorer les différentes voies de dégradation d’'une
méme molécule :

- Thermique (exposition a la chaleur).

- Acide (utilisation de I'acide chlorhydrique (HCI)).

- Basique (utilisation de soude (NaOH)).

- Photolytique (exposition a une lumiere UV de 254 nm, lampe Vilbert Lourmat®)

- Oxydative (par exposition a du peroxyde d’hydrogéne (H-0-))

La chaine chromatographique utilisée pour 'ensemble des études de stabilité est une ELITE
LaChrom-VWR/Hitachi (Figure 15) composée d’'un organisateur pour 4 solvants, d’'une pompe
guaternaire L-2130, d’un injecteur automatique thermostaté L-2200, d’un four a colonnes L-

2300 et la détection est assurée par un détecteur a barrette de diodes L-2455.
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Figure 15 : Chaine CLHP du laboratoire de contrdle analytique de la PUI

Pour chaque étude, une présentation de la méthode analytique sera effectuée :

- Composition de la phase mobile et son mode d’élution.

- Type de colonne chromatographique, longueur, taille des particules, T°C colonne,
diameétre interne.

- Longueur d’onde de détection.

- Débit, volume d’injection, temps d’analyse.

La validation de la méthode est réalisée en suivant les recommandations de la Conférence
Internationale d’Harmonisation (ICH) Q2 (R1) (« ICH Validation of Analytical Procedures Q 2
(R1)Guidelines 2005 », 2006):

- Lalinéarité est évaluée avec une courbe de calibration composée de 5 points.

- Lalinéarité est répétée 3 fois afin d’obtenir une courbe de calibration moyenne.

- Larépétabilité a été évaluée sur la concentration basse, la concentration moyenne
et la concentration haute de la courbe de calibration.

- Lafidélité intermédiaire a été évaluée en répétant la répétabilité 3 fois.
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- La stabilité des échantillons dans I'échantillonneur automatique ou « auto-
sampler » a été évaluée sur une période de plusieurs heures, afin de s’assurer
d’'une absence de dégradation de la molécule d’intérét entre plusieurs analyses. La

température de I'auto-sampler est comprise entre 4 et 8°C.

Le critére d’acceptation pour la répétabilité est un coefficient de variation inférieur (CV) a 2%.

Pour la précision intermédiaire, le coefficient de variation doit étre inférieur a 4%.

Plusieurs tests statistiques sont réalisés a partir de l'outil informatique ValiStab®, outil
informatique développé en interne dont une version sous forme de logiciel est en cours de
développement. Il s’agit d’'un outil d’aide a la réalisation d’étude de stabilité et d’aide a la

validation de nos différentes méthodes analytiques (Figure 16).

UNIVERSITE |/ /%7 Silcs, == _ )
DE LORRAINE @ FORMULAT|0 INFOSTAB \)? FACULTE

A= ET EXPERTISE PRECUNIOUE DU MEDICAMENT >

NANCY

ValiStab®

Outil d'aide a la réalisation d'une étude de stabilité.

Auteurs
Dr. E D'Huart, Dr J. Vigneron, Pr. | Clarot, Pr. B Demoré
Avec la collaboration de F. Blaise, N. Sobalak et H. Zenier

Figure 16 : Page d'accueil ValiStab®
Un risque a = 5% a été fixé pour 'ensemble des tests statistiques :
- L’homogénéité des variances pour établir la courbe de calibration est évaluée par
un test de Cochran (répétition n = 3, nombre de point = 5). Tf théorique = 0,684, si

Tf est inférieur a la valeur Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas

en évidence de différences entre les variances).
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- Lalinéarité est évaluée par I'analyse des variances : ANOVA, évaluant la présence
d'une pente, ce test permet également de tester si la droite est en bonne
adéquation avec un modele linaire. Si F non-linéarité < F non-linéarité limite, la
droite est en bonne adéquation avec un modéle linéaire au risque considéré. (F

non-linéarité limite = 3,71).

- L’intervalle de confiance des coefficients du modele linéaire est évalué afin de

s’assurer que la droite passe par 0 au risque considéreé.

- Une analyse des résidus est effectuée. Si le ratio positif versus négatif est équilibré,

le modéle linéaire est estimé adéquat (nombre de points = 15).

- L'exactitude se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et
la valeur de référence acceptée. Elle est évaluée par un test de Student, sur la
concentration basse, moyenne et haute de la courbe de calibration.

L’intégralité des tests statistiques réalisés pour chaque molécule est présentée en annexe.

Pour chaque étude, 3 préparations sont réalisées pour chaque condition. A chaque temps
d’analyse, I'échantillon de chaque préparation est évalué en ftriplicata. Les résultats sont
exprimés en % de la concentration initiale de la préparation, soit a TO heures = 100%. La limite
d’acceptabilité est fixée a une variation de + 10% de la valeur initiale mesurée a TO heure, soit

une concentration comprise entre 90-110 % de la concentration initiale.

Spécificité :

La spécificité est la capacité d'évaluer I'analyte sans équivoque en présence de composants
susceptibles d'étre présents. L’absence d'interférence démontrée entre le médicament
d'intérét et les excipients, solvants est réalisée. Pour chaque étude dans le glucose 5%,
'analyse d’une solution de 5-(hydroxyméthyl) furfural (5-HMF) est nécessaire, il s’agit du

principal produit de dégradation du glucose, possédant un maximum d’absorbance a 284 nm.

pH
Les mesures de pH ont été réalisées avec un pH-métre Bioblock Scientific. Une mesure de
pH est réalisée a chaque temps d’analyse. La limite d’acceptabilité a été fixée a £ 1 unité de

pH, en comparaison avec le pH mesuré juste apres la préparation de la seringue. Le pH étant
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exprimé sur une échelle logarithmique, le changement d’une unité pH, représente une

variation par 10 de la quantité de proton H*.

La stabilité physique

Dans son chapitre 2.2. Physical and physicochemical methods, la Pharmacopée Européenne
recommande notamment de réaliser un examen visuel a 'ceil nu sur un fond noir et blanc.
L’objectif est de détecter la formation d’'un précipité, ou de gaz et de détecter un changement

de coloration de la solution.

Le consensus européen précise que I'examen visuel est important mais pas suffisant et que
I'aspect subvisuel doit également étre étudié, I'analyse subvisuelle est réalisée a 350, 410 et

550 nm par un spectrophotométre (Safas Monaco UV m2) (Bardin, Astier, Vulto, et al., 2011).

L’acquisition au cours de 'année 2021 d’un compteur de particule PAMAS SVSS a permis de
réaliser des tests de contamination particulaire pour deux études de stabilité. Selon les critéres
de la Pharmacopée Européenne, les préparations d'un volume inférieur & 100 mL sont
conformes au test de contamination particulaire si le nombre de particules mesurées ne
dépasse pas 6000 particules supérieures a 10 um par récipient et 600 particules inférieures a
25 um par récipient. Ces critéres sont utilisés pour les seringues d'un volume de 48 mL. Les
préparations d'un volume supérieur a 100 mL sont conformes au test de contamination
particulaire si le nombre de particules mesurées ne dépasse pas 25 particules inférieures a 10
pm par mL et 3 particules supérieures a 25 um par mL. Ces critéres sont utilisés pour les
diffuseurs d'un volume de 240 mL (Pharmaceutical technical procedures, 2.9.19 European

Pharmacopoeia. 10th ed ).

1.4 Résultats

La validation de la méthode sera présentée avec :

un chromatogramme d’une solution fraichement préparée avec son spectre UV,

- une présentation des chromatogrammes de dégradation forcée et du bilan
massigue associée,

- une présentation des résultats de stabilité chimique, mesure de la concentration de

'analyte d’intéret & chaque temps d’analyse et mesure du pH,

- une présentation des résultats de la stabilité physique, visuelle et subvisuelle.
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1.5 Discussion/Conclusion

Une discussion est effectuée pour chaque étude de stabilité, reprenant :
- la méthode analytique employée, et sa validation,
- Si possible, un commentaire sera effectué sur les facteurs influencant la stabilité
de la molécule et de la détection des produits de dégradation.
- Comparaison des données acquises avec celles de la littérature.

- Impact de nos données sur la pratique clinique.

Une conclusion bréve est effectuée en rapportant la durée de stabilité validée et en précisant :
- la concentration,
- le contenant,
- le solvant,

- les conditions de stockage.
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Il. Pipéracilline/tazobactam

Une communication affichée intitulée  « Stabilité  physico-chimique de Ila
pipéracilline/tazobactam en seringue et en diffuseur portable pour une administration continue
en service de soins critiques et a domicile » a été présentée aux 24¢mes journées scientifiques
européennes du GERPAC (octobre 2021) (Annexes 1 et 2).

1.1 Introduction

La pipéracilline/tazobactam (TAZOCILLINE panpharma®) est disponible en flacon pour poudre
pour usage parentéral de 2/0,25 g ou de 4/0,5 g sous forme de sel de sodium
(TAZOCILLINE®). Il s’agit de la combinaison d’'une uréidopénicilline et d’'un inhibiteur de B-
lactamase (Figure 17). Le flacon ne contient pas d’excipient. La pipéracilline/tazobactam
s’administre en perfusion intraveineuse diluée dans du NaCl 0,9% ou du G5% sur 30 minutes
selon le RCP du produit (RCP - PIPERACILLINE/TAZOBACTAM PANPHARMA 4 g/500, 2020 ).

Figure 17 : Structure chimigue de la pipéracilline (gauche) et du tazobactam (droite)

La posologie habituelle est de 4 g de pipéracilline/0,5 g de tazobactam toutes les 8 heures
(12/1,5 g/j). Pour les pneumonies nosocomiales et les infections bactériennes chez les patients
neutropéniques, la dose recommandée est de 4 g de pipéracilline/0,5 g de tazobactam toutes
les 6 heures soit 16/2 g/j. Cette posologie peut étre appliquée pour traiter des patients avec

d’autres infections quand elles sont séveres. Le flacon doit étre reconstitué avec 20 mL d’eau
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ppi, du NaCl 0,9% ou du G5%, puis dilué soit dans du NaCl 0,9% ou du G5% dans un volume
entre 50 & 100 mL selon le RCP du produit.

Aucune information de stabilité en seringue polypropyléne n’est indiquée par le laboratoire.
Moon YSK et al ont pu démontrer une stabilité de 24 heures en seringue a 150/18,75 et a
200/25 mg/mL de pipéracilline/tazobactam diluées dans du NaCl 0,9% ou du G5% sur une
durée de 24 heures (Moon, Chung, Chin, et al., 1995). Curti et al ont pu démontrer une stabilité
de 12 h en seringue a une concentration de 80/10 mg/mL mais uniqguement dans du NacCl
0,9% (Curti, Souab, Lamy, et al., 2019).

En diffuseur élastomérique, le laboratoire annonce une stabilité de 24 heures a 80/10 et
10/1,25 mg/mL dans du NaCl 0,9% ou du G5% mais a une température de 25°C sans précision
sur I'exposition a la lumiére. Deux autres études en diffuseur élastomérique sont disponibles.
Viaene et al. ont démontré une stabilité a une concentration de 126/16 mg/mL pendant 72
heures a 25°C et de 24 heures a 37°C mais uniquement dans de I'eau ppi comme solvant
(Viaene, Chanteux, Servais, et al., 2002).L’équipe de Jamieson et al. a démontré dans un tampon
citrate 0,3% utilisé comme solvant, une stabilité de 24 heures a 32°C a une concentration de
25/3,125 et 90/11,25 mg/mL (Jamieson, Ozolina, Seaton, et al., 2020).

Toutefois ces études sont anciennes avec un niveau de preuve peu élevé, a I'exception de la
publication récente de Jamieson et al mais cette équipe a utilisé un tampon inhabituel dans la

pratique courante (tampon citrate 0,3%).

L’interét de la perfusion continue ou prolongée de la TAZOCILLINE® a déja pu étre démontré
par une méta-analyse réalisée par Falagas et al, regroupant 14 études (1229 patients) avec
une mortalité plus faible dans le groupe de patients recevant une perfusion continue de
TAZOCILLINE® ou de carbapénéme versus les patients recevant une administration
intermittente (en particulier pour les patients atteints de pneumonie)(Falagas, Tansarli, Ikawa, et

al., 2013).

.2  Objectifs

Le but de ce travail est d’étudier la stabilité physico-chimique de la pipéracilline/tazobactam
diluée dans du NaCl 0,9% ou du G5% pendant 48 heures, a 125/15,62 mg/mL en seringues
polypropyléne a température ambiante, a la lumiére (6 g dans 48 mL pour les services de

soins intensifs). Les concentrations plus fortes ne seront pas étudiées en raison d’un probléme
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de solubilité (12 g dans 48 mL nécessite une longue agitation et un passage aux ultrasons
pour assurer une dissolution totale, non envisageable en service de réanimation). La stabilité
a également été étudiée a 66,67/8,33 mg/mL en diffuseurs élastomériques (16/2 g dans 240

mL) a 37 °C a I'abri de la lumiére pour simuler 'administration en perfusion continue a domicile.

1.3 Matériels et méthodes

11.3.1 Produits chimiques et réactifs

Dihydrogénoorthophosphate de sodium monohydraté (Emsure; lot: AM10075721),
Acétonitrile-isocratique CLHP (Carlo Erba) et de I'acide orthophosphorique 85% (VWR ; lot :
17B174014) ont été utilisés pour la phase mobile. L'HCI 1 M (VWR ; lot : 190423C004), 'H,0>
30% (Emsure; lot: K48743810713) et le NaOH 1M (VWR; lot: 200618C011) et la
pipéracilline 4g (PanPHARMA ; lot: 306532) ont été utilisés pour la dégradation forcée.
TAZOCILLINE® 4/0,5g (PanPHARMA ; lot : 306584) Glucose G5% 100 mL poche polyoléfine
Easyflex+ (Macopharma ; lot : 20C18E), Chlorure de sodium 0,9% 100 mL poche polyoléfine
Easyflex+ (Macopharma ; lot : 20H27A), ont été utilisés pour I'étude de stabilité.

11.3.2 Méthode CLHP

Les solutions de TAZOCILLINE® sont analysées par une méthode CLHP en phase inverse
indicatrice de stabilité, adaptée de la méthode de Jamieson et al (Jamieson, Ozolina, Seaton, et
al., 2020). La phase stationnaire utilisée était une colonne C18 LiChrospher® 100 RP-18,
LiChroCART® de 12,5 cm de long, 4,6 mm de diameétre et contenant des particules de silice
de 5 um (Analytical Chromatography, Merck). La phase mobile était constituée d’'un tampon
phosphate : KH,PO,4 0,02 M ajusté a pH 2,5 avec de I'acide orthophosphorique 85% (phase
A) et de I'acétonitrile (phase B). L’élution est réalisée avec un gradient commengant @ TO min
92,5/7,5 phase A/B (v/v), de T5 a T10 min, le gradient varie de maniére linéaire pour atteindre
70/30 (v/v) ou il est maintenu jusqu'a T15 min avant de revenir a T20 min a 92,5/7,5 (v/v)
jusqu'a T25 minutes. Le débit était de 1,5 mL/min et le volume d’injection de 10 pL. La
détection a été réalisée a une longueur d’'onde de 210 nm pour la pipéracilline et le
tazobactam. La température de I'injecteur automatique est fixée a 5°C et la température de la

colonne a 30 °C.

La linéarité a été évaluée avec cing concentrations (100/12,5, 200/25, 300/37,5, 400/50 et

500/62,5 pg/mL) de pipéracilline/tazobactam diluée dans de I'eau PPI. Cette gamme étalon a
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été faite trois fois pour déterminer la linéarité et obtenir une équation de la courbe d’étalonnage
moyenne pour les deux molécules. La répétabilité a été évaluée, comme recommandé par la
Conférence Internationale d’Harmonisation (ICH) Q2 (R1), sur trois concentrations (100/12,5,
300/37,5 et 500/62,5 pug/mL) (n=3)(« ICH Validation of Analytical Procedures Q 2 (R1)Guidelines
2005 », 2006). La fidélité intermédiaire a été évaluée en réalisant la répétabilité trois fois. La
stabilité d’'une solution de pipéracilline/tazobactam a 300/37,5 pg/mL dans l'auto-sampler a

été évaluée sur une période de 8 heures.

Le caractere indicateur de stabilité de la méthode a été évalué en réalisant des dégradations

forcées de solutions de pipéracilline/tazobactam.

= En condition acide, 1 mL d’'une solution de pipéracilline/tazobactam a 1200/150 pug/mL
a été mélangé a 1 mL d’'HCI 0,01 M pendant 2 heures a 40°C. L’acide a été neutralisé
avec 1 mL de NaOH 0,01M et 1 mL d’eau UP (Ultra-Pure) a été ajouté pour obtenir

une concentration théorique de 300/37,5 pg/mL.

= En condition alcaline, 1 mL d’'une solution de pipéracilline/tazobactam a 1200/150
pg/mL a été mélangé a 1 mL de NaOH a 0,01 M pendant 10 minutes, puis neutralisé
avec 1 mL d’'HCI 0,01M, et 1 mL d’eau UP a été ajouté pour obtenir une concentration
théorique de 300/37,5 pg/mL.

» En condition oxydative, une solution de pipéracilline/tazobactam a 1200/150 pg/mL a
été mélangée avec 0,5 mL d’une solution d’'H,O;, a 0,03% puis chauffée pendant 2
heures a 40°C ; 2,5 mL d’eau UP ont été ajoutés pour obtenir une concentration
théorique de 300/37,5 pg/mL.

= En condition photolytique, une solution de pipéracilline/tazobactam a 300/37,5 pug/mL
a été exposée pendant 3 heures en dessous d’une lampe UV (Vilbert Lourmat®) a 254

nm.

= Ladégradation thermique a été réalisée avec une concentration de 300/37,5 ug/mL de

pipéracilline/tazobactam exposée a une température de 75°C pendant 2 heures.

Pour cette étude, une seconde dégradation a été réalisée, mais en utilisant uniguement la
spécialité ne contenant que de la pipéracilline, afin de s’assurer qu’aucun produit de

dégradation n’interfére avec le pic de tazobactam lors de I'analyse par CLHP. La concentration
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de pipéracilline ainsi que la méthode sont identiques que lors de la dégradation forcée de

pipéracilline/tazobactam.
La spécificité de notre méthode a été évaluée par l'analyse de solutions de NaCl 0,9% et de
glucose 5%. Une solution de 100 pg/mL de (5-HMF), principal produit de dégradation du

glucose, a également été analysée.

Dilution pour analyse par CLHP : pour les seringues, 600 uL de I'échantillon sont dilués dans

une fiole de 250 mL (avec de I'eau ultrapure) pour obtenir une concentration théorique de
300/37,5 pg/mL. En diffuseur, 900 pyL de I'échantillon sont dilués dans une fiole de 200 mL

(avec de I'eau ultrapure) pour obtenir une concentration théorique de 300/37,5 pg/mL.

[1.3.3  Mesure du pH

Les mesures de pH ont été réalisées avec un pHmetre Bioblock Scientific. Une mesure de pH
est réalisée a chaque temps d’analyse, TO, T8, T24 et T48 heures sur chaque seringue et
diffuseur. La limite d’acceptabilité a été fixée a £ 1 unité de pH, en comparaison avec le pH

mesuré juste apreés la préparation de la seringue.

[1.3.4  Stabilité physique

La stabilité physique a été évaluée par un examen visuel (recherche la formation d’un précipité
et de gaz, ou d’'un changement de couleur) et un examen subvisuel, en mesurant la
turbidimétrie des solutions a I'aide d’un spectrophotométre UV a trois longueurs d’onde (350,
410 et 550 nm), comme recommandé par la conférence de consensus européenne a chaque

temps d’analyse (Bardin, Astier, Vulto, et al., 2011).

1.4 Résultats

1.4.1 Validation de la méthode analytique

Le temps de rétention est de 2,2 minutes pour le tazobactam et de 13,5 minutes pour la
pipéracilline. Un chromatogramme présentant une solution fraichement reconstituée de
pipéracilline/tazobactam est présenté figure 18, ainsi que les spectres UV de ces deux

molécules.
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Figure 18 : Chromatogramme d'une solution de pipéracilline/tazobactam a 300/37,5 pg/mL
dans du NaCl 0,9% aprés reconstitution et spectre UV de la pipéracilline (en bas a droite),

spectre UV du tazobactam (en bas a gauche) de 190 a 450 nm

L’équation de la courbe de calibration moyenne de la pipéracilline est: y = 55643,3x +
199297,8. L’homogénéité des variances de la courbe de calibration a pu étre démontrée avec
un test de Cochran (Cexp = 0,599 < Cinso; 3,5 = 0,684). La linéarité a été démontrée avec un R?2
> 0,9999. L'ANOVA (non-linéarité) a démontré le bon ajustement d'un modéle linéaire pour
notre méthode (Fexp = 0.99 < Finsw: 3; 100 = 3.71). Toutes les valeurs de répétabilités et de

précisions intermédiaires présentent un CV < 2%.

L’équation de la courbe de calibration moyenne du tazobactam est : y = 34321,1x — 2021,0.
L’homogénéité des variances de la courbe de calibration a pu étre démontrée avec un test de
Cochran (Cexp = 0,554 < Cinsw; 3,5 = 0,684). La linéarité a été démontrée avec un R? > 0,9999.
L'ANOVA (non-linéarité) a démontré le bon ajustement d'un modele linéaire pour notre
méthode (Fexp = 0.14 < Fuisw, 3,100 = 3.71). Toutes les valeurs de répétabilités et de précisions

intermédiaires présentent un CV < 2%.
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L’ensemble des tests statistique et la validation de la méthode pour la pipéracilline et le

tazobactam sont présentés en annexe 3 et 4.

La stabilité dans le passeur automatique (5°C) a été démontrée avec une variabilité de 0,10%
pour la pipéracilline et un taux de dégradation de 0,33% pour le tazobactam au bout de 8

heures.

L’injection de NaCl 0,9% avec notre méthode n’a pu mettre en évidence de pic. A I'inverse,
l'injection, d’'une solution de glucose 5% a mis en évidence deux pics avec un temps de
rétention de 1,1 et 2,0 minutes. L'injection d’une solution de 5-HMF a mis en évidence le méme

pic avec un temps de rétention de 2,0 minutes.

La capacité indicatrice de stabilité de notre méthode a été testée en utilisant de nombreuses
conditions de dégradation forcée. Les chromatogrammes de dégradations forcées de
pipéracilline/tazobactam sont présentés figure 19. La figure 20 présente dans les mémes
conditions de dégradation, les chromatogrammes de solutions composées uniquement de

pipéracilline.
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Figure 19 : Chromatogrammes de solution de pipéracilline/tazobactam (300/37,5 pg/mL) en conditions stressantes
(thermique, oxydative, acide, alcaline, photolytique)

Au total, 12 produits de dégradation ont pu étre observés pour 'ensemble des méthodes de

dégradation forcée. Les principaux pics de dégradation observés sont les pics n°6, 9 et 11. Le
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bilan massique et le temps de rétention des produits de dégradation par rapport au pic de

pipéracilline/tazobactam non dégradée sont présentés dans le tableau I.
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A : dégradation acide, HCl 0,01M, 2h (40°C)

B : dégradation alcaline, NaOH 0,01M 10 min

C : dégradation oxydative H,0,0,03% 2ha40°C
D : dégradation thermique, 2h a 75°C

E : Dégradation photolytique, UV 254 nm, 3h

Figure 20 : Chromatogrammes de solution de pipéracilline (300 pg/mL) en conditions stressantes (thermique,

oxydative, acide, alcaline, photolytique)
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Tableau | : Balance massique de solution pipéracilline/tazobactam (300/37,5 pg/mL) apres

dégradation forcée

Pics (n°) Temps de Rétention

Sans

Aire

rétention relative dégradation
(minutes) forcée Dégradation Dégradation Dégradation Dégradation Dégradation
acide alcaline oxydative thermique  pholytique
HCI 0,01M g‘%‘f,u H,0,0,03%  75°C UV 254 nm
2h+ 40°C 16 min 2h + 40°C 2h 3h
Pipéracilline 13,5 5,87 17051506 13682780 13140647 14437983 14563751 15701308
Tazobactam 2,2 1 1293958 1210275 1283307 1157604 1233224 1212519
1 0,8 0,3 23228 33655 32009 1195076 92270 51725
2 1,0 0,4 - - - 21106 - -
3 1,2 0,5 19422 - 48431 22017 166001 22430
4 9,8 4,3 - 43828 26225 - - -
5 10,5 4,6 - 74725 - 36519 - -
6 10,8 4,7 - 178126 4342087 36785 1503069 55060
7 11,3 4,9 - 118414 - - - -
8 11,5 5,0 - 365399 - 145889 144038 -
9 11,7 51 - 993238 - 531649 71737 45526
10 11,9 5,2 43421 - 125858 152058 - -
11 12,8 5,6 - 19893 43047 13495 176828 84774
12 12,9 5,6 - - 18916 - 64407 17046
Bilan massique 18431535 16720333 19060527 17750181 18015325 17190388
% dégradation pipéracilline 20% 23% 15% 15% 8%

% dégradation tazobactam

6%

1%

11%

5%

6%

Aprés l'exposition des solutions de pipéracilline/tazobactam en conditions stressantes,

I'étendue de la dégradation pour la pipéracilline varie de 23 % en condition alcaline a 8 % en

condition photolytique. Dans les mémes conditions de dégradation, le tazobactam s’est

dégradé de 11% en condition oxydative a seulement 1% en condition alcaline. Le bilan

massique est présenté dans le tableau |, nous observons une perte moyenne de 5% de la

masse pour une dégradation des deux molécules proches de 20%. Les 2 conditions de

dégradation ou la perte massique est la plus importante sont les dégradations photolytique et

acide.
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1.4.2

Stabilité chimique

L’évolution de la concentration initiale de pipéraciline en seringue et en diffuseur

élastomeérique est présentée dans le tableau Il. Aprés 48 h en seringue, la concentration de

pipéracilline diluée dans du NaCl 0,9% ou du G5% est supérieure a 90% de la concentration

initiale. Les solutions de pipéracilline en diffuseur diluées dans du NaCl 0,9% ou du G5% ont

une concentration restante comprise entre [91,86% — 95,08%] au bout de 24 h. Au bout de 48

heures dans tous les diffuseurs, la concentration initiale de pipéracilline restante est inférieure
a 90% [83,24% - 86,67%] dans le NaCl 0,9% et le G5%.

Tableau Il : Evolution de la concentration initiale de pipéracilline en seringue et diffuseur,
diluée dans du NaCl 0,9% et dans du G5%.

Temps ; % de la concentration initiale de pipéracilline (moyenne + CV)

Seringue
c° (S) C° réelle
(mg/mL) Solvant Diffuseur (mg/mL) TOh T8h T24h T48h
(D)
S1 119,91 100% + 1,21% 102,18% =+ 0,50% 100,97% + 1,08% 97,40% + 1,57%
125 ONZS/' S2 121,77 100% + 0,39% 100,37% =+ 0,13% 101,48% + 0,23% 98,59% + 0,48%
,270
S3 120,17 100% + 0,12% 101,21% + 0,29% 100,39% + 0,10% 98,40% + 0,31%
S1 129,59 100% + 0,16% 95,80% =+ 0,16% 94,81% =+ 0,32% 91,46% + 0,20%
125 G5% S2 123,30 100% + 0,38% 99,41% + 0,05% 97,56% =+ 0,05% 96,00% + 0,33%
S3 128,77 100% + 0,34% 96,14% + 0,14% 95,25% =+ 0,46% 93,11% + 0,44%
D1 64,88 100% + 2,29% 100,70% * 0,18% 95,08% =+ 1,96% 85,87% + 2,73%
66,67 oN;S/I D2 66,08 100% +0,17% 99,02% + 0,19% 93,89% =+ 0,37% 86,67% + 0,36%
,27/0
D3 67,76 100% +0,12% 95,79% + 0,14% 91,86% + 0,08% 84,45% + 0,12%
D1 68,22 100% + 0,11% 97,72% =+ 0,17% 93,24% + 0,19% 83,24% + 0,07%
66,67 G5% D2 67,14 100% +0,17% 98,94% =+ 0,35% 93,52% =+ 0,11% 84,70% + 0,08%
D3 67,39 100% + 0,18% 97,14% + 0,29% 94,07% + 0,19% 84,26% + 0,28%
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Tableau IIl : Evolution de la concentration initiale de tazobactam en seringue et diffuseur,
diluée dans du NaCl 0,9% et dans du G5%

Temps ; % de la concentration initiale de tazobactam (moyenne

+CV)
Seringue
(mg /omL)SoIvant Diff(jzeur (Cm;‘;;”f) Toh T8h T24h T48h
(D)
S1 14,94 100%+1,57% 101,85%+0,33% 101,14%+1,86% 98,82%+1,60%
15,62 g‘;;[ S2 15,20 100%+0,76% 100,10%+0,18% 101,82%+0,32% 99,98%*0,58%
S3 15,03 100%+0,23% 100,57%+0,16% 100,40%+0,15% 99,53%+0,40%
s1 16,20 100%+0,42%  94,45%+0,31%  96,23%+0,15% 93,11%*0,19%
15,62 G5% S2 15,41 100%+0,31%  98,97%+0,06%  97,83%+0,11% 96,65%+0,91%
S3 15,99 100%+0,50%  95,53%+0,59%  96,23%+0,54% 95,61%+0,18%
D1 8,06 100%+2,38% 101,21%+0,10%  98,95%+1,77% 97,18%*2,61%
8,33 g‘;c/' D2 8,24 100%+0,20%  99,36%+0,30%  96,95%+0,35% 97,08%+0,26%
D3 8,43 100%+0,15%  96,04%+0,28%  95,13%+0,07% 94,22%+0,25%
D1 8,53 100%+0,23%  98,45%+0,31%  97,80%+0,24% 95,08%+0,18%
8,33 G5% D2 8,39 100%+0,15%  99,65%+0,47%  98,21%+0,20% 96,30%+0,21%
D3 8,41 100%+0,26%  97,92%+0,34%  98,62%+0,11% 95,99%+0,23%

L’évolution de la concentration initiale de tazobactam en seringue et en diffuseur est présentée
dans le tableau lll. La concentration initiale de tazobactam reste supérieure a plus de 90% de
la concentration initiale au bout de 48 heures en seringue et en diffuseur, quel que soit le

solvant utilisé.

Les mesures de pH a chaque temps d’analyse pour les solutions de pipéracilline/tazobactam
sont présentées dans le tableau IV. Le pH diminue dans toutes les conditions (en seringue et
diffuseur, et avec I'utilisation du NaCl 0,9% ou du G5% comme solvant). En seringue, cette
variation n’excéde pas une unité pH aprés 48 heures. En diffuseur, la limite d’'une unité pH est
dépassée au bout de 24 heures avec le NaCl 0,9% utilisé comme solvant (différence avec JO :
[1,09 — 1,11]). Pour les diffuseurs dilués dans le G5%, nous n’avons pas observé une

différence de plus d’'une unité pH au cours de I'étude.
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Tableau IV : Mesure des valeurs de pH des solutions de pipéracilline/tazobactam au cours

de I'étude de stabilité

TOh T8h T24h T48h
Différence Différence Différence

PH PH avecJO avec JO avec JO
S1 5,92 5,66 -0,26 5,37 -0,55 5,08 -0,84
NaCl 0,9% S2 5,93 5,66 -0,27 5,36 -0,57 51 -0,83
S3 5,93 5,65 -0,28 5,36 -0,57 5,11 -0,82
S1 5,94 5,54 -0,4 5,38 -0,56 5,02 -0,92
G5% S2 5,93 5,57 -0,36 5,36 -0,57 5,04 -0,89
S3 5,95 5,56 -0,39 5,33 -0,62 5,06 -0,89
D1 5,78 5,13 -0,65 4,68 -1,1 4,64 -1,14
NaCl 0,9% D2 5,83 5,19 -0,64 4,72 -1,11 4,67 -1,16
D3 5,81 5,16 -0,65 4,72 -1,09 4,69 -1,12
D1 5,6 5,08 -0,52 4,75 -0,85 4,75 -0,85
G5% D2 5,64 5,04 -0,6 4,74 -0,9 4,78 -0,86
D3 5,65 5,04 -0,61 4,71 -0,94 4,75 -0,9

[1.4.3  Stabilité physique

L’ensemble des mesures d’absorbance effectuées par le spectrophotomeétre sont présentées

dans le tableau V. L’analyse subvisuelle ne révéle aucune modification a 410 et 550 nm au

cours de I'étude que ce soit pour les solutions diluées dans du NaCl 0,9% ou du G5%. A 350

nm, nous observons un accroissement de I'absorbance au bout de 8 heures en diffuseur et au

bout de 24 heures en seringue.
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Tableau V : Mesure de I'absorbance des solutions de pipéracilline/tazobactam au cours de

['étude de stabilité

Valeurs moyennes des absorbances + écart-type

Oh 8h 24 h 48h

350 nm
NaCl 0,9% S 0,592 + 0,022 0,526 + 0,008 1,017 = 0,014 1,991 + 0,017
G5% S 0,516 + 0,006 0,580 = 0,025 1,191 = 0,009 2,177 * 0,026
NaCl 0,9% D 0,274 + 0,023 0,447 = 0,009 1,850 = 0,081 2,435 + 0,010
G5% D 0,215 + 0,022 0,624 = 0,034 2,062 = 0,011 2,418 + 0,015

410 nm
NaCl 0,9% S 0,015 + 0,001 0,009 = 0,007 0,012 = 0,000 0,013 £+ 0,001
G5% S 0,015 + 0,001 0,015 = 0,002 0,017 = 0,003 0,024 + 0,007
NaCl 0,9% D 0,008 £ 0,000 0,006 = 0,000 0,006 = 0,000 0,009 + 0,001
G5% D 0,006 + 0,001 0,008 = 0,001 0,009 = 0,001 0,017 £+ 0,001

550 nm
NaCl 0,9% S 0,001 £ 0,001 0,001 = 0,001 0,000 = 0,000 0,001 £+ 0,001
G5% S 0,002 £ 0,001 0,001 £ 0,000 0,001 = 0,001 0,004 = 0,006
NaCl 0,9% D 0,000 £ 0,000 0,000 = 0,000 0,000 = 0,000 0,001 £+ 0,001
G5% D 0,001 £ 0,000 0,001 = 0,000 0,003 = 0,000 0,001 £ 0,001

Aucune formation de précipité ou de gaz n’a été observée au cours de I'étude. Au bout de 48
heures, un Iéger jaunissement a été observé pour les solutions de pipéracilline/tazobactam en
diffuseur (observé dans le NaCl 0,9% et le G5%).

1.5 Discussion

Notre méthode adaptée des travaux de Jamieson et al a été validée comme étant indicatrice
de stabilité. En effet, de nombreux produits de dégradation ont pu étre identifiés lors de la
dégradation forcée. Nous avons pu démontrer la spécificité de notre méthode grace a la
double dégradation forcée effectuée entre la pipéracilline/tazobactam et la pipéracilline seule.
Le bilan massique des dégradations forcées photolytique et acide ne permet pas de retrouver
la surface initiale de pipéracilline/tazobactam, cela peut s’expliquer par une perte de
chromophores lors de ces dégradations. La répétabilité, la précision intermédiaire, ainsi que
'ensemble des mesures de concentrations réalisées lors de notre étude, présentent des

coefficients de variation inférieurs a 2 %.
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L’augmentation de I'absorbance a 350 nm dans toutes les conditions peut étre dle a la
présence d’un produit de dégradation. L’analyse spectrale des produits de dégradations nous
laisse supposer que le produit de dégradation n°6 peut en étre la cause. Pour le changement
de pH observé dans toutes les solutions au cours de I'étude, Viola et al ont démontré qu'il était
dd a la formation d’acide penicilloique (Viola, Ferrazzano, Martelli, et al., 2019). Cette formation a
lieu par hydrolyse de la pipéracilline dans une solution aqueuse. Dans leur article, Viola et al
suggeérent que 'augmentation de l'acidité entraine une augmentation de la dégradation du
noyau B-lactame de la pipéracilline. La grande variabilité du pH observée dans cette étude,
peut étre également expliquée par I'absence d’excipient et donc de tampon dans la formulation
de la poudre de pipéracilline/tazobactam. A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude
détectant une variation aussi importante de pH a 37°C pour les diffuseurs utilisant le NaCl

0,9% comme solvant.

Le tazobactam présente une stabilité chimique bien plus importante que la pipéracilline. Lors
de la réalisation des dégradations forcées, la pipéracilline était toujours bien plus dégradée
que le tazobactam. Cela s’est confirmé lors de I'étude ou méme en diffuseur a 37°C, la
concentration de tazobactam n’est jamais descendue en dessous de 90% de la concentration

initiale, a I'inverse de la pipéracilline.

La stabilité de la pipéracilline/tazobactam en seringue polypropylene a donc été démontrée
sur 48 heures. Nos résultats sont concordants avec ceux réalisé par Moon et al qui avaient
travaillé & une concentration similaire (150/18,75 mg/mL) sur 24 heures. Mais, en pratique,
cette stabilité a peu d'impact en clinique car, a cette concentration, il est nécessaire de réaliser
plusieurs seringues par jour pour que le patient recoive la dose recommandée de

pipéracilline/tazobactam, soit 12/1,5 ou 16/2 g/j.

En revanche la démonstration de la stabilité en diffuseur élastomérique de la
pipéracilline/tazobactam sur 24 heures a 37°C dilué dans du G5% a un réel intérét clinique
pour une administration & domicile car un seul passage d’'une infirmiére par jour est nécessaire

pour que le patient recoive la dose maximale de 16 gJj.

1.6 Conclusion

En seringue polypropylene, la pipéracilline/tazobactam est stable pendant 48 heures dans du
NaCl 0,9% ou du G5%, a une concentration de 125/15,62 mg/mL (6/0,75 g dans 48 mL) a

température ambiante. Pour un retour a domicile, la stabilité en diffuseur élastomérique a été
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validée sur 24 heures dans du G5% a 37°C a une concentration de 66,67/8,33 mg/mL (16/2 g
dans 240 mL) pour la réalisation d’'une administration en continu a domicile mais pas dans le
NaCl 0,9 %.
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[1l. Ceftolozane/tazobactam

Une communication orale et affichée intitulée « Physicochemical stability of
ceftolozane/tazobactam in polypropylene syringes at 61.5/31.25 mg/mL and in elastomeric
devices at 25.0/12.5 mg/mL » a été présentée aux 25¢mes congrés de 'European Association
of Hospital Pharmacists (EAHP) (mars 2021) (Annexes 5 et 6).

1.1 Introduction

Le ceftolozane/tazobactam (ZERBAXA®) est disponible en flacon pour poudre pour usage
parentéral de 1/0,5 g. Il s’agit de la combinaison d’une céphalosporine de 3éme génération et
d’'un inhibiteur de B-lactamase (Figure 21). Le flacon contient de la L-arginine, de l'acide
citrique anhydre et du chlorure de sodium comme excipients (« Ceftolozane / tazobactam
(zerbaxa®) - Summary of Product Characteristics Laboratoires Merck Sharp & Dohme Chibret 2020 »,
). Le ceftolozane/tazobactam a obtenu son autorisation de mise sous le marché (AMM) en

2015.

O _O°
0
0 >\~NH
N R H%.0
. 1% o
N 2 o
HNTY N' $7 Hec” );(}vN\ /N
~0 7~0H
HsC OH Of\
HsC

0]

Figure 21 : Structure chimigue du ceftolozane (gauche) et du tazobactam (droite)

La posologie habituelle est de 1 g de ceftolozane / 0,5 g de tazobactam administré toutes les
8 heures (3/1,5 g/j) en perfusion intraveineuse d’au moins une heure dans 100 mL de NacCl
0,9% ou de G5%. Un flacon de ZERBAXA® de 1/0,5 g doit étre reconstitué avec 10 mL d’eau
PPI ou avec du NaCl 0,9% selon le RCP du produit. En cas d’infection sévére, la posologie

peut étre doublée a 2/1 g de ceftolozane/tazobactam toutes les 8 heures (6/3 g/j).

Le ceftolozane/tazobactam selon son AMM est utilisé dans les indications suivantes : infection

intra-abdominale compliquée, pyélonéphrite aigué, infection urinaire compliquée et les
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pneumonies nosocomiales (dont les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique)
(« Ceftolozane / tazobactam (Zerbaxa®) - Summary of Product Characteristics Laboratoires Merck

Sharp & Dohme Chibret 2020 », ).

La commission de transparence a estimé que le Service Médical Rendu (SMR) est important
dans les indications de 'AMM. Le ZERBAXA® possede une activité particulierement
intéressante sur Pseudomonas aeruginosa, et notamment sur les souches multi-résistantes.
Dans son avis du 21 février 2020, la Haute Autorité de Santé (HAS) a attribué une amélioration
du SMR modérée dans la prise en charge des infections a P. aeruginosa sensibles au
ceftolozane/tazobactam, et pour lesquelles le recours aux autres béta-lactamines n’est pas
envisageable en cas de résistance (« Avis HAS fevrier 2020 ZERBAXA (ceftolozane/ tazobactam) »,
). La Commission Spécialisée des Anti-Infectieux (CSAI) du CHRU de Nancy propose de
référencer le ZERBAXA® en cas d'infections documentées a bacilles a Gram négatif
résistantes, en alternative a une carbapénéme dans le cadre d’'une stratégie d’épargne des
carbapénemes (« Avis de la commission specialisee des anti-infectieux sur le referencement de

ZERBAXA (ceftolozane/tazobactam) Nancy, 2016 », ).

Des données de stabilité fournies par le laboratoire indiquent une stabilité de 24 heures a la
concentration de 20/10 et 10/5 mg/mL dans du NaCl 0,9% ou dans du G5%, a température
ambiante et a la lumiére. Aucune donnée n’est disponible en diffuseur portable a 37°C. Les
données de stabilité du laboratoire sont d’'une heure a température ambiante et quatre jours
entre 2 et 8°C pour la solution reconstituée. Pour la solution diluée dans du NaCl 0,9% ou
dans du G5%, a une concentration de 10/5 mg/mL, la stabilité est de 24 heures a température
ambiante et de 7 jours entre 2 et 8 °C (Ceftolozane / tazobactam (Zerbaxa®) - Summary of Product

Characteristics Laboratoires Merck Sharp & Dohme Chibret 2020).

Plusieurs études de stabilité ont été publiées. Terraciano et al. ont étudié la stabilité de
solutions a 10/5 mg/mL en poche polychlorure de vinyle (PVC) et en diffuseur portable
élastomérique avec une stabilité de 7 jours au réfrigérateur et 24 heures a température
ambiante. Ni la méthode analytique employée, ni sa validation ne sont présentées (non
sélectionnées dans Stabilis®)(Terracciano, Rhee et Walsh, 2017). Kratzer et al. ont étudié la
stabilité aux concentrations 20/10 et 10/5 mg/mL dans du NaCl 0,9% et dans du G5%, ils ont
pu conclure a une stabilité de 24 heures a température ambiante . Par contre, la validation de
la méthode n’est pas présentée dans la publication (non sélectionnée dans Stabilis®) (Kratzer,

Rothe et Dorn, 2019). Enfin, Harmanjeet et al. ont étudié la stabilité dans des solutions de
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dialyses péritonéales, mais a des faibles concentrations (55/27,5; 20/10 pg/mL), utilisées

dans le traitement des péritonites. (Harmanjeet, Jani, Zaidi, et al., 2020).

1.2  Objectifs

Le but de ce travail est d’étudier la stabilité physico-chimique du ceftolozane/ tazobactam dilué
dans du NaCl 0,9% ou du G5% pendant 48 heures dans deux conditions différentes. D’'une
part, dans des seringues en polypropyléne a température ambiante non protégées de la
lumiére a une concentration de 62,5/31,25 mg/mL (3 g dans 48 mL) pour les services de soins
intensifs. D’autre part, la stabilité a été étudiée dans des diffuseurs portables a 37°C a une
concentration de 25/12,5 mg/mL (3 g dans 120 mL, pour diminuer les codts) pour une

administration a domicile.

I11.3 Matériels et méthodes

[1.3.1  Produits chimiques et réactifs

Dihydrogénophosphate de potassium (VWR Chemicals, lot : AM1089577747), I'acétonitrile
pour CLHP isocratique (Carlo Erba, lot : 17J231482), I'acide chlorhydrique (HCI) 1M (VWR
Chemicals, lot : 190403C001) ont été utilisés pour la phase mobile. De I'acide chlorhydrique
(HCI) 1M (VWR Chemicals, lot : 190403C001), de I'hydroxyde de sodium (NaOH) 1M (VWR
Chemicals, lot : 190423C004), et du peroxyde d’hydrogéne (H202) 30% (Emsure® lot
1710005) ont été utilisés pour les dégradations forcées. L'eau pour chromatographie a été
obtenue par un systéme d'osmose inverse (Millipore Iberica, Madrid, Espagne). Du
ZERBAXA® 1/0,5 g, poudre pour solution injectable (MSD France, lot : T003341), du NaCl
0,9% 500 mL Easyflex et du G5% 250 mL Easyflex ont été utilisés pour les solutions tests, les

dégradations forcées et la validation de la méthode analytique.

I11.3.2 Méthode CLHP

Les solutions de ceftolozane/tazobactam sont analysées par une méthode de CLHP en phase
inverse indicatrice de stabilité, adaptée de la méthode de Kratzer et al. (Kratzer, Rothe et Dorn,
2019). La phase stationnaire utilisée était une colonne C18 LiChrospher® 100 RP-18,
LiChroCART® de 12,5 cm de long, 4,6 mm de diameétre et contenant des particules de silice
de 5 um (Analytical Chromatography, Merck). La phase mobile était composée d’un tampon
phosphate (dihydrogénophosphate de potassium) a 50 mM ajusté pH 3,4 avec de I'acide

chlorhydrique 1M. Pour un litre de tampon phosphate, nous ajoutons 26 mL d’acétonitrile
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(1000/26) (v/v). L’élution est réalisée de maniére isocratique. Le débit est de 1 mL/min et le
volume d'’injection de 20 uL. La longueur d’onde de détection est de 220 nm. L’injecteur est a
une température de 5°C et la colonne a 40°C.

Lalinéarité a été évaluée avec cing concentrations (50/25, 100/50, 150/75, 200/100 et 250/125
pg/mL) de ceftolozane/tazobactam dilué dans de I'eau pour préparation injectable. Cette
gamme étalon a été réalisée trois fois pour déterminer la linéarité et obtenir une équation de
la courbe d’étalonnage moyenne pour les deux molécules. La répétabilité a été évaluée,
comme recommandé par la Conférence Internationale d’Harmonisation (ICH) Q2 (R1), sur
trois concentrations (50/25, 150/75 et 250/125 pg/mL) (n=3)(« ICH Validation of Analytical
Procedures Q 2 (R1)Guidelines 2005 », 2006). La fidélité intermédiaire a été évaluée en réalisant
la répétabilité trois fois. La stabilité d’'une solution de ceftolozane/tazobactam a 150/75 ug/mL

dans l'auto-sampler a été évaluée sur une période de 4 heures.

Le caractere indicateur de stabilité de la méthode a été évalué en réalisant des dégradations

forcées de solutions de ceftolozane/tazobactam.

= En condition acide, 1 mL d’une solution de ceftolozane/tazobactam a 600/300 pug/mL
a été mélangé a 1 mL d’HCI 1 M pendant 3 heures. L’acide a été neutralisé avec 1 mL
de NaOH 1M et 1 mL d’eau UP a été ajouté pour obtenir une concentration théorique
de 150/75 pg/mL.

= En condition alcaline, 1 mL d’une solution de ceftolozane/tazobactam a 600/300 pug/mL
a été mélangé a 1 mL de NaOH a 0,01 M pendant 15 minutes, puis neutralisé avec 1
mL d’HCI 0,01M, et 1 mL d’eau UP était ajouté pour obtenir une concentration
théorique de 150/75 pg/mL.

= En condition oxydative, une solution de ceftolozane/tazobactam a 600/300 ug/mL a été
mélangée avec 0,5 mL d’une solution d’'H,0O; a 0,3% pendant 2 heures ; 2,5 mL d’eau

UP ont été ajoutés pour obtenir une concentration théorique de 150/75 pg/mL.

= En condition photolytique, une solution de ceftolozane/tazobactam a 150/75 pug/mL a

été exposée pendant 45 min en dessous d’une lampe UV (Vilbert Lourmat®) a 254 nm.

= La dégradation thermique a été réalisée avec une concentration de 150/75 pg/mL de

ceftolozane/tazobactam exposée a une température de 70°C pendant 2 heures.
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La spécificité de notre méthode a été évaluée par I'analyse de solutions de NaCl 0,9% et de
glucose 5%. Une solution de 100 pg/mL de (5-HMF), principal produit de dégradation du

glucose, a également été analysée.

Dilution pour analyse par CLHP : pour les seringues, 100 uL de I'échantillon sont dilués dans

une fiole de 50 mL (avec de I'eau ultrapure) pour obtenir une concentration théorique de
125/62,5 pg/mL. En diffuseur, 500 yL de I'échantillon sont dilués dans une fiole de 100 mL
(avec de I'eau ultrapure) pour obtenir également une concentration théoriqgue de 125/62,5

png/mL.

I11.3.3 Mesure du pH

Les mesures de pH ont été réalisées avec un pHmetre Bioblock Scientific. Une mesure de pH
est réalisée a chaque temps d’analyse, TO, T8, T24 et T48 heures sur une seringue et un
diffuseur. La limite d’acceptabilité a été fixée a + 1 unité de pH, en comparaison avec le pH

mesuré juste apres la préparation de la seringue.

111.3.4  Stabilité physique

La stabilité physique a été évaluée par un examen visuel (recherche de la formation d’'un
précipité et de gaz, ou d’'un changement de couleur) et un examen subvisuel, en mesurant la
turbidimétrie des solutions a l'aide d’'un spectrophotométre UV a trois longueurs d’onde
(350,410 et 550 nm), comme recommandé par la conférence de consensus européenne a

chaque temps d’analyse (Bardin, Astier, Vulto, et al., 2011).

1.4 Résultats

Ill.4.1 Validation de la méthode analytique

Le temps de rétention est de 4,8 minutes pour le tazobactam et de 8,7 minutes pour la
ceftolozane. Un chromatogramme présentant une solution fraichement reconstituée de
ceftolozane/tazobactam est présenté figure 22, ainsi qu’avec les spectres UV de ces deux

molécules.
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Figure 22 : Chromatogramme d'une solution de ceftolozane/tazobactam a 150/75 pg/mL
dans du NaCl 0,9% aprés reconstitution et spectre UV du ceftolozane (en bas a droite),

spectre UV du tazobactam (en bas a gauche) de 190 a 400 nm

L’équation de la courbe de calibration moyenne de la ceftolozane est: y = 146123,9x —
156123,7. L’homogénéité des variances de la courbe de calibration a pu étre démontrée avec
un test de Cochran (Cexp = 0,579 < Cinsw; 3,5 = 0,684). La linéarité a été démontrée avec un R2
> 0,9999. L'ANOVA (non-linéarité) a démontré le bon ajustement d'un modéle linéaire pour
notre méthode (Fexp = 0,26 < Fwnsw,; 3; 100 = 3,71). Toutes les valeurs de répétabilités et de

précisions intermédiaires présentent un CV < 2%.

L’équation de la courbe de calibration moyenne du tazobactam est : y = 74795,3x — 45336,07.
L’homogénéité des variances de la courbe de calibration a pu étre démontrée avec un test de
Cochran (Cexp = 0,643 < Cinsw; 3,5 = 0,684). La linéarité a été démontrée avec un R? > 0,9999.

L'ANOVA (non-linéarité) a démontré le bon ajustement d'un modéle linéaire pour notre
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méthode (Fexp = 0,49 < Funsw, 3; 100 = 3,71). Toutes les valeurs de répétabilités et de précisions

intermédiaires présentent un CV < 2%.

L’ensemble des tests statistiques et de la validation de méthode pour la ceftolozane et le

tazobactam est présenté en annexes 7 et 8.

La stabilité dans le passeur automatique (5°C) a été démontrée avec une variabilité de 0,78%

pour la ceftolozane et de 1,03 % pour le tazobactam au bout de 4 heures.

L’injection de NaCl 0,9% ou de G5% avec notre méthode n’a pu mettre en évidence de pic. A
l'inverse, l'injection d’'une solution de 5-HMF a mis en évidence un pic avec un temps de

rétention de 5,7 minutes.
La capacité indicatrice de stabilité de notre méthode a été testée en utilisant de nombreuses

conditions de dégradation forcée. L’ensemble des chromatogrammes de dégradations forcées

de ceftolozane/tazobactam est présenté figure 23.
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Figure 23 : Chromatogrammes de solution de ceftolozane/tazobactam (150/75 pg/mL) en conditions
stressantes (thermique, oxydative, acide, alcaline, photolytique)

Au total, 13 produits de dégradation ont pu étre observés pour 'ensemble des méthodes de
dégradation forcée. Les principaux pics de dégradation observés sont les pics n°1 et 10. Le
bilan massique et le temps de rétention des produits de dégradation par rapport au pic de

ceftolozane/tazobactam non dégradé sont présentés dans le tableau VI.
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Tableau VI : Balance massique du ceftolozane/tazobactam apres dégradations forcées

Pics (n°) Temps de Rétention Sans Aire
rétention relative dégradation - - - - - - - - - -
(minutes) forcée Degrqdatlon Degrao!anon Degrada}tlon Degrao!atlon Degrada}tlon
acide alcaline oxydative thermique  photolytique
HCI 1M NaOH 0,01M H,0, 0,3% 70°C UV 254 nm
3h 15 min 2h 2h 45 min
Ceftolozane 10,3 1 19420198 18854241 16649319 18300123 14777039 13059731
Tazobactam 55 0,53 5112940 4502063 4543540 5027935 7248606 5330574
1 1,3 0,13 282148 1159262 1662537 6601878 2067031 1406543
2 1,8 0,17 - - - 287295 73182
3 2,4 0,23 - - - 141425 431735 -
4 4,7 0,46 - - - 725342 - -
5 6,2 0,6 - - - 60515 - 127920
6 8,5 0,83 - 55642 125556 - 54474 -
7 11,7 1,14 - - - - - 318890
8 13,8 1,34 - - - - - 72884
9 14,4 1,4 - - - - - 82430
10 17,5 1,7 - 57706 1091901 - - -
11 18,8 1,83 - - - - - 362594
12 20,9 2,03 - 48240 - - - 989371
13 21,1 2,05 - - - - 283596 -
Bilan massique 24815286 24677154 24072853 30857218 25149776 21824119
% dégradation Ceftolozane 3% 14% 6% 24% 33%
% dégradation tazobactam 12% 11% 2% -42% -4%

Aprés l'exposition des solutions de ceftolozane/tazobactam en conditions stressantes,

I'étendue de la dégradation pour le ceftolozane varie de 33 % aprés I'exposition thermique a

3 % en condition acide. Dans les mémes conditions de dégradation, le tazobactam s’est

dégradé de 12% en condition acide a seulement 2% en condition oxydative. Pour deux

conditions (thermique et photolytique), la surface du pic de tazobactam a augmenté.

Le bilan massique est présenté dans le tableau VI. Nous observons que dans toutes les

conditions de dégradation le bilan massique retrouvé est proche du bilan massique initiale, a

I'exception de la dégradation oxydative ou celui-ci est en nette augmentation (avec la présence

du pic n°1 possédant une aire plus importante que le tazobactam, il s’agit du pic d’H»0,).
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lll.4.1  Stabilité chimique

L’évolution de la concentration initiale deceftolozane/tazobactam en seringue et en diffuseur
est présentée dans les tableaux VII et VIIl. La concentration initiale de ceftolozane reste
supérieure a plus de 90% de la concentration initiale au bout de 48 heures quel que soit le
solvant utilisé. En diffuseur, la concentration initiale de ceftolozane reste supérieure a plus de
90 % de la concentration initiale au bout de 24 heures dans le NaCl 0,9% mais pas dans le
G5%. Aprés 48 heures, la concentration restante de ceftolozane est proche de 80% de la

concentration initiale.

En seringue, la concentration de tazobactam n’évolue pas au cours de 'étude. En revanche
en diffuseur élastomérique, la concentration de tazobactam augmente progressivement a
chaque temps d’analyse et dans les deux solvants. L’analyse de la pureté du pic ne permet

pas de mettre en évidence une co-€élution.

Le pH diminue dans toutes les conditions (en seringue et diffuseur, et avec I'utilisation du NaCl
0,9% ou du G5% comme solvant). En seringue, cette variation n’excéde pas 0,26 unité pH
apres 24 heures [5,76 — 5,50] et 0,35 unité a 48 heures [5,76 — 5,41]. En diffuseur, la variation
maximum observée était de 0,49 unité pH au bout de 24 heures [5,95 — 5,46] et de 0,69 unité
pH au bout de 48 heures [5,95 — 5,26] dans le G5%. Pour les diffuseurs comme pour les

seringues, aucune différence de plus d’une unité pH n’a été observée au cours de I'étude.
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Tableau VII : Evolution de la concentration initiale de ceftolozane en seringue et diffuseur,
diluée dans du NaCl 0,9% et dans du G5%

Temps ;
% de la concentration initiale de ceftolozane (moyenne + CV)
Seringue
C°th (S)  cC°réelle
(mg/mL) Solvant Diffuseur me/mL TOh T8h T24h T48h
(D)
S1 59,35 100% * 0,56% 97,54% = 0,33% 94,31% * 1,08% 92,33% * 2,02%
62,5 ON:E/J’ S2 60,12 100% *= 2,84% 94,81% * 2,65% 93,64% + 0,23% 91,60% *+ 0,72%
S3 61,22 100% + 1,68% 96,93% * 1,00% 93,67% * 0,10% 91,60% * 0,49%
S1 59,87 100% + 2,98% 97,57% * 1,26% 94,47% * 0,32% 91,64% * 0,14%
62,5 G5% S2 59,14 100% + 0,46% 98,96% * 2,22% 98,73% * 0,05% 93,22% * 0,56%
S3 58,32 100% * 0,47% 98,85% * 1,00% 95,53% * 0,46% 93,56% * 0,14%
D1 22,42 100% + 2,43% 101,95% + 0,30% 93,26% * 1,96% 80,04% * 3,90%
25 ON:E/J’ D2 23,08 100% + 0,22% 100,01% + 0,54% 90,75% * 0,37% 80,25% * 1,31%
D3 22,95 100% + 0,37% 98,13% * 0,90% 91,31% * 0,08% 83,75% * 1,15%
D1 22,99 100% * 0,98% 97,53% * 0,78% 88,65% * 0,19% 78,92% * 1,62%
25 G5% D2 22,72 100% * 1,16% 97,41% = 0,77% 90,95% * 0,11% 88,29% * 1,12%
D3 22,73 100% * 0,44% 97,63% * 0,41% 88,20% = 0,19% 77,77% % 2,26%
Tableau VIII : Evolution de la concentration initiale de tazobactam en seringue et diffuseur,
diluée dans du NaCl 0,9% et dans du G5%
Temps ;
% de la concentration initiale de tazobactam (moyenne + CV)
Seringue (S .
C°(mg/mL) Solvant B2l ¢ rele Toh T8h T24h T4gh
Diffuseur (D) mg/mL

S1 29,92 100%%0,62%  98,93%+0,28%  99,18%%2,38% 101,25%%2,68%
31,25 NaCl 0,9% S2 29,83 100%+%2,85% 96,52%+2,27%  98,92%%2,69% 100,41%+1,74%
S3 30,79 100%=*1,71%  98,55%+0,99%  98,77%+0,83% 101,07%*0,56%
S1 29,91 100%%3,15% 99,13%*1,19% 99,37%+1,99% 100,96%*0,17%
31,25 G5% S2 29,64 100%+0,53% 100,34%+2,62% 103,87%%0,18% 102,75%*0,68%
S3 29,04 100%+£0,52% 100,42%+1,05% 100,53%%2,03% 103,07%%0,12%
D1 11,40 100%+3,93% 105,07%+0,27% 108,61%+1,00% 114,36%+4,22%
12,5 NaCl 0,9% D2 11,54 100%+0,25% 105,25%+0,57% 109,86%+0,25% 115,72%+1,27%
D3 11,37 100%%0,28% 103,42%%0,82% 109,19%+0,65% 120,03%+1,13%
D1 11,48 100%+0,87% 103,07%+0,71% 109,20%+1,01% 116,09%+1,41%
12,5 G5% D2 11,45 100%+1,17% 102,95%+0,76% 110,08%+1,33% 117,85%+0,93%
D3 11,32 100%%0,26% 103,14%+0,45% 109,34%%1,29% 115,87%+2,14%
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111.4.2  Stabilité physique

Les mesures d’absorbance effectuées par le spectrophotometre sont présentées dans le
tableau IX. L’analyse subvisuelle ne révéle aucune modification a 550 nm au cours de 'étude
gue ce soit pour les solutions diluées dans du NaCl 0,9% ou du G5%. A 350 et 410 nm, nous
observons un accroissement de I'absorbance dés 8 heures en diffuseur et au bout de 24

heures en seringue.

Tableau IX : Mesure de 'absorbance des solutions de ceftolozane/tazobactam au cours de

I'étude de stabilité

Absorbances
Toh T8h T24 h T48h
350 nm
NaCl 0,9% S 2,555 2,684 2,9567 3,031
G5% S 2,501 2,655 2,932 3,098
NaCl 0,9% D 1,006 1,241 1,757 2,322
G5% D 1,013 1,277 1,904 2,551
410 nm
NaCl 0,9% S 0,121 0,121 0,093 0,204
G5% S 0,111 0,091 0,098 0,213
NaCl 0,9% D 0,041 0,061 0,115 0,195
G5% D 0,05 0,082 0,181 0,339
550 nm
NaCl 0,9% S 0,007 0,005 0,007 0,008
G5% S 0,001 0,001 0,002 0,008
NaCl 0,9% D 0,001 0,002 0,004 0,003
G5% D 0,004 0,009 0,002 0,009

Aucune formation de précipité ou de gaz n’a été observée au cours de I'étude. Au bout de 24
heures, un jaunissement a été observé pour les solutions de ceftolozane/tazobactam en
diffuseur (observé dans le NaCl 0,9% et le G5%) (Figure 24).
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Figure 24 : Diffuseur de ceftolozane/tazobactam a T Oh (gauche) et a T 24h (droite) dilué
dans du G5%

I11.5 Discussion

Pour le dosage du ceftolozane/tazobactam, nous avons utilisé une méthode adaptée des
travaux de Kratzer et al (Kratzer, Rothe et Dorn, 2019). Notre méthode a été validée avec des
coefficients de variation inférieurs a 2% en termes de répétabilité, précision intermédiaire que
ce soit pour le ceftolozane ou le tazobactam. Mais le caractéere indicateur de stabilité est
incomplet, en effet nous avons un des produits de dégradation du ceftolozane qui posséde le
méme temps de rétention que le tazobactam, entrainant une augmentation artificielle de la
concentration de celui-ci au cours de I'étude due a une co-élution. Ce produit de dégradation

a été observé lors de la dégradation forcée par la chaleur.

Afin de régler ce probléme, un changement de la méthode analytique est indispensable, avec
par exemple un changement du mode d’élution : passage d’'un mode isocratique & une élution
en gradient afin de pouvoir séparer correctement les produits de dégradation avec les pics
d’'intéréts. Mais le colt d'une telle étude peut étre conséquent. Le prix d’'un flacon de
ZERBAXA® est de 93,42 € TTC. De plus, une rupture mondiale depuis le 7 décembre 2020
est en cours sur ce médicament ( Disponibilité des produits de santé - ZERBAXA 0,1 g/0,5 g|, poudre
pour solution a diluer pour perfusion - ANSM 2020, ) empéchant la réalisation d’étude

complémentaire.
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Pour notre étude en seringue polypropyléne, nous pouvons conclure avec une marge de
sécurité que le ceftolozane/tazobactam présente une stabilité physico-chimique sur 48 heures.
D’un point de vue clinique, cela correspond a une posologie normale de 3/1,5 g/j que 'on peut
administrer sur 24 heures. Pour rappel, la réalisation d’'une seringue a forte posologie, soit 6/3
g/j de ceftolozane/tazobactam n’est pas possible pour le moment car il faut reconstituer 6
flacons de ZERBAXA®. Avec le déplacement de volume, cela correspond a un volume de 67,2
mL, rendant impossible la réalisation d’'une seringue de 50 mL, utilisée lors des administrations
continues en pousse-seringue électrique. Pour l'utilisation d’une forte posologie, il faut donc

préparer deux seringues/jour avec un changement toutes les 12 heures.

Pour les diffuseurs, avec la concentration de tazobactam qui ne correspond pas a la
concentration réelle présente dans le diffuseur, la détermination de la stabilité est plus délicate.
Nous observons une influence du solvant sur la stabilité du ceftolozane en diffuseur avec
moins de 90% de la concentration initiale de ceftolozane présent dans les diffuseurs dilués
avec du G5% au bout de 24 heures. Mais conclure a une stabilité sur 24 heures dans le NaCl
0,9%, est délicat puisque méme si la concentration initiale de ceftolozane reste supérieure a
90%, nous sommes trés proche de la valeur limite (S2: 90,75% * 0,37%). De plus, nous
observons un changement physique important avec un jaunissement, et une modification
subvisuelle a 350 et 410 nm et la concentration réelle de tazobactam est inconnue, en raison

de la co-élution d’'un produit de dégradation du ceftolozane avec le pic de tazobactam.

Il existe un point de comparaison grace a I'étude de stabilité de la pipéracilline/tazobactam
réalisée précédemment. Dans cette étude, en diffuseur, avec le NaCl 0,9% ou le G5%, le
tazobactam conservait plus de 95% de sa concentration initiale au bout de 24 heures. A noter
gue la concentration de tazobactam en diffuseur était de 8,33 mg/mL contre 12,5 mg/mL pour
I'association avec le ceftolozane. Pour le moment, nous pouvons donc conclure a une stabilité
en diffuseur dans les 2 solvants de 8 heures, les projections tendent que la possibilité d’'une
stabilité a 12 heures est hautement probable mais la réalisation d’'une étude complémentaire

est nécessaire.

Une étude intéressante a été réalisée par Raby et al, dans laquelle la stabilité du
ceftolozane/tazobactam en diffuseur a été étudiée a plusieurs concentrations, températures et
uniguement dans du NaCl 0,9% (Raby, Naicker, Sime, et al., 2020). Nous avons un point de
comparaison avec I'étude a 37°C a la méme concentration, Raby et al. retrouvent plus de 93%
de la concentration initiale de ceftolozane et plus de 95% de la concentration initiale de
tazobactam au bout de 24 heures. Mais la validation de la méthode n’est pas décrite, (non

sélectionné dans Stabilis®). Les auteurs notent également un changement de couleur mais
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uniguement a 48 heures. Cette donnée contradictoire devra étre clarifiée par la réalisation

d’études complémentaires dés la remise a disposition du ZERBAXA® au niveau mondial.

I11.6 Conclusion

En seringue polypropyléne, la ceftolozane/tazobactam est stable pendant 48 heures dans du
NaCl 0,9% ou du G5%, a une concentration de 62,5/31,25 mg/mL (3/1,5 g dans 48 mL) a
température ambiante. Pour un retour a domicile, la stabilité en diffuseur élastomérique a été
validée dans du NaCl 0,9% et du G5% a 37°C a une concentration de 25/12,5 mg/mL (3/1,5¢g

dans 240 mL) sur une période de 8 heures.
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V. Méropénem

Une communication affichée intitulée « Physicochemical stability of meropenem in
Polypropylene Syringes at 41.7 mg/mL for Intensive Care Units » a été présentée au 25¢me
congrés de 'EAHP (mars 2021) (Annexes 10 et 11)

IV.1 Introduction

Le méropénem (Figure 25) est une carbapénéme, antibiotique appartenant a la famille des B-
lactamines. Le méropénem est disponible en flacon de poudre pour usage parentéral de 1 g.
Le flacon contient comme excipient du carbonate de calcium. Le méropénem s’administre en
bolus, en perfusion intraveineuse, dilué dans du NaCl 0,9% ou du G5%. La posologie est
variable, de 1 g 3 fois par jour jusqu’a 2 g 3 fois par jour pour les infections séveres, en

perfusion de 15 a 30 minutes.

Figure 25 : Structure chimigue du méropénem

Les flacons doivent étre reconstitués avec de I'eau ppi pour obtenir une concentration de 50
mg/mL. Dans le cas d’une administration en perfusion, la reconstitution peut s’effectuer

directement avec la solution de perfusion (NaCl 0,9% ou G5%) (Trissel's Handbook).

Les données de stabilité fournies par les laboratoires indiquent des stabilités courtes et
variables. Pour la solution reconstituée, la stabilité est de 1 heure (Maco Pharma), 2 heures

(Arrow et Panpharma) ou 3 heures (Kabi et Aurobindo).

La stabilité des perfusions dans NaCl 0,9% ou G5% dans une plage de concentration de 1 a
20 mg/mL varie selon les solvants et les laboratoires. Dans le NaCl 0,9%, la stabilité varie de
1 heure (PanPharma et Maco Pharma), 4 heures (Arrow) a 6 heures (Aurobindo). Dans le
G5%, la stabilité varie de 30 minutes (Aurobindo), 1 heure (Maco Pharma et Kabi), 4 heures

(Arrow) a 6 heures (Aurobindo). Aucune donnée n’est disponible a plus forte concentration.
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(« Meropenem- Summary of Product Characteristics. Update 2016, Arrow générique », ;
« Meropenem- Summary of Product Characteristics. Update 2017, Frésénius Kabi », ; « Meropenem-
Summary of Product Characteristics. Update 2019, Aurobindo Pharma », ; « Meropenem- Summary of
Product Characteristics. Update 2019, Maco Pharma. », ; « Meropenem- Summary of Product
Characteristics. Update 2019, Panpharma », )

De nombreuses études de stabilité ont été publiées avec des stabilités a température ambiante
ne dépassant pas 24 heures, avec 2 facteurs influencant la stabilité : la concentration et le
solvant. La stabilité semble diminuer quand la concentration s’éléve et elle est moins bonne
dans le glucose 5%.

A forte concentration (de I'ordre de 40 mg/mL), quelques études ont été publiées :

* en contenant verre
- dans I'eau ppi 40 mg/mL : 12 heures (Berthoin, Le Duff, Marchand-Brynaert, et al., 2010)
- dans I'eau ppi 50 mg/mL : 8 heures (Patel et Cook, 1997)
- dans du NaCl 0,9% 50 mg/mL : 8 heures (Patel et Cook, 1997)
- dans du G5% 50 mg/mL : 3 heures (Patel et Cook, 1997)
= en contenant élastomérique
- dans I'eau ppi 64 mg/mL : 5 heures (Viaene, Chanteux, Servais, et al., 2002)
= en seringue polypropyléne
- dans du NacCl 0,9% 40 mg/mL : 4 heures (Curti, Souab, Lamy, et al., 2019)
- dans du NaCl 0,9% 40 mg/mL : 8 heures (Carlier, Stove, Verstraete, et al., 2015)

Seules deux études ont été réalisées en seringue polypropylene a 40 mg/mL avec des
résultats contradictoires (4 heures et 8 heures) (Carlier, Stove, Verstraete, et al., 2015; Curti,
Souab, Lamy, et al., 2019). Le produit étant instable, la préparation d’'une seringue sur 24 heures

n’est pas envisageable, la pratique actuelle étant d’'une seringue toutes les 6 heures.

IV.2 Objectif

Le but de ce travail est d’étudier la stabilité physico-chimique du méropénem dilué dans du
NaCl 0,9% ou dans du G5% pendant 8 heures a 41,7 mg/mL soit 2 g dans 48 mL dans une
seringue en polypropyléne, éxposé a la lumiére et stocké a température ambiante pour une

administration en perfusion continue en service de réanimation.
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IV.3 Matériels et méthodes

IV.3.1  Produits chimiques et réactifs

L’acétate d’ammonium (Merck ; lot : A1426116916), I'acide acétique glacial (VWR Chemical ;
lot : 19F054008) et I'acétonitrile (Carlo Erba ; lot: 17J231482) ont été utilisés pour la phase
mobile. L'hydroxyde de sodium 1 M (VWR Chemicals ; lot : 190423C004), I'acide chlorhydrique
1M (VWR Chemical ; lot: 190403C001) et le peroxyde d'hydrogéne 30% (Merck ; lot :
K48743810713) ont été utilisés pour la dégradation forcée. L'eau utilisée pour la
chromatographie a été obtenue a partir d'un systeme d'osmose inverse (Millipore Iberica,
Madrid, Espagne). Méropénem 1 g, poudre pour usage parentéral (Panpharma; lot
MFR1020), NaCl 0,9%, flacon de verre de 250 mL (Chaix et du Marais, Lavoisier, lot : 9F582)
ou G5%, flacon de verre de 250 mL (Chaix et du Marais, Lavoisier, lot : 9F591) et I'eau pour
injection 500 mL (Chaix et du Marais, Lavoisier, lot : 0F564) ont été utilisés pour les solutions
d'essai, la dégradation forcée et la validation de la méthode d'analyse.

IV.3.2 Préparation des solutions et dilution pour analyse

Trois seringues, pour chaque condition, ont été préparées a une concentration de 41,7 mg/mL
(2 g de méropénem dans 48 mL). La reconstitution de la poudre se fait directement avec le
solvant de perfusion. Apres prélévement d’un échantillon (trois par seringue a chaque temps
d’analyse), une dilution au 1/200 est réalisée (500 puL dans 100 mL) avec I'obtention d’'une

concentration théorique de 208,5 pg/mL avant analyse par CLHP.

IV.3.3 Méthode CLHP

Les solutions de méropénem sont analysées par une méthode CLHP en phase inverse
indicatrice de stabilité, adaptée de la méthode de Elkhaili et al. (Elkhaili, Niedergang, Pompei, et
al., 1996). La phase stationnaire utilisée était une colonne C18 LiChrospher® 100 RP-18,
LiChroCART® de 12,5 cm de long, 4,6 mm de diameétre et contenant des particules de silice
de 5 ym (Analytical Chromatography, Merck). La phase mobile est constituée d’'un tampon
d’acétate d’ammonium (10.53 mM) ajustée a pH = 4,0 avec de I'acide acétique glacial et de
I'acétonitrile avec un ratio 95/5 v/v. Le débit est de 1 mL/min, avec un volume d’injection de 10
ML. La détection est réalisée a une longueur d’'onde de 297 nm. La température de I'injecteur

est fixée a 5°C et la température de la colonne a 30 °C.

La linéarité a été évaluée avec cing concentrations (50, 100, 150, 200 et 250 ug/mL) de
méropénem dilué dans de I'eau pour préparation injectable. Cette gamme étalon a été réalisée

trois fois pour déterminer la linéarité et obtenir une équation de la courbe d’étalonnage
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moyenne. La répétabilité a été évaluée, comme recommandé par la Conférence Internationale
d’Harmonisation (ICH) Q2 (R1), sur trois concentrations (50, 150 et 250 ug/mL)(« ICH Validation
of Analytical Procedures Q 2 (R1)Guidelines 2005 », 2006). La fidélité intermédiaire a été évaluée
en réalisant la répétabilité trois fois. La stabilité d’'une solution de méropénem dans I'auto-
sampler a été évaluée sur une période de 3 heures.

Le caractere indicateur de stabilité de la méthode a été évalué en réalisant des dégradations

forcées de solutions de méropénem :

= En condition acide, 1 mL d’'une solution de méropénem a 600 pug/mL a été mélangé a
1 mL d’HCI 0,1 M pendant 10 minutes. L’acide a été neutralisé avec 1 mL de NaOH
0,1M et 1 mL d’eau UP a été ajouté pour obtenir une concentration théorique de 150

pg/mL.

= En condition alcaline, 1 mL d’une solution de méropénem a 600 pg/mL a été mélangé
a 1 mL de NaOH a 0,01M pendant 20 minutes, puis neutralisé avec 1 mL d’'HCI 0,01M,

et 1 mL d’eau UP était ajouté pour obtenir une concentration théorique de 150 pg/mL.

»= En condition oxydative, une solution de méropénem a 600 pg/mL a été mélangée avec
0,5 mL d’une solution d’H.0 a 0,3% pendant 5 min ; 2,5 mL d’eau UP ont été ajoutés

pour obtenir une concentration théorique de 150 pg/mL.

= En condition photolytique, une solution de méropénem a 150 pug/mL a été exposée

pendant 1 heure en dessous d’une lampe UV (Vilbert Lourmat®) a 254 nm.

» La dégradation thermique a été réalisée avec une concentration de 150 pg/mL de

méropénem expose a une température de 50°C pendant 1 heure.

La spécificité de notre méthode a été évaluée par l'analyse de solutions de NaCl 0,9% et de
glucose 5%. Une solution de 100 ug/mL de (5-HMF), principal produit de dégradation du

glucose, a également été analysée car elle a une absorbance maximale de 284 nm.

IV.3.4 Mesure de pH

Les mesures de pH ont été réalisées avec un pHmetre Bioblock Scientific. En raison du volume
limité disponible dans une seringue, seule une mesure de pH est réalisée a chaque temps
d’analyse, TO, T4 et T8 heures. La limite d’acceptabilité a été fixée a + 1 unité de pH, en

comparaison avec le pH mesuré juste apres la préparation de la seringue.
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IV.3.5 Stabilité physique

La stabilité physique a été évaluée par un examen visuel (recherche la formation d’un précipité

et de gaz, ou d’'un changement de couleur) et un examen subvisuel, en mesurant la

turbidimétrie des solutions a I'aide d’un spectrophotomeétre UV a trois longueurs d’onde (350,

410 et 550 nm), comme recommandé par la conférence de consensus européenne a chaque

temps d’analyse (Bardin, Astier, Vulto, et al., 2011).

IV.4 Résultats

IV.4.1 Validation méthode analytique

La courbe de calibration du méropénem est linéaire, le coefficient de corrélation est de 0,9999

avec pour équation de la courbe d’'étalonnage moyenne : y = 116901,9 X + 134765,4. La

répétabilité exprimée en écart-type relatif était comprise entre [0,08% - 1,04%] a 50 pg/mL,
[0.06% - 1,30%] a 150 pg/mL et [0,09% - 0,84%] a 250 pg/mL. La fidélité-intermédiaire

exprimée en écart-type relatif était comprise entre [0,71% - 1,13%]. L’ensemble des tests

statistiques pour la validation de la méthode est présenté en Annexe 11.
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Figure 26 : Chromatogramme d'une solution de méropénem a 208,5 pg/mL dans du NacCl

0,9% fraichement reconstitué et spectre UV du méropénem de 220 a 400 nm
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La stabilité dans le passeur automatique (5°C) a été démontrée avec un taux de dégradation
inférieur & 1% au bout de 180 minutes avec une solution de méropénem a 150 pg/mL. Un
chromatogramme d’une solution de méropénem a 150 pg/mL, sans dégradation forcée, est
présenté figure 26. Le méropénem a un temps de rétention de 8,2 minutes et présente un

maximum d’absorption a 297 nm.

La spécificité de la méthode a été démontrée avec des solutions de NaCl 0,9% et de G5%,
aucun pic n'a été observé. Un pic avec un temps de rétention de 1,1 minutes a été retrouvé

avec la solution de 5-HMF.

La capacité indicatrice de stabilité de notre méthode a été testée en utilisant de nombreuses
conditions de dégradation forcée. L'ensemble des chromatogrammes de dégradation forcée
de méropénem est présenté figure 27. Au total, 7 pics de produits de dégradation ont pu étre
observés pour I'ensemble des méthodes de dégradation. Les deux pics de dégradation
principaux observés sont: le pic n°6 (dégradation thermique) et le pic n°3 (dégradation
oxydative et photolytique). Le bilan massique et la rétention des produits de dégradation par
rapport au pic de méropénem non dégradé sont présentés dans le tableau X. Aprés
dégradation forcée, I'étendue de la dégradation était de 8 % en condition acide, 5 % en
condition alcaline, 44 % en condition oxydante, 10 % en condition thermique et 8 % en

condition photolytique.

Seuls les bilans massiques des dégradations alcaline et surtout thermique permettent de

récupérer une surface initiale observée lors d’absence de dégradation.
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Figure 27 : Chromatogrammes de solutions de méropénem (150 pg/mL) en conditions stressantes

(thermique, oxydative, acide, alcaline, photolytique), produits de dégradation signalé par les fleches bleues.
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Tableau X : Balance massique de solution de méropénem a 150 pug/mL apres dégradation

forcée
Pics (n°) Temps de Rétention Sans Aire
rétention relative  degradation pggradation Dégradation Dégradation Dégradation Dégradation
(minutes) forcee acide alcaline oxydative thermique  photolytique
HCIOIM — NaOHO.IM  H,0,03% 50001y 254 nm 1h
10 min 20 min 5 min
Méropénem 8,2 1 17284190 15827244 16500388 9760789 15568440 14238459
1 1,34 0,17 - - 29393 - 11782
2 1,59 0,2 21249 32126 27192 31286 30595
3 1,86 0,23 - - 185238 - 29814
4 3,53 0,44 32094 24751 450836 - 83094
5 4,55 0,57 - - - - 61449
6 4,93 0,62 - - - 556301 -
7 11,61 1,45 - - - - 66748
Total bilan massique 17284190 15880587 16557265 10453448 16156027 14521941
% dégradation 8% 5% 44% 10% 8%

IV.4.2 Stabilité chimique

L’évolution de la concentration de méropénem exprimée en pourcentage de la concentration

initiale en seringue est présentée tableau XI. Au bout de 8 heures, la concentration de

méropénem dilué dans du NaCl 0,9% est supérieure a 90 % de la concentration initiale. Pour

les solutions de méropénem dilué dans du G5%, la concentration reste supérieure a 90 % de

la concentration initiale au bout de 4 heures. Elle n’est plus que de 85 % au bout de 8 heures.

Aucun pic observé pendant la dégradation forcée n’a été retrouvé durant I'étude.

Tableau XI : Evolution de la concentration initiale de méropénem en seringue, dilué dans du
NaCl 0,9% et dans du G5%

Temps ; % de la concentration initiale de méropénem

(moyenne + CV)

C°th

(mg/mL)

C° réelle

Solvant

mg/mL

Seringue (S)

TOh

T4h

T8h
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40,87 S1 100% * 1,29% 98,64% * 0,88% 95,12% * 0,08%
41,7 31’ 39;[ 41,83 52 100% % 0,20% 94,82% * 0,20% 91,06% * 0,72%
40,93 S3 100% *+ 0,18% 97,95% * 0,13% 92,81% * 1,21%
39,81 S1 100% * 1,88% 94,83% * 0,91% 86,14% * 0,08%
41,7 G5% 40,56 S2 100% * 1,40% 94,05% * 0,13% 86,14% * 0,15%
40,79 S3 100% * 0,06% 92,50% * 0,18% 85,31% * 0,03%

Le pH a augmenté de 0,1 unité pour les solutions de méropénem diluées dans du NaCl 0,9%
au bout de 8 heures (de 7,55 a 7,65). Le pH a diminué de 0,19 unité au bout de 8 heures pour

les solutions de méropénem diluées dans du G5% (de 7,79 & 7,60).

IV.4.3 Stabilité physique

Aucune formation de précipité ou de gaz n’a été observée au cours de I'étude. Au bout de 8
heures, un Iéger jaunissement a été observé pour les seringues de méropénem diluées dans
du NaCl 0,9%. Au bout de 8 heures, les solutions de méropénem diluées dans du G5% sont

devenues jaune-orange (Figure 28).

TOH T8 H TOH T8 H

Figure 28 : Seringue de méropénem dilué dans du NaCl 0,9% a TOh et T8h (gauche) et dilué
dans du G5%, TOh et T8H (droite)

Pour I'analyse subvisuelle, aucune modification majeure n’a été observée a 350, 410 et 550
nm au cours de I'étude pour les seringues de méropénem diluées dans du NaCl 0,9%.
L’analyse subvisuelle des solutions diluées dans du G5% réveéle un accroissement de

I'absorbance a 410 et & 550 nm au bout de 8 heures.
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IV.5 Discussion

Notre méthode adaptée des travaux de Elkhaili et al. a été validée comme indicatrice de
stabilité (Elkhaili, Niedergang, Pompei, et al., 1996). Le bilan massique des dégradations forcées
acide, oxydative et photolytique ne permet pas de retrouver la surface initiale de méropénem.
Cela peut s’expliquer par une perte de chromophores lors de ces dégradations. La répétabilité,
la précision intermédiaire, ainsi que I'ensemble des mesures de concentrations réalisées lors
de notre étude présentent des coefficients de variation inférieurs a 2 %. Cette étude retrouve
des résultats similaires avec celle réalisée par I'équipe de Carlier et al., avec une stabilité du
méropénem de 8 heures en seringue dilué dans du NaCl 0,9% (Carlier, Stove, Verstraete, et al.,
2015). Cette étude confirme également l'influence du solvant, avec une diminution de la
stabilité du méropénem lorsqu’il est dilué dans du G5% (de Souza Barbosa, Capra Pezzi, Tsao, et

al., 2020).

IV.6 Conclusion

Dans le G5%, le méropénem présente une instabilité chimique et physique ne permettant pas
de réaliser des perfusions continues en seringue polypropyléne plus longues que 4 heures. Le
méropénem est stable a 41,7 mg/mL dans des seringues en polypropyléne dilué dans du NaCl
0,9% pour une durée de 8 heures. Cette donnée permet de réaliser des perfusions continues

de méropénem de 8 heures trois fois par jour en service de soins critiques.
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V. Céfidérocol

Préambule : L’étude de stabilité, pour le céfidérocol est présentée sous un format d’article.
(Accepté en juillet 2021 a 'European Journal of Hospital Pharmacy EJHP).

Les tests statistiqgues pour la validation de la méthode du céfidérocol sont présentées en
annexe 12.
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ABSTRACT

Introduction Cefiderocal is a new siderophore time-
dependent antibiotic of last resort. The manufacturer
reports a stability of 6 hours for the infusion solution
diluted in normal saline (NS) or dextrose 5% in

water (DSW) for a concentration between 7.5 and
20mg/mL. Optimising its effectiveness by continuous
infusion is crucial. The aim of this work was to study
the physicochemical stability of cefiderocol diluted

in NS or DSW in polypropylene syringes for 48 hours
at a concentration of 62.5 mg/mL stored at room
temperature, protected or not from light.

Materials and methods Three preparations for
each condition were performed. At each time of the
analysis, one sample for each preparation was analysed
in triplicate by a validated high performance liquid
chromatography method coupled to a photodiode array
detector at 260 nm. Particle contamination, absorbance
measurement, visual inspection and pH measurement
were assessed. The limit of stability was set at 90% of
the initial concentration, without physical modification.
Results The linearity was validated with an R? of
0.9999. The coefficients of variation for repeatability
and intermediate precision were less than 2%. In NS
and D5W, cefiderocol retained more than 90% of

the initial concentration after 12 hours in syringes,
exposed or not to light. Two degradation products (nos
2 and 11, observed during forced degradation) were
detected during the stability study. The absorbance

at 410nm increased progressively, regardless of the
storage conditions. The particulate contamination test
met the specifications of the container. pH values were
all between 5.22 and 5.32. No visual changes were
detected.

Conclusion In polypropylene syringes, cefiderocol
62.5mg/mL (3g in 48 mL) diluted in NS or D5W was
stable for 12 hours at room temperature. These new data
allow the use of cefiderocol in continuous infusion.

INTRODUCTION

Cefiderocol is a new cephalosporin approved by the
European Medicines Agency in 2020." It is used as
an antibiotic of last resort to treat an infection caused
by a carbapenemase-producing Gram-negative
bacterium. The spectrum also covers Pseudomonas
aertginosa and non-fermentative bacteria such as
Acinetobacter bawmanii and  Stenotrophomonas
maltophilia. Cefiderocol has the ability to bind to
free extracellular iron via the siderophore on its
side chain (figure 1), allowing active transport into
the periplasmic space of Gram-negative bacteria

through iron chelation systems.” Cefiderocol then
binds to penicillin-binding protein. It is the sidero-
phore group that protects cefiderocol from carbap-
enemases such as oxacillin carbapenemase, New
Delhi metallo-B-lactamase and Verona integron-
encoded metallo-B-lactamase.* *

The recommended dosage for treating infections
is 6 g per day, divided into three injections, with an
infusion time of 3 hours. The manufacturer reports
a stability of 6hours for the infusion solution
(diluted in normal saline (NS) or dextrose 5% in
water (D5W)) for a concentration between 7.5 and
20 mg/mL and stored at room temperature.’

Patients in intensive care units (ICUs) are a popu-
lation at risk. For pathophysiological reasons, most
patients have fluid restriction, which does not allow
high-volume infusions.”™ Drugs are administered
in small volumes and in flow-controlled syringes.
However, administration in a small volume leads to
very concentrated solutions—for example, for cefid-
erocol a concentration of 62.5 mg/mL is obtained
(3 g diluted in 48mL). To the best of our knowl-
edge, no stability studies have been performed at
such high concentrations.

Cefiderocol belongs to the B-lactam class and is
therefore a time-dependent antibiotic. The aim of
the treatment is to rapidly reach a concentration
of 4 times the minimum inhibitory concentration
and to maintain this concentration for the duration
of the treatment period.” Optimising its effective-
ness by continuous infusion is therefore crucial.'’
However, this approach needs to be validated with
a stability study.

The aim of this work was to study the physi-
cochemical stability of cefiderocol diluted in NS
or D5W in polypropylene syringes for 48 hours
at a concentration of 62.5mg/mL stored at room
temperature, protected or not from light, in order
to simulate the administration by infusion in an
ICcu.

MATERIALS AND METHOD

Chemicals and reagents

Potassinm  dihydrogen  phosphate  (KH,PO,)
(Merck; batch: AM1089577747), methanol for
high performance liquid chromatography (HPLC)
(Carlo Erba; batch: V0D04260D) and ortho-
phosphoric acid (VWR; batch 17B174014) were
used for the mobile phase. Hydrochloric acid
1 M (VWR Chemicals; batch: 200618C011),
sodium hydroxide 1 M (VWR Chemicals; batch:
200416C004) and hydrogen peroxide 30% (Merck;

BM)
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Figure 1  Structure—activity relationships for cefideracol

barch: K48743810713) were used for the forced degradation.
Cefiderocol (Fetcroja) 1g, powder for injection, for intravenous
use (Shionogi; batch: FEFR0120), NS 250 mL glass vial (Chaix
et du Marais, Lavoisier, batch: 9F582) and D5W 250 mL glass
vial (Chaix et du Marais, Lavoisier, batch: 9F591) were used
for preparation of syringes. Water for injection 500mL (Chaix
et du Marais, Lavoisier, batch: 0F564) and Water for chroma-
tography (obtained from a reverse osmosis system) (Millipore
Iberica, Madrid, Spain) were used for test solutions and dilu-
tion. Toluene-sulfonic acid sodium for synthesis (Merck; batch:
57975925108); sucrose 24% (Algopedol) (PEDCO Pharma;
batch: 04220) were used to assess the specificity.

Preparation of test solutions

All manipulations were performed under a biological safety
cabinet. As recommended by the summary of product charac-
teristics, cefiderocol should be reconstituted with 10mL NS or
D5W to obtain a 89.3 mg/mL solution of cefiderocol (11.2mL
displacement volume).® For cost reasons, a single vial was recon-
stituted and then filled with the same solvent to a volume of
16mL in a polypropylene syringe (Omnifix, B Braun; 20mL;
batch: 20M09C8) to obtain a concentration of 62.5 mg/mL. This
allows simulation of a 48 mL syringe at 62.5 mg/mL (real condi-
tion) without using three vials.

Chemical stability

HPLC assay

Cefiderocol solutions were analysed by stability-indicating
reversed-phase HPLC (RP-HPLC) with photodiode array
detection, adapted from a method developed in our labo-
ratory for the determination of cefrazidime/avibactam. The
HPLC system consisted of an ELITE LaChrom VWR/Hitachi
plus aurosampler, a VWR photodiode array (PDA) detector
L-2455 and a VWR L-2130 HPLC pump. The column used
was LiChrospher 100 RP-18, LiChroCART 125-4, length
12.5 cm and particle size 5 um (Analytical Chromatography,
Merck). The photodiode array detector evaluates the UV
spectrum of the chromatographic column effluent every
0.4s. The wavelength of the analysis spectrum was between
190 and 400nm. Data acquisition and peak interpretation
was performed with the EZChrome Elite software (VWR,
Agilent). The mobile phase consisted of 0.05 mol/L buffer
KH,PO, (A) and methanol (B). The pH of the mobile phase
was adjusted to pH 3 with orthophosphoric acid. This was
a gradient method: the gradient starts with a ratio of 83/17
(A/B), then linearly changes to 70/30 at T7 min and is main-
tained until T15 min, changes again to 83/17 at T17 min and
is maintained until the end of the analysis at T20 min. The
flow rate was set at 1.5 mL/min, with an injection volume
of 50 uL. The detection wavelength was set at 260 nm. The

temperature of the injector was set at 5°C and the tempera-
ture of the column oven at 30°C.

Validation method

The calibration curve was constructed from the plots of peak
area versus concentration obtained from the manufacturer’s
powder. The linearity of the method was evaluated with five
concentrations (25, 37.5, 50, 62.5 and 75pg/ml) of cefid-
erocol, diluted in ultrapure water. For the calibration curves, the
homogeneity of the variances was evaluated with a Cochran test
whose significance level was set at p<0.05. An analysis of vari-
ance (ANOVA) of the linear regression data was performed to
assess the significance (p<0.05) of the proposed method. The
intra-day repeatability was evaluated as recommended by the
International Conference on Harmonisation (ICH) Q2 (R1)"
using three determinations for each concentration at 25, 50 and
75 ug/mL. For inter-day precision, three determinations for each
concentration at 25, 50 and 75 ug/mL of cefiderocol solutions
were assayed daily on three different days.

Forced degradation and specificity

The stability-indicating capability was evaluated by analysing

forced degraded cefiderocol solutions. The aim of this forced

degradation was to obtain degradation products with retention
times different from those of cefiderocol. The objective was to
obtain a degradation close to 20% of our molecule of interest.'

Conditions for the degradation of cefiderocol were as follows:

» Acidic condition: 1 mL of a 200 pug/mL cefiderocol solution
was diluted with 1 mL HCI 1 M, stored at room temperature
for 15 hours, neutralised by 1mL NaOH 1 M and diluted
with 1mL ultrapure water to obtain a theoretical concentra-
tion of 50 pg/mL.

» Alkaline condition: 1 mL of a 200 pg/mL cefiderocol solution
was diluted with 1 mL NaOH 0.01 M, stored at 20-25°C for
5 min, neutralised by 1mL HCl 0.01 M and diluted with
1mL ultrapure water to obtain a theoretical concentration
of 50 pg/mL.

» Oxidative degradation: 1 mL of a 200 pg/mL cefiderocol
solution was diluted with H O, 0.3% 1mlL, stored at 35°C
for 1hour and diluted with 2 mL ultrapure water to obtain a
theoretical concentration of 200 pg/mL.

» Heat degradation: a solution of 50 pg/ml of cefiderocol was
exposed to a temperature of 80°C for 2 hours. The solution
was analysed directly without dilution.

» Photolytic degradation: a 50 pg/ml cefiderocol solution was
exposed to a UV source of 254 nm for 30 min. The solution
was analysed directly without dilution.

The specificity of our method was evaluated with the anal-
ysis of NS, D5W and water for injection solutions. A 100 ug/
mL solution of 5-hydroxymethylfurfural, the main degradation
product of dextrose, was also analysed as it has a maximum
absorbance of 284 nm. A solution of sodium tosylate at 100 pg/
mL and sucrose was also analysed, as this is the main excipient
found in the manufacturer’s powder.’

Physical stability

Physical stability was defined as the absence of particulate
formation, haze, colour change and gas evolution. The samples
were visually inspected against a white/black background with
unaided eye at each analysis time. The subvisual aspect was
assessed by using a UV spectrophotometer (Safas Monaco UV
m?2). The absorbance was measured at 350, 410 and 550nm
as recommended by the guidelines of the European consensus
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Figure 2 Chromatogram of cefiderocol after reconstitution and UV spectrum.

conference." Physical stability was also assessed by performing
a particulate contamination test (Particle counter; PAMAS
SVSS) at the beginning and end of the study. According to the
criteria of the European Pharmacopoeia, preparations of a
volume <100 mL comply with the particulate contamination test
if the number of particles measured does not exceed 6000 parti-
cles of =z10pum per container and 600 particles of =25 um per
container."® These criteria are used for polypropylene syringes
which have a volume less than 100 mL.

Study design

Stability was monitored according to the French Society of Clin-
ical Pharmacy (SFPC), the Group of Evaluation and Research
for Protection in Areas Under Control (GERPAC) recommen-
dations and ICH guidelines." '* The stability of cefiderocol was
determined at four time points: after reconstitution (T0 hours)
and then at T12, T24 and T48 hours. According to these recom-
mendations, for each storage condition three preparations were
produced (ie, six syringes: three diluted in NS and three diluted
in D5W), stored at 20-25°C, exposed to light. Six other syringes
were prepared under the same conditions (three syringes diluted
with NS and three with D5W), stored at 20-25°Cbur protected
from light. The concentrations were expressed as a percentage
of the initial concentration of the preparation. At each analysis
time for each preparation, the chemical stability was determined
by our analytical method; all samples were analysed in triplicate.
For HPLC analysis, 200 uL of the polypropylene syringe solution
(62.5 mg/mL) was diluted with ultrapure water in a volumetric
flask (final volume 200 mL) to obtain a theoretical concentra-
tion of 62.5 pg/mL cefiderocol. At each analysis time, a visual
and subvisual inspection (UV spectrophotometry) was carried
out, as well as a pH measurement with a pH meter (Bioblock
Scientific model 93313). The particle count was carried out with
an additional polypropylene syringe after the chemical stability
period had been defined, for cost reasons and volume required
to perform the examination.

Solutions were considered stable if the concentration of cefid-
erocol remained above 90% of the initial concentration. The
maximum pH variation accepted during the study was 1 pH
unit. No physical instability should be detectable either visually
or subvisually (UV spectrophotometry and particle counting).

RESULTS

HPLC assay

The retention time for cefiderocol was 5.95 min (figure 2). The
UV spectrum of cefiderocol is shown in figure 2, which has an
absorbance maximum at 195 and 260 nm.

The results of the calibration study highlight the homoge-
neity of the variance (Cochran’s test: C =0.424 <C_ .
5, =0.684). Linearity was demonstrated for cefiderocol with
an R? of =0.9999. ANOVA (non-linearity) demonstrated the
good fit of a linear model for our method (F, =0.07 <F ., .
10=3.71). All intra-day and inter-day precisions were less than
2%,

The set of forced degradations performed is shown in figure 3
and table 1; a total of 20 degradation products were detected.
Only degradation products nos 2 and 13 were found whatever the
degradation mode. We were able to degrade cefiderocol between
1200 with acid degradation and up to 44% with photolytic
degradation. For alkaline, oxidative and photolytic degradation,
a cefiderocol degradation product has the same retention time as
tosylate, with an increase in its surface area compared with an
immediately reconstituted solution. Only degradation product
no 11 on acid degradation showed co-elution (imperfect reso-
lution, with an R_<1.5) with the cefiderocol peak (figure 2A).
The mass balance for alkaline, heat and photolytic degradation
showed a significant decrease in mass compared with a solution
after reconstitution. Conversely, the mass balance was higher for
oxidative degradation.

In terms of specificity, the peaks detected were
S-hydroxymethylfurfural, tosylate (figure 2) and sucrose, which
had a retention time of 1.8, 2.9 and 0.9 min, respectively, with
our method.

Chemical stability

The remaining percentage of the initial concentration of cefid-
erocol with our analytical method is shown in table 2. In polypro-
pylene syringes, cefiderocol retains more than 90% of its initial
concentration after 12 hours of storage in NS and D5W. After
24 hours all syringes except one (syringe diluted in NS exposed
to light, remaining concentration: 89.9%) retained more than
90% of the initial concentration. Afrer 48 hours, no solution
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Figure 3 Chromatograms of cefiderocol after various forced degradations.

retained more than 90% of the initial concentration regardless
of the solvent or light exposure (82.9-89.4%0).

Regarding pH measurements, after 12 hours the maximum
variation observed was 0.03 units and the maximum variation
observed during the stability study was at 48 hours with a vari-
ation of 0.1 unit (5.22-5.32) for a syringe diluted with D5W
exposed to light.

Physical stability

After reconstitution and preparation of the polypropylene
syringes the solutions were clear and colourless. Throughout the
study no physical changes were detected, either the formation of
gas or precipitate, or the detection of a colour change.

The subvisual analysis by UV spectrophotometry is shown in
table 3. This analysis shows no change in absorbance at 350nm
or at 550 nm. Ar 410 nm the absorbance increases over time, with
a greater increase observed after 48 hours for the light-exposed
syringes, but at 12 hours there were no observable differences
between the syringes according to their light exposure.

Particle counting was performed on a syringe of cefiderocol
diluted in NS and D53W exposed to light with analysis at TO and
T12 hours. This average count is related to the initial syringe
volume of 48 mL. For the syringe diluted in NS, 352 particles
=10pm and 16 particles =25 um were counted on average
after reconstitution. After 12 hours, 896 particles =10 um and
48 particles =25 pm had been counted. For the syringe diluted
in D5W, 256 particles =10 pum and 32 particles =25 pm were
counted on average after reconstitution. After 12 hours, 1312
particles =10pm and 16 particles =25 um had been counted.
The particle count was in accordance with the standards set by
the European Pharmacopoeia.

DISCUSSION

Our results show that the methods developed were reliable and
adequate for the assessment of the physicochemical stability of
cefiderocol based on selectivity, linearity, sensitivity, precision
and accuracy. To the best of our knowledge, this study is the first
to have developed and validated a stability indication method for
assessing the chemical stability of cefiderocol. During our study
only peak no 2 was detected; peak no 11 was not detected.

The subvisual analysis is intended to verify the absence of
particle formation. It was confirmed by particle counter anal-
ysis and by measuring the absorbance at 550nm. The relative
increase in absorbance at 410nm may be due to the presence
of a degradation product, but spectrum analysis of degradation
product no 2 does not reveal absorption at this wavelength. This
may be because our method does not detect a possible degra-
dation product as the mass balance performed during forced
degradation reveals a loss of mass for alkaline, heat and photo-
Iytic degradation. This may be due to the loss of chromophore
grouping during the degradation of cefiderocol. Conversely, the
mass balance was increased with oxidative degradation, since the
H,0, used for degradation absorbs (degradation product no 1)
with this method.

This was the first stability study carried out on cefiderocol. We
show that the solvents used (NS or D5W) had no influence on
the stability. Exposure to light also had no influence on stability,
although exposure to UV light for a short time (30 min) during
forced degradation degraded about 50% of the cefiderocol
present in solution.

We cannot compare this stability time with other studies on
cefiderocol, but we can compare it with two cephalosporins
which share a very similar chemical structure: ceftazidime and
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Table 1 Mass balance of cefiderocol solutions after reconstitution and after various methods of forced degradation
Area
Acid Alkaline Oxydative Heat Photolytic
degradation degradation degradation degradation degradation
Retention time  Relative Without stress HCl 1M NaOH 0.01M H,0, 0.3% + 35°C UV 254 nm
Peak number (min) retention degradation 15hours 5min 1 hour 80°C 2 hours 30min
Cefiderocol 5.95 1 11856019 10384121 8729280 8211948 7728212 6633355
1 0.9 0.15 30878 396754 18640 2838219 41622 21247
2 1.2 0.20 - 4771758 372703 524182 534352 311060
3 2.0 0.34 - 17283 - 47454 198375 -
4 23 039 - - - 150684 - -
Tosylate 29 0.49 174445 178742 189987 471047 179972 350975
6 3.2 0.54 - - 41266 - - -
7 34 0.57 - - - - 52270 138770
8 38 0.64 - - - 13425 - -
9 4.7 0.80 - - 24114 - - 115212
10 54 0.90 - - - 16340 323151 261029
11 6.2 1.05 - 459768 - - - -
12 6.4 1.08 - - - - 296998 30955
13 6.8 1.14 - 155641 1639206 394453 440497 64950
14 71 1.20 - - 80540 19011 - -
15 15 1.25 - - - - - 118089
16 8.2 1.38 - 105253 - 13336 47174 611008
17 9.0 1.51 - - - - - 30043
18 9.5 1.60 - - - - 57924 100717
19 10.0 1.69 - - - - 47122 -
20 14.3 2.1 - - - - - 33340
Total mass balance 12061342 12175320 11095736 13400099 9947669 8820750
% degradation cefiderocol 12% 26% % 35% 44%

cefepime.'® Arsene et al were able to demonstrate a 20-hour
stability at 20°C for solutions of ceftazidime diluted in NS
or DSW at 40 mg/mL in polypropylene bags.'® Nahata et al
demonstrated 24-hour syringe stability for ceftazidime diluted
in water for injection at 100 mg/mL and stored at 22°C."" For
cefepime, Stewart et al showed 48-hour stability at 20°C for
solutions of ceftazidime diluted in NS or D5W ar 200 mg/
mL in polypropylene syringes and stored at 20-22°C." Curti
et al reported a stability in polypropylene syringes of 10
hours for solutions diluted in NS at 120mg/mL and stored

at 25°C." Although it is difficult to compare stability times
with different molecules, our study found similar results
(with similar concentrations, temperatures and containers)
for antibiotics belonging to the same cephalosporin family. In
view of the results of the chemical stability (HPLC), all points
are >90% of the initial concentration except for one syringe
at 24 hours (89.94+1.28%). As a precaution, we will suggest
12 hours of stability, but the degradation kinetics allow time
to be added for possible preparation in a centralised unit and
immediate transport to the patient.

Table 2 Chemical stability of cefiderocol diluted in 0.9% sodium chloride (NS) or in dextrose 5% in water (DSW)

Concentration

Concentration at TO

Time: % of initial concentration of cefiderocol (mean+SD)*

(mg/mL) Solvent Light exposure Syringe hours (mg/mL) TO hours T12 hours T24 hours T48 hours
62.5 NS No 51 61.3 100%=+1.11% 95.43%=0.60% 92.80%=0.66% 85.56%:+1.43%
52 61.1 100%=+0.36% 95.52%+0.90% 93.28%=+0.13% 86.04%:0.60%
S3 60.7 100%=0.18% 96.71%=0.17% 94.82%+0.16% 89.37%+0.12%
62.5 D5W No 51 60.4 100%=+0.27% 97.28%=0.17% 93.49%=+0.13% 87.39%=0.10%
52 61.5 100%=+0.40% 95.09%+0.16% 91.79%=0.15% 87.41%+0.18%
53 60.4 100%=0.19% 97.10%+0.12% 92.51%=0.18% 87.87%=1.28%
62.5 NS Yes 51 62.2 100%=0.30% 93.15%=+0.97% 89.94%+1.28% 82.93%=+1.69%
52 61.9 100%=+0.31% 93.16%=+1.83% 91.84%+0.39% 87.16%=+1.31%
53 60.5 100%=+0.20% 96.25%=+0.13% 93.00%+0.03% 86.98%=+0.32%
62.5 D5W Yes 51 61.0 100%=+0.13% 96.15%+0.17% 92.86%0.06% 85.36%=0.13%
52 59.1 100%=+0.08% 97.87%=0.01% 94.41%=0.11% 88.91%=0.09%
53 59.7 100%=+0.13% 98.02%x0.37% 94.82%=0.01% 87.05%=0.06%

*Samples tested in triplicate at all time points.
D5SW, dextrose 5% in water; NS, normal saline.;
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Table 3  Absorbance values for cefiderocol solutions during the stability study

Mean=SD absorbance values*

TO hours T12 hours T24 hours T48 hours

350nm

NS 5 2.442+0.052 2471 +0.014 2.265+0.179 2.455+0.019

DswW 5 2.425=+0.025 2.458+0.029 2.438+0.040 2.467+0.036

NS Slu 2.451+0.030 2.450+0.036 2.474+0.016 2.453+0.043

DswW Sl 2.438+0.039 2.457+0.031 2.435+0.046 2.461+0.050
410nm

NS 5 0.063+0.002 0.080+0.002 0.096-0.001 0.135+0.002

D5W 5 0.067+0.002 0.082+0.002 0.103+0.002 0.143+0.002

NS Slu 0.059+0.003 0.080+0.004 0.110+0.001 0.194+0.005

D5swW Sl 0.064+0.001 0.087+0.002 0.117+0.005 0.203+0.004
550nm

NS 5 0.002+0.002 0.004+0.002 0.002+0.000 0.003+0.000

D5wW 5 0.002+0.001 0.002+0.000 0.003+0.001 0.004+0.001

NS Sl 0.001+0.001 0.002+0.001 0.003+0.000 0.006+0.003

D5W Slu 0.002 +0.000 0.001+0.001 0.004+0.000 0.002+0.001

*Samples tested in triplicate at all time points.
D5W, dextrose 5% in water; N5, normal saline; 5 lu, syringes exposed to light.

CONCLUSION

In polypropylene syringes, cefiderocol 62.5mg/ml (3g in
48 mL) diluted in NS or D5W was stable for 12 hours at room
temperature. Exposure to light had no influence on the physico-
chemical stability. These new data allow the use of cefiderocol in
a continuous infusion for patients in [CUs.

What this paper adds

What is already known on this subject

» Cefiderocol is a new siderophore time-dependent antibiotic
of last resort.

» The manufacturer reports a stability of 6hours for the
infusion solution.

» Optimising its effectiveness by cantinuous infusion is
therefore crucial.

What this study adds

» This is the first stability study on cefiderocol.

» In polypropylene syringes, cefiderocol 62.5 mg/mL is stable for
12 hours at room temperature.

» Exposure to light or the choice of diluent (sodium
chloride or dextrose 5% in water) has no influence on the
physicochemical stability.
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VI. Témocilline

Une communication affichée intitulée « Stabilité physico-chimique de la Témocilline & 25
mg/mL en diffuseur portable a 37°C pour une administration continue a domicile » a été
présentée 16°mes Rencontres Convergences Santé Hopital (CSH), (septembre 2021) (Annexes
13 et 14).

VI.1 Introduction

La témocilline est disponible en flacon pour poudre pour usage parentéral de 1 g ou de 2 g
sous forme de témocilline disodique (NEGABAN®) (Figure 29). Le flacon ne contient pas
d’excipient. La témocilline s’administre en bolus, en perfusion intraveineuse diluée dans du
NaCl 0,9% ou du G5% ou en perfusion continue. La témocilline se présente sous forme de 2

stéréo-isomeéres R et S. Les 2 isoméres sont actifs. La proportion est de 68 % R et 32 % S.

OxOH
0 H

S\ = =45

T A<
5 .

~OH
g

Figure 29 : Structure chimique de la témocilline

La posologie est de 4 grammes par jour en 2 administrations ou, pour les infections séveres,
de 6 grammes par jour réparties en 3 administrations ou en perfusion continue aprées une dose
de charge de 2 g (« Negaban 1 g, powder for solution for injection/infusion - Summary of Product
Characteristics (SmPC) - (emc) », ). Le flacon doit étre reconstitué avec 10 mL ou 20 mL d’eau ppi
ou de NaCl 0,9%. Dans le cadre d’une administration en perfusion, la reconstitution peut
s’effectuer directement avec la solution de perfusion (NaCl 0,9% ou G5%)(« Negaban 1 g,

powder for solution for injection/infusion - Summary of Product Characteristics (SmPC) - (emc) », ).

Le laboratoire indique une stabilité de 24 heures a 25°C pour les solutions utilisées pour la
perfusion continue a une concentration de 125 mg/mL en seringue avec pour solvant : 'EPPI,

le NaCl 0,9%, G5% et le ringer lactate. Aucune information de stabilité en diffuseur portable et
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a plus haute température n’est indiquée (« Negaban 1 g, powder for solution for injection/infusion
- Summary of Product Characteristics (SmPC) - (emc) », ).

Une étude indique une stabilité de 28 jours pour les diffuseurs portables a 10 et 20 mg/mL
dans I'eau ppi mais avec une conservation a 4°C (Carryn, Couwenbergh et Tulkens, 2010). Un
résumé de poster de la méme équipe indique une stabilité dans I'eau ppi a 37°C mais sans
précision du contenant et de la concentration et la méthode analytique n’est pas indiquée
(Claeysoone, Basma, Hens, et al., 2005).

Une autre étude démontre une stabilité de 30 jours a -20°C en poches polyoléfine (Rolin, Hecq,
Tulkens, et al., 2011). Craig Dyar et al ont réalisé une étude de l'influence du pH et de la
température sur la stabilité et démontré une stabilité de 1,8 jours a 30°C a pH 6,5-7. Ces
conditions théoriques, si elles laissent présager la faisabilité de la préparation en diffuseur sont

toutefois loin des solutions préparées pour les patients (Dyar et Notari, 1998).

V1.2 Objectifs

Le but de ce travail est d’étudier la stabilité physico-chimique de la témocilline diluée dans du
NaCl 0,9% ou du G5% en diffuseur élastomérique pendant 48 heures a 25 mg/mL soit 3 g
dans 120 mL et conservée a 37 °C a l'abri de la lumiére pour simuler 'administration en

perfusion continue a domicile pendant 48 heures.

VI.3 Matériels et méthodes

VI.3.1 Produits chimiques et réactifs

Dihydrogénoorthophosphate de sodium monohydraté (Emsure ; lot : AM10075721), Méthanol-
isocratique CLHP (Carlo Erba ; lot : VOB717040C) et NaOH 1M (VWR ; lot : 190423C004) ont
été utilisés pour la phase mobile. HClI 1 M (VWR ; lot : 190423C004), H,02 30% (Emsure ; lot :
K48743810713) ont été utilisés pour la dégradation forcée. NEGABAN® 1g (Eumedica ; lot :
190403C001), NEGABAN® 2g (Eumedica ; lot : 190403C004), Glucose, G5% 100 mL poche
polyoléfine Easyflex+ (Macopharma ; lot : 20D20D), Chlorure de sodium 0,9% 100 mL poche
polyoléfine Easyflex+ (Macopharma ; lot : 20C05C).

VI.3.2 Préparation des solutions et dilution pour analyse

Nous avons préparé 3 diffuseurs a 3 grammes de témocilline dans 120 mL (25 mg/mL) de

NaCl 0,9% et 3 autres diffuseurs a la méme concentration dans du G5%. Pour 'analyse par

80



CLHP, 300 yL de I'échantillon sont dilués dans une fiole de 50 mL (avec de I'eau ultrapure)

afin d’obtenir une concentration théorique de 150 pg/mL.

VI.3.3 Méthode CLHP

Les solutions de témocilline sont analysées par une méthode de chromatographie liquide
haute performance en phase inverse indicatrice de stabilité, adaptée de la méthode de Burton
et al (Burton, Dobson et Everett, 1986). La phase stationnaire utilisée était une colonne C18
LiChrospher® 100 RP-18, LiChroCART® de 12,5 cm de long, 4,6 mm de diametre et contenant
des particules de silice de 5 um (Analytical Chromatography, Merck). La phase mobile était
constituée d’un tampon phosphate : KH,PO4 0,1 M ajusté a pH = 7,0 avec de I'hydroxyde de
sodium 1M, I'élution est isocratique : tampon phosphate / méthanol 93/7 (v/v). Le débit était
de 1 mL/min et le volume d’injection de 20 uL. La détection a été réalisée a une longueur
d’'onde de 230 nm. La température de I'injecteur automatique est fixée a 5°C et la température

de la colonne a 30 °C.

La linéarité a été évaluée avec cing concentrations (50, 100, 150, 200 et 250 pg/mL) de
témocilline diluée dans de I'eau pour préparation injectable. Cette gamme étalon a été réalisée
trois fois pour déterminer la linéarité et obtenir une équation de la courbe d’étalonnage
moyenne. La répétabilité a été évaluée, comme recommandé par la Conférence Internationale
d’Harmonisation (ICH) Q2 (R1), sur trois concentrations (50, 150 et 250 pg/mL) (n=3)(« ICH
Validation of Analytical Procedures Q 2 (R1)Guidelines 2005 », 2006). La fidélité intermédiaire a été
évaluée en réalisant la répétabilité trois fois. La stabilité d’'une solution de témocilline a 150

pg/mL dans I'auto-sampler a été évaluée sur une période de 8 heures.

Le caractére indicateur de stabilité de la méthode a été évalué en réalisant des dégradations
forcées de solutions de témocilline.

= En condition acide, 1 mL d’une solution de témocilline a 600 ug/mL a été mélangé a 1

mL d’HCI 0,1 M pendant 45 minutes. L’acide a été neutralisé avec 1 mL de NaOH

0,1M et 1 mL d’eau UP a été ajouté pour obtenir une concentration théorique de 150

pg/mL.
= En condition alcaline, 1 mL d’une solution de témocilline a 600 pg/mL a été mélangé

a 1 mL de NaOH a 0,1 M pendant 5 minutes, puis neutralisé avec 1 mL d’HCI 0,1M,

et 1 mL d’eau UP était ajouté pour obtenir une concentration théorique de 150 pug/mL.
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= En condition oxydative, une solution de témocilline a 600 pg/mL a été mélangée avec
0,5 mL d’une solution d’H>0, a 0,3% puis chauffée pendant 45 minutes ; 2,5 mL d’eau

UP ont été ajoutés pour obtenir une concentration théorique de 150 pg/mL.

= En condition photolytiqgue, une solution de témocilline a 150 ug/mL a été exposée

pendant 45 minutes en dessous d’'une lampe UV (Vilbert Lourmat®) a 254 nm.

= La dégradation thermique a été réalisée avec une dolution de 150 pg/mL de

témocilline exposée a une température de 70°C pendant 2 heures.

La spécificité de notre méthode a été évaluée par l'analyse de solutions de NaCl 0,9% et de
glucose 5%. Une solution de 100 pg/mL de 5-HMF, principal produit de dégradation du

glucose, a également été analysée car elle a une absorbance maximale de 284 nm.

VI.3.4 Mesure du pH

Les mesures de pH ont été réalisées avec un pHmetre Bioblock Scientific. Une mesure de pH
est réalisée a chaque temps d’analyse, TO, T24 et T48 heures sur chaque seringue. La limite
d’acceptabilité a été fixée a + 1 unité de pH, en comparaison avec le pH mesuré juste aprés

la préparation de la seringue.

VI.3.5 Stabilité physique

La stabilité physique a été évaluée par un examen visuel (recherche de la formation d'un
précipité et de gaz, ou d’'un changement de couleur) et un examen subvisuel, en mesurant la
turbidimétrie des solutions a l'aide d’'un spectrophotométre UV a trois longueurs d’onde
(350,410 et 550 nm), comme recommandé par la conférence de consensus européenne a

chaque temps d’analyse (Bardin, Astier, Vulto, et al., 2011).
VI.3.6 Etude complémentaire seringue

Une étude de stabilité complémentaire en seringue a été effectuée, en reprenant les données
de stabilité annoncées par le laboratoire, soit la réalisation de seringues de témocilline a 125
mg/mL dans du NaCl 0,9% et du G5%, exposees a la lumiere et conservées a 25°C. Trois
seringues (6 g dans 48 mL) dans chaque solvant ont été préparées, analysées avec la méme
méthode analytique afin de comparer les produits de dégradation observés lors de I'étude
avec les diffuseurs élastomériques. Seule la stabilité chimique a été évaluée, aux mémes

temps d’analyses que pour I'étude en diffuseur mais chaque échantillon a été analysé a n=1
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vs n=3 pour les diffuseurs. Pour I'analyse par CLHP, 300 uL de I'échantillon sont dilués dans

une fiole de 250 mL (avec de I'eau UP) afin d’obtenir une concentration théorique de 150
pg/mL

VI.4 Reésultats

VI.4.1 Validation de la méthode analytique

La courbe de calibration de la témocilline est linéaire, le coefficient de corrélation est de 0,9999
avec pour équation de la courbe d’étalonnage moyenne : y = 91335x — 51305. La répétabilité
exprimée en écart-type relatif était comprise entre [0,05% - 1.72%] a 50 pg/mL, [0.21% -
1.36%] a 150 pg/mL, [0,10% - 1,27%] a 250 pug/mL. La fidélité-intermédiaire exprimée en écart-
type relatif était comprise entre [0.91% - 2.02%. Les tests statistiques pour la validation de la
méthode sont présentés en annexe 15.

La stabilité dans le passeur automatique (5°C) a été démontrée avec une variabilité de 0.56%
au bout de 2 heures et 2,28% au bout de 6 heures. Un chromatogramme d’une solution de

témocilline a 150 pg/mL fraichement reconstituée est présenté figure 30.
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Figure 30 : Chromatogramme d'une solution de témocilline a 150 pg/mL dans du NaCl 0,9%

aprés reconstitution et spectre UV de la témocilline de 190 a 400 nm
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La témocilline-R a un temps de rétention de 7,6 minutes et de 9,2 minutes pour la témocilline
S. La résolution entre les deux pics d’intéréts est de 3,38.

L’injection de NaCl 0,9% avec notre méthode n’a pu mettre en évidence de pic. A l'inverse,
l'injection d’une solution de glucose 5% a mis en évidence trois pics avec un temps de rétention
de 1,1 ;1,9 et 5,2 minutes. L’injection d’'une solution de 5-HMF a mis en évidence le méme pic

avec un temps de rétention de 5,2 minutes.
La capacité indicatrice de notre méthode a été testée en utilisant de nombreuses conditions

de dégradation forcée. Les chromatogrammes de dégradation forcée de témocilline sont

présentés figure 31.
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Figure 31 : Chromatogrammes de solutions de témocilline (150 pug/mL) en conditions stressantes (thermique,

oxydative, acide, alcaline, photolytique) produits de dégradation signalés par des fleches bleues.

Au total, 13 produits de dégradation ont pu étre observés pour I'ensemble des méthodes de

dégradation forcée. Les principaux pics de dégradation observés sont les pics n°7 et 10
(dégradations acide et alcaline) ainsi que le pic n°3 (dégradation thermique). Le bilan

massique et le temps de rétention des produits de dégradation par rapport au pic de témocilline
non dégradée sont présentés dans le tableau XII. Cing pics (n°4, 7, 9, 10, 11) sont observés

des la reconstitution de la témocilline quel que soit le solvant utilisé et sans réaliser de

dégradation.
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Tableau XII : Balance massique de solution de témocilline a 150 pg/mL apres dégradation

forcéee
Pics (n°) Temps de  Rétention Sans Aire
rétention relative  dégradation
(minutes) forcée Dégradation Dégradation Dégradation Dégradation Dégradation
acide alcaline oxydative thermique  pholytique
HCI0AM NaOHo1m ' 20203% 0 UV 254 nm
45 min 5 min 45 min + 70°C 2h 45 min
50°C
T;icmgce”tl igf 771 1 12966318 9160678 9548544 11697855 10575463 10950815
1 11 0,1 - 42964 42908 110018 52774 -
2 1,3 0,2 - 73437 - - - -
3 1,7 0,2 - 25525 - 116791 281118 192800
4 2,1 0,3 44017 - 110147 - 51912 97782
5 29 0,4 - 39759 - - 86340 -
6 3,3 0,4 - - - 407965 - -
7 3,8 0,5 62119 164556 1167038 - 87397 327574
8 4,1 0,5 - - - 108681 - -
9 5,0 0,6 30413 46611 - 177307 - 69325
10 5,6 0,7 55238 154182 1333814 - 43663 63988
11 6,4 0,8 22780 - - - - -
12 11,0 1,4 - - - - 31867 -
13 24,8 3,2 - 3572198 - - - -
Bilan massique 13180885 13279910 12202451 12618617 11210534 11702284
% dégradation 29% 26% 10% 18% 15%

(Témocilline pic R et S* = addition des 2 pics actifs, temps de rétention basé sur le pic de témocilline R)

Aprés l'exposition des solutions de témocilline en conditions stressantes, I'étendue de la
dégradation était de 29 % en condition acide, de 26 % en condition alcaline, de 10 % en

condition oxydative, de 18 % en condition thermique et de 15 % en condition photolytique.

VI0.4.2 Stabilité chimique

L’évolution de la concentration initiale de témocilline en diffuseur élastomérique est présentée
dans le tableau XIll. Aprés 24 h, la concentration de témocilline diluée dans du NaCl 0,9% est
supérieure a 90% de la concentration initiale (92,6% en moyenne). A l'inverse, pour les
solutions de témacilline diluées dans du G5%, la concentration moyenne au bout de 24 h est
de 87,5%. Une dizaine de pics est observée lors de I'étude (Figure 31), ces derniers ont été
observés lors de la dégradation forcée. L'étude complémentaire réalisée en seringue permet
de retrouver en moyenne aprés 24 h 95,7% et 94,6% de la concentration initiale de témocilline
diluée dans du NaCl 0,9% et du G5%.
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Tableau XIII : Evolution de la concentration initiale de témaocilline en diffuseur et en seringue,
diluée dans du NaCl 0,9% et dans du G5%

Temps ; % de la concentration initiale de témocilline R et S

(moyenne + CV)al

Seringue (S)

Cth o sovant C réelle Toh T24h Tagh
(mg/mL) Diffuseur (D) (mg/mL)
D1 21,95 100% + 2,81% 91,75% + 0,41% 77,64% + 0,25%
25 (,;l;;i D2 21,48 100% + 2,13% 91,97% + 1,31% 81,75% + 0,25%
D3 22,28 100% + 0,18% 94,20% + 1,90% 81,63% + 0,41%
D1 22,36 100% + 1,14% 90,02% + 2,10% 82,26% + 1,00%
25 G5% D2 23,51 100% + 1,16% 86,26% + 1,47% 74,15% + 0,42%
D3 22,76 100% = 0,32% 86,12% + 1,93% 79,89% + 1,52%
S1 112,52 100% * - 94,95% + - 89,11% + -
125 gl’ag;[ S2 106,84 100% * - 94,52% + - 92,09% + -
S3 105,83 100% * - 97,52% + - 94,56% + -
S1 107,25 100% * - 95,28% + - 93,46% + -
125 G5% S2 108,19 100% =+ - 93,88% + - 91,40% + -
S3 107,43 100% * - 94,49% + - 92,94% + -

Les mémes produits de dégradation sont observés en seringue ou en diffuseur (Figure 32).
Les produits de dégradation n° 3, 5 et 8 sont retrouvés en quantité plus importante en diffuseur.
Les produits n° 2, 4 et 10 retrouvés a chaque temps d’analyse ne varient pas au cours de

I'étude.
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Figure 32 : Chromatogrammes de témocilline obtenus au bout de TO, T24 et T48 h en

-1 Témocilline S

Témocilline R

diffuseur (haut) et en seringue (bas)

Le pH a diminué de 0,55 unité en moyenne pour les solutions de témacilline diluées dans du
NaCl 0,9% au bout de 24h. Le pH a diminué de 0,69 unité en moyenne pour les solutions de
témocilline diluées dans du G5% au bout de 24h. La variation maximum de pH observée durant
I'étude était de 0,78 dans le G5% au bout de 48h (6,98 a 6,20).

VI.4.3 Stabilité physique

L’ensemble des mesures d’absorbance effectuées par le spectrophotomeétre est présenté
dans le tableau XIV. L’analyse subvisuelle ne révéle aucune modification a 550 nm au cours
de I'étude que ce soit pour les solutions diluées dans du NaCl 0,9% ou du G5%. A 350 nm et
410 nm nous observons un accroissement de 'absorbance a 24 et 48 heures.
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Tableau XIV : Mesure de 'absorbance des solutions de témocilline en diffuseur au cours de

I'étude de stabilité

Valeurs moyennes des absorbances + écart-type

Oh 24 h 48 h

350 nm

NaCl 0,9% 0,46 £ 0,02 1,25 + 0,04 2,01 + 0,02
G5% 043 £ 0,03 1,02 + 0,06 1,48 + 0,05
410 nm

NaCl 0,9% 0,09 + 0,05 0,25 + 0,03 0,42 + 0,01
G5% 0,09 £ 0,01 0,23 + 0,02 0,31 + 0,01
550 nm

NaCl 0,9% 0,01 +£0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
G5% 0,01 £ 0,00 0,01 + 0,00 0,07 + 0,00

Aucune formation de précipité ou de gaz n’a été observée au cours de I'étude. Au bout de 24

heures, un Iéger jaunissement a été observé pour les solutions de témocilline quel que soit le

solvant. Au bout de 48 heures, ce jaunissement s’est accentué (figure 33).

TOh

T24h

T48 h

Figure 33 : Solution de témocilline en diffuseur diluée dans du NaCl 0,9% a TOh (gauche),

T24h (milieu) et T48h (droite)
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VI.5 Discussion

Notre méthode adaptée des travaux de Burton et al a été validée comme indicatrice de
stabilité. De nombreux produits de dégradation ont pu étre identifiés que ce soit lors de la
dégradation forcée ou au cours de I'étude. Le bilan massique des dégradations forcées
photolytique et thermique ne permet pas de retrouver la surface initiale de témocilline, cela
peut s’expliquer par une perte de chromophores lors de ces dégradations. La répétabilité, la
précision intermédiaire, ainsi que I'ensemble des mesures de concentrations réalisées lors de
notre étude, présentent des coefficients de variation inférieurs a 2 %. Les pics dont la surface
n’évolue pas lors de notre étude, sont exactement les mémes que ce soit en diffuseur ou en
seringue. Leurs présences des la reconstitution du produit, permettent de supposer qu’il s’agit
des résidus de fabrication et non de véritables produits de dégradation. Le léger jaunissement
observé au bout de 24 heures, peut étre expliqué en partie par le RCP de la témocilline, celui-
ci indique qu’aprés reconstitution nous obtenons une solution jaune pale exempte de particule
(« Negaban 1 g, powder for solution for injection/infusion - Summary of Product Characteristics (SmPC)

- (emc) », ).

Dans I'objectif de réduction des colts, nous avons réalisé I'étude en diffuseur, avec I'utilisation
d’un flacon de NEGABAN® a 1 g, et d'un flacon de NEGABAN® a 2 g, soit 3 g dans 120 mL
(88,8 €/diffuseur) pour obtenir une concentration a 25 mg/mL. En pratique courante, le
diffuseur sera réalisé avec 3 flacons de NEGABAN® a 2 g soit 6 g dans 240 mL (177,6

€/diffuseur) mais toujours a la méme concentration de 25 mg/mL.

Actuellement, la témocilline est commercialisée dans peu de pays: France, Belgique,
Royaume-Uni, Luxembourg. L’intérét de la témocilline réside dans le fait qu’elle peut étre
utilisée comme alternative aux antibiotiques a plus larges spectres (en particulier dans les
infections causées par les entérobactéries productrices de bétalactamases a spectre élargi),
pour diminuer la pression de sélection de ces antibiotiques (en particulier les carbapénémes)

et favoriser leur préservation (HAS,NEGABAN, 2015).

Peu de données sur son utilisation en administration continue existent. Laterre et al. ont pu
démontrer que la témocilline (6 g par jour) administrée en perfusion continue permet a une
plus grande proportion de patients gravement malades, d'avoir des concentrations sériques
de médicament libre couvrant les infections causées par des Enterobacteriaceae avec une
CMI de 16 mg/L (Laterre, Wittebole, Van de Velde, et al., 2015). D’Huart et al. ont pu prouver sur

un faible échantillon de patient (< 30) qu'aucune récidive n’'a été constatée avec
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'administration de la témocilline en continu versus une administration sur 30 minutes (D’Huart,

Meyer, Demoré, et al., 2020).

VI.6 Conclusion

Dans le G5%, la témocilline est instable chimiquement au bout de 24 h. La témocilline a 25
mg/mL diluée dans du NacCl 0,9 % est stable dans un diffuseur élastomérique a 37°C pendant
24 h. Cette nouvelle donnée de stabilité permet I'administration en perfusion continue au

domicile du patient dans le cadre d’un relais hdpital-ville.
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VIl. Ceftazidime/avibactam

Préambule :

L’étude de stabilité, pour la ceftazidime/avibactam est présenté sous format d’article (soumis

a I’American Journal of Health-System Pharmacy).

Une communication affichée intitulée « Stabilité physico-chimique du ceftazidime/avibactam
en seringue et en diffuseur portable pour une administration continue en service de soins
critiques et a domicile » a été présentée 21°mes Journées Nationales d’Infectiologie (JNI) (aoGt
2021 Montpellier) (Annexes 16 et 17).

Pour cette étude une double méthode analytigue a été développée ; appelé méthode
analytique n°1 pour I'analyse de I'avibactam et du ceftazidime. La méthode analytique n°2 a

été développée pour I'analyse du ceftazidime et de la pyridine.

L’ensemble des tests statistiques pour la validation de la méthode de la pyridine avec la
méthode analytique n°1 est présenté en annexe 18.
L’ensemble des tests statistiques pour la validation de la méthode du ceftazidime avec la
méthode analytique n°2 est présenté en annexe 19.
L’ensemble des tests statistiques pour la validation de la méthode de I'avibactam avec la
méthode analytique n°2 est présenté en annexe 20.
L’ensemble des tests statistiques pour la validation de la méthode du ceftazidime avec la

méthode analytique n°1 est présenté en annexe 21.
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ABSTRACT:

Background: Ceftazidime/avibactam is a time-dependent antibiotic of last resort. Optimisation of its
efficacy by continuous infusion is crucial. Pyridine is one of the degradation products of ceftazidime
that can be toxic. The literature suggested a safe dose not to exceed 100 mg/day. The objectives were to
study the physicochemical stability of ceftazidime/avibactam diluted in 0.9% NaCl and D5W at
125/31.25 mg/mL in polypropylene syringes, stored at 20-25°C and at 25/6.25 mg/mL in elastomeric

devices, stored at 37°C.

Materials and methods: The solutions were analysed after preparation and at 12, 24 and 48 hours using
a validated HPLC method for the determination of ceftazidime/avibactam and a second HPLC method
was used for the determination of pyridine. Particle contamination, absorbance measurement, visual

inspection and pH measurement were assessed.

Results: More than 90% of the initial concentration of ceftazidime and avibactam was recovered after
24 hours in syringes and 12 hours in elasotmeric devices, diluted in 0.9% NaCl. After immediate
reconstitution of 6 g of ceftazidime, the amount of pyridine measured was 10 mg. No dose above 65 mg
pyridine was detected when the ceftazidime solution retained more than 90% of its initial concentration.

The particulate contamination test meets the specifications of the container.

Conclusion: In syringes, ceftazidime/avibactam 125/31.25 mg/mL, diluted in 0.9% NaCl was stable for
24 hours at room temperature. A preparation by diffuser has been validated at 25/6.25 mg/mL diluted
in 0.9% NaCl with stability over 12 hours at 37°C. For these solutions and stability data, the safe dose

of pyridine proposed in the literature is not exceeded.
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KEY POINTS

= The stability of ceftazidime decreases with the use of dextrose 5% in water as diluent and/or
high temperature, with increased pyridine formation.

= Avibactam has a higher physicochemical stability than ceftazidime, the diluents dextrose 5% in
water or sodium chloride (0.9% NaCl) or high temperature have no influence on its stability.

= Ceftazidime/avibactam diluted in 0.9% NaCl is stable for 24 hours in polypropylene syringes
and 12 hours in elastomeric devices for continuous administration.

Keywords:

Ceftazidime/avibactam, Stability, Infusion, HPLC, Intensive Care Units
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INTRODUCTION

Ceftazidime/avibactam is a combination of a 3" generation cephalosporin and a beta-lactamase
inhibitor. It’s a time-dependent antibiotic of last resort and it is used for the treatment of extended-
spectrum beta-lactamase and carbapenemase-producing enterobacteriaceae. Optimising its
effectiveness by continuous infusion is therefore crucial.* The goal of therapy should be to rapidly obtain
a concentration of 4 times the minimum inhibitory concentration (MIC) and to maintain this
concentration for the duration of the dosage treatment period.?> The administration of
ceftazidime/avibactam is exclusively parenteral: the dosage is 6/1.5 g per day for severe infections
divided into 3 injections during the day. The Summary of Product Characteristics (SMPc) indicates 12
hours of stability between 8/2 and 40/10 mg/mL, in dextrose 5% in water (D5W) or 0.9% sodium

chloride (0.9% NaCl) at room temperature, without specifying the container.’

Patients in Intensive Care Units (ICUs) are population at risk. For pathophysiological reasons, most
patients have fluid restriction, which does not allow high-volume infusions.*® Drugs are administered
in small volumes and in flow-controlled syringes. However, administration in a small volume leads to
very concentrated solutions, e.g. for ceftazidime/avibactam a concentration of 125/31.25 mg/mL is
obtained (6/1.5 g diluted in 48 mL). To the best of our knowledge, no stability studies have been

performed at such high concentrations.

The practice of intravenous antibiotic therapy at home is developing rapidly because it allows early
outpatient treatment, reduces the side effects of prolonged hospitalisation, facilitates the recovery of
patient autonomy and reduces the cost of treatment.”® At home, one of the ways to achieve continuous
administration of a drug is to use an elastomeric device (ED). To our knowledge, no studies have yet
been conducted with an ED at high temperatures (37°C) for continuous administration of

ceftazidime/avibactam at home.

The ceftazidime molecule has a pyridine ring which is released during hydrolysis. It is one of the major
degradation products of ceftazidime but is considered toxic. The toxicity of pyridine and at which
concentration has been discussed for several decades.®*® Pyridine has been characterised in humans as
a central nervous system depressant, and it can also cause liver, kidney and digestive disorders.**®

Recently, Jones et al. suggested a safe dose of 100 mg per day of pyridine.'

The objective was to study the physicochemical stability of ceftazidime/avibactam diluted in 0.9% NaCl
and D5W at 125/31.25 mg/mL (6 g in 48 mL) in polypropylene syringes (PPs), stored at 20-25°C and
at 25/6.25 mg/mL (6 g in 240 mL) in EDs, stored at 37°C, protected from light, with identification and

guantification of pyridine at each time of analysis.
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MATERIAL AND METHOD

Preparation of test solutions

All manipulations were performed under a biological safety cabinet. As recommended by the SmPC,
ceftazidime/avibactam? should be reconstituted with 10 mL of water for injection (WFI)® to obtain a
167.3 mg/mL solution of ceftazidime (11.95 mL displacement volume).® Three vials were used for each
preparation in PPs® and then made up to 48 mL with 0.9% NaCl¢ or D5W®. We obtained a concentration
of 125/31.25 mg/mL of ceftazidime/avibactam by syringe (6/1.5 g in 48 mL). For EDs, 3 vials of
ceftazidime/avibactam 2/0.5 g were used. Then, the volume was made up to 240 mL in an ED" with
either 0.9% NaCl or D5W. We obtained a concentration of 25/6.25 mg/mL of ceftazidime/avibactam.

Chemical stability

HPLC Assay

In the framework of this study, two analytical methods were developed. Both methods were developed
on an HPLC system coupled with a photodiode array detector?. Ceftazidime/avibactam was analysed by
a new stability indicating assay (analytical method n°1). This new analytical method was based on the

1. A Cig column® (5 pm, 4.6x125 mm) was used for separation. The mobile phase

work of Vikram et a
consisted of 0.05 mol/L buffer' KH,PO4 (A) and methanol’ (B). The pH of the mobile phase was adjusted
to pH 3 with orthophosphoric acid. This was a gradient method: the gradient was 99/1 (A/B) between
1 and 4 min, from 4 to 9 min it reaches 90/10 and was maintained for 20 min before returning to 99/1
between 28 and 32 min then stabilising until the end of the analysis at 40 min. The flow rate was set at
1.5 mL/min, with an injection volume of 20 pL. The detection wavelength was set at 230 nm. The

temperature of the injector was set at 5°C and the temperature of the column oven at 30°C.

The second analytical method developed (analytical method n°2), based on the work of Harmi et al.,
was used for the determination of ceftazidime and pyridine.’® A Cig column' (5 pm, 5x250 mm) was
used. The mobile phase consisted of (A) 0.1M ammonium acetate buffer™ adjusted to pH 7.5 with
ammonia” and (B) acetonitrile® was run at 90/10 vol/vol, with isocratic elution (1 mL/min). The injection
volume was 10 pL. The detection wavelength was set at 260 nm. The temperature of the injector was

set at 5°C and the temperature of the column oven at 30°C.

For both methods: the photo-diode array detector allows the evaluation of the UV spectrum of the
chromatographic column effluent every 0,4 second. The wavelength of the analysis spectrum ranges

from 190 to 400 nm. Data acquisition, peak interpretation was performed with EZChrome Elite software.

Validation method
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The calibration curve was constructed from the plots of peak area versus concentration obtained from
the manufacturer's powder?®. Linearity of the method was evaluated with 5 concentrations (100, 200,
300, 400 and 500 pg/mL) of ceftazidime, (25, 50, 75, 100, 125 pg/mL) of avibactam and (1, 10, 20, 30
and 40 pg/mL) of pyridine® diluted in ultrapure water®. For all the calibration curves, the homogeneity
of the variances was evaluated with a Cochran test whose significance level was set at P < 0.05. An
analysis of variance (ANOVA) of the linear regression data was performed to assess the significance (P
< 0.05) of the proposed methods. The intra-day reproductibility was evaluated as recommended by the
International Conference on Harmonisation (ICH) Q2 (R1),'° using three determinations for each
concentration at 100/25, 300/75 and 500/125 pg/mL for ceftazidime/avibactam and at 1, 20 and 40
pg/mL for pyridine. For interday precision, three determinations for each concentration at 100/25,
300/75 and 500/125 pg/mL of ceftazidime/avibactam and at 1, 20 and 40 pg/mL for pyridine, solutions
were assayed daily on three different days. Consequently, four validations were performed:

ceftazidime/avibactam with analytical method n°1 and ceftazidime/pyridine with analytical method n°2.
Dilutions for analysis by HPLC

For PPs solutions, 600 L of ceftazidime/avibactam solution was diluted in 250 mL of ultrapure water
to a theoretical concentration of 300/75 pg/mL before injection. For ED solutions, 600 uL of
ceftazidime/avibactam solution was diluted in 50 mL of ultrapure water to get a theoretical concentration
of 300/75 pg/mL before injection in HPLC.

Forced degradation and specificity

The stability-indicating capability was evaluated by analysing forced degraded ceftazidime/avibactam
solutions. The aim of this forced degradation was to obtain degradation products with retention times
different from those of ceftazidime and avibactam. The objective was to achieve a degradation between

10-20% of our molecules of interest.**

Conditions for the degradation of ceftazidime and avibactam were presented Table 1.

Table 1 Conditions for forced degradation of ceftazidme and avibactam

Acid Alkaline Oxydative Heat Photolytic
degradation degradation degradation degradation degradation
Ceftazidi HCL 1M + 50°C NaOH 0.01M  H,0; 0.3% + 50°C 75°C UV 254 nm
ettazidime 10 min 5 min 15 min 1h 2h30
Avibactam HCLO0.1M NaOH0.1M  H,0, 0.3% + 50°C 75°C UV 254 nm
30 min 50 min 15 min 3h 24 h
Neutralization NaOH HCL - - -
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With analytical method n°1, three degradations were performed: ceftazidime" alone, avibactam" alone
and then a degradation with ceftazidime/avibactam together, to ensure that there is no co-elution
between a degradation product and one of the peaks of interest. For analytical method n°2, only the

degradation with ceftazidime was performed.

The specificity of our method was evaluated with the analysis of 0.9% NaCl, D5W and WFI solutions.
A 100 pg/mL solution of 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF)", the main degradation product of dextrose
was also analysed as it has a maximum absorbance of 284 nm. A sodium carbonate” solution (100 pg/mL
in WFI) was also analysed, as this is the main excipient found in the manufacturer's powder.® The
specificity was carried out on both analytical methods.

Determination of physical stability

Physical stability was defined as the absence of particulate formation, haze and color change. The
samples were visually inspected against a white/black background with unaided eye at each analysis
time. The subvisual aspect was assessed by using a UV spectrophotometer’. The absorbance was
measured at 350, 410 and 550 nm as recommended by the guidelines of the European consensus
conference.? Physical stability was also assessed by performing a particulate contamination test?, at the
beginning and at the end of the study. According to the criteria of the European Pharmacopoeia,
preparations of a volume inferior to 100 mL comply with the particulate contamination test if the number
of particles measured does not exceed 6000 particles superior to 10 um per container and 600 particles
inferior to 25 pm per container. These criteria are used for PPs with a volume of 48 mL. Preparations
with a volume superior to 100 mL comply with the particle contamination test if the number of particles
measured does not exceed 25 particles inferior to 10 um per mL and 3 particles superior to 25 um per

mL. These criteria are used for EDs with a volume of 240 mL.*
Study design

Stability was monitored according to French Society of Clinical Pharmacy (SFPC) and the Group of
Evaluation and Research for Protection in Areas Under Control (GERPAC) recommendations and ICH
guidelines.®?* The stability of ceftazidime/avibactam was determined at four time points: after
reconstitution (TO h) and then after T12 h, T24 h and T48 hours. According to these recommendations,
for each storage condition, 3 preparations were realized, i.e. 6 PPs: 3 diluted in 0.9% NaCl and 3 diluted
in D5W, stored at 20-25 °C, not protected from light. For the EDs, 6 preparations were realized: 3 diluted
in 0.9% NaCl and 3 diluted in D5W, stored at 37°C in an ICH climatic chamber®, protected from light.
The concentrations were expressed as a percentage of the initial concentration of the preparation. At
each analysis time, for each preparation: six samples were taken, three were used immediately to
determine the concentration of ceftazidime/avibactam with analytical method n°1, the other three were

frozen at -20°C for later analysis with analytical method n°2 to determine the pyridine concentration.
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Defrosting is carried out by leaving the sample at room temperature for 25 minutes. At each analysis
time, a visual and subvisual inspection (UV spectrophotometry) was carried out, as well as a pH
measurement with a pH meter®. The particle count was carried out with an additional PPs and EDs after
the chemical stability period had been defined, for cost reasons and volume required to perform the

examination.

Solutions were considered stable if the concentration of ceftazidime and avibactam remained above 90%
of the initial concentration. The maximum pH variation accepted during the study was one pH unit. No
physical instability, either visually or subvisually (spectrophotometry and particle counting) should be
detected. The total amount of pyridine (measured concentration, related to the initial volume of the
preparation) must not exceed 100 mg.*®

RESULTS

HPLC assay
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The retention times for avibactam and ceftazidime with analytical method n°1 were 1.6 and 20.3 minutes
respectively (Figure 1A). The retention times for ceftazidime and pyridine with method n°2 were 4.5
and 12.2 minutes respectively (Figure 1B).
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Figure 1: Chromatograms of ceftazidime/avibactam after reconstitution and after forced degradation

The set of forced degradations performed with method n°l is presented in Table 2, in total 11
degradation products could be detected. Only the degradation product n°10 was found whatever the
degradation mode. We were able to degrade ceftazidime between 10% with acid degradation and up to
35% with oxidative degradation. With the same degradation conditions, avibactam was degraded
between 9% (oxidative degradation) and 0% (photolytic degradation), and for acidic degradation where
under the same conditions 97% of avibactam was degraded. With the same conditions of degradation,
we could observe the same percentages of degradation of ceftazidime with method n°2. Under these
conditions, pyridine was observed with method n°2 regardless of the forced degradation performed

(figure 1D). To degrade avibactam, we had to strengthen the different forced degradation methods, with
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the exception of acid degradation: where we degraded 27% of avibactam with a lower concentration of

acid (0.1M HCI for 30 minutes) compared to ceftazidime.

Table 2 : Mass balance of ceftazidime/avibactam solutions after various methods of forced degradation

Area
Ret.ention Relative Acid Alkaline Oxydative Heat Photolytic
peaks (n°) times  iention  Wthout  georadation degradation degradation degradation degradation
(minutes) stresses
degradation HCLIM+ NeOH0.0IM H,0,03%+ ..., UV254nm
50°C 10 min 5 min 50°C 15 min 2h30
Ceftazidime 20.3 1 28549585 25822974 24908466 18564626 25400102 24799650
Avibactam 1.6 0.08 1190312 34299 1128099 1089009 1133724 1203413
1 0.9 0.04 - 113814 - 6644850 28783 27544
2 2.0 0.10 - - - - 136550 -
3 2.1 0.10 - - - 44524 244596 -
4 2.4 0.12 - - - - - 38530
5 10.3 0.51 - - - 315916 74818 36220
6 11.2 0.55 - - - 369821 - -
7 12.4 0.61 - - - 4002244 - 34710
8 13.5 0.67 - 588694 - 161525 11388 -
9 15.3 0.75 - - - 20069 - -
10 17.3 0.85 19965 63100 111470 18193 107757 23327
11 23.4 1.15 - - 822248 - - -
Total mass balance 29759862 26622881 26970283 31230777 27137718 26163394
% degradation avibactam 97% 5% 9% 5% -1%
% degradation ceftazidime 10% 13% 35% 11% 13%

Thermal degradation is the only degradation where a ceftazidime degradation product (n°2) (Table 2)
with a retention time close to that of avibactam was observed (Figure 1C) (2.0 and 1.6 min). The
resolution between the two peaks is superior to 1.5. For all other degradation conditions, no interaction
between a degradation product and the peaks of interest was detected with either analytical method n°1
or n°2. In terms of specificity no peaks were detected except for 5-HMF which had a retention time of

7.1 min with method n°1 and 6.5 min with method n°2.

The data set for the validation of the methods was presented in Table 3. Linearity was demonstrated for
ceftazidime and avibactam with an RZ> 0.9998. The homogeneity of the variances was also proven
(Cochran test) for both molecules with the two analytical methods (Cexp < Cty). Finally, we demonstrated
that our calibration curves were in agreement with the linear model (ANOVA non-linearity test) for all
molecules. All intraday precisions were between 0.05% and 1.53%. All interday precisions were less
than 2% except for the lowest pyridine calibration point, where the accuracy was 4.7%. The limit of

quantification for pyridine was 0.81 pg/mL.
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Table 3 : Results of the validation of analytical methods

Concentration R? Cochran's test PI\NOV.A (non- !ntra-day Inter-day (%)
pg/mL Cexp linearity) Fexp  [min ; max](%)

Ceftazidime 0.9999 0.551 0.21

method 1 100 [0.26; 0.48] 1.05
300 [0.24; 0.44] 0.31
500 [0.27; 0.50] 0.53

Ceftazidime 0.9998 0.553 3.06

method 2 100 [0.16; 1.53] 0.94
300 [0.05; 0.27] 0.28
500 [0.06; 0.82] 0.44

Avibactam 0.9999 0.514 1.38

method 1 25 [0.13; 0.43] 0.72
75 [0.34;0.41] 0.43
125 [0.25; 0.43] 0.33

Pyridine 0.9999 0.338 2.47

method 2 1 [0.34;1.52] 4.68
20 [0.18; 0.56] 0.72
40 [0.16; 0.68] 0.43

Cen (5%;3;5) = 0.684 Fy (5%;3;10) = 3.71

Chemical stability of solutions

The remaining percentage of the initial concentration of ceftazidime/avibactam with the quantification
of method n°l is presented in Table 4. In PPs, ceftazidime retains more than 90% of its initial
concentration after 24 hours of storage in 0.9% NaCl and D5W. For EDs after 12 hours ceftazidime
retained more than 90% of its initial concentration when diluted in 0.9% NaCl. However, when diluted

in D5W, the concentration of ceftazidime varied from 85.4 to 87.5% after 12 hours.

Avibactam retained more than 95% of its initial concentration after 12 hours regardless of the container
or solvent used. After 24 hours, avibactam retained more than 90% of its initial concentration regardless
of the container or solvent used. At 48 hours, we could observe once that the concentration went below
90% of the initial concentration (ED n°3 diluted in D5W) (Table 4).

The concentration and amount of pyridine detected during the stability study is presented in the Table
5. At TO h, as soon as the syringes or diffusers were prepared, the dose of pyridine was between [9.6 to
12.0 mg] and [8.6 to 11.0 mg] respectively. The amount of pyridine measured increased throughout the
stability study. After 24 hours, the average amount of pyridine observed in syringes was 32 mg in 0.9%
NaCl and [41 to 63 mg] in D5W. The concentration of pyridine exceeded 1.1 mg/mL for the syringes
diluted with D5W after 24 hours. This concentration was exceeded for the EDs after 48 hours (0.9%
NaCl and D5W). The amount of pyridine present in the ED was [43-45 mg] in 0.9% NaCl and [51-62
mg] in D5W. After 24 hours, amounts above 100 mg could be detected for an ED diluted in D5W.
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Table 4 : Chemical stability of ceftazidime/avibactam diluted in 0.9% sodium chloride (0.9% NacCl) or in dextrose 5%

in water (D5W)
Time; % of Initial Concentration CEFTAZIDIME (Mean % SD)?
Cor[‘:g'}trfl_t)'on Solvant S‘i’f:c':f:r [ncjg/Tr?jT) Toh T12h T24h T48h
S1 127.1 100% + 0.81% 95.59% + 0.54% 93.35% + 1.74% 86.43% + 1.25%
125 ?\Ij?lj 52 124.8 100% + 0.14% 97.42% + 0.08% 96.90% + 1.05% 87.00% + 0.38%
S3 125.2 100% + 0.54% 97.09% + 0.31% 95.29% + 0.16% 88.81% + 0.15%
S1 121.4 100% + 2.16% 97.78% + 0.43% 91.76% + 0.30% 86.66% + 1.50%
125 D5W S2 120.3 100% + 0.20% 98.09% =+ 0.08% 92.74% + 0.19% 88.69% + 1.41%
S3 122.0 100% + 0.51% 98.54% = 0.49% 90.59% + 0.46% 85.98% + 0.72%
D1 24.5 100% + 1.01% 92.99% + 0.84% 84.87% + 0.56% 68.73% + 0.57%
25 ?\Ij?lj D2 26.4 100% + 0.98% 91.85% + 0.51% 81.69% + 0.48% 65.42% + 0.55%
D3 25.6 100% + 0.46% 91.87% * 1.41% 80.24% + 0.49% 64.74% = 0.59%
D1 22.7 100% + 0.36% 87.45% + 1.14% 76.20% = 0.71% 58.11%+ 1.92%
25 D5W D2 26.9 100% + 0.18% 85.83% + 0.39% 76.34% + 0.46% 59.56% + 0.12%
D3 25.3 100% + 0.71% 85.38% = 0.22% 73.50% + 0.85% 56.58% +* 0.05%
Time; % of Initial Concentration AVIBACTAM (Mean + SD)?
C°r[‘;fg”/tr;a:;°” Solvant [S)?;;L“Sgeer (nfng/TrgT} Toh T12h T24h T48h
S1 31.6 100% + 0.75% 95.83% + 0.21% 93.41%+ 1.03% 89.99% + 0.96%
31.25 ?\Igé{l) S2 31.1 100% + 0.03% 97.45% + 0.20% 97.63% + 0.60% 91.09% + 0.42%
S3 31.3 100% + 0.97% 95.82% + 1.49% 97.55% + 0.70% 91.95% + 0.21%
S1 31.1 100% + 2.23% 98.35% * 0.37% 93.52% + 1.39% 91.42% x 1.41%
31.25 D5W S2 30.5 100% + 0.29% 99.25% + 0.11% 96.09% + 0.08% 95.19% + 1.43%
S3 30.9 100% + 0.45% 99.63% + 0.56% 94.44% + 0.29% 92.24% = 0.27%
0.9% D1 6.1 100% + 1.03% 99.61% + 1.14% 99.10% + 0.44% 96.09% + 0.62%
6.25 NacCl D2 6.8 100% + 1.03% 98.62% = 0.40% 95.62% + 0.24% 92.72% = 0.03%
D3 6.5 100% + 0.28% 96.85% =+ 0.26% 94.90% + 0.32% 92.78% + 0.58%
D1 5.7 100% + 0.29% 97.12% + 0.89% 95.40% + 0.68% 90.73% + 1.71%
6.25 D5W D2 6.8 100% + 0.12% 95.15% + 0.19% 94.52% + 0.30% 91.75% + 0.10%
D3 6.4 100% + 0.37% 93.95% + 0.16% 91.68% + 0.70% 88.35% + 0.29%

S : Syringes D: Elastomeric devices, C°: Concentration, ’ Samples tested in triplicate at all time points 0.9%: Normal Saline; DSW: Dextrose 5% in Water

About pH measurements, the maximum variation observed in the stability study was 0.47 pH units (6.63

- 7.10), This maximum change was observed in EDs diluted in 0.9% NaCl after 48 hours.
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Table 5: Concentration and amount of pyridine detected during the stability study

Average Pyridine concentration (ug/mL) + total amount of Pyridine (mg)

Syringe Toh T12h T24h T48h
Solvant X
Diffuser  pg/mL  mg ug/mL  mg ug/mL  mg ug/mL  mg
s1 200 9.6 361 17.3 678 32.5 1237 59.4
0.9%NaCl  S2 201 9.7 371 17.8 676 32.4 1098 52.7
s3 225 10.8 370 17.8 669 32.1 1120 53.8
s1 213 10.2 468 22.4 855 41.1 1359  65.2
D5W 52 220 10.6 701 33.7 1260 60.5 1686 80.9
s3 250 12.0 614 29.5 1314 63.1 1861 89.3
D1 37 88 180 43.3 344 82.5 2606 125.1
0.9% NaCl D2 36 8.6 188 45.2 295 70.8 2829 135.8
D3 40 9.5 179 42.9 394 94.5 3442 165.2
D1 38 9.2 212 51.0 374 896 3829 183.8
D5W D2 46 11.0 260 62.3 436 104.7 4849 232.7
D3 44 10.6 211 50.7 402 96.5 4351 208.9

S: Syringes; D: Elastomeric devices; 0.9%: Normal Saline; D5W: Dextrose 5% in Water

Physical stability of solutions

After reconstitution and preparation of the PPs and EDs, the solutions were pale yellow. A more
significant yellowing was observed after 24 hours in EDs and after 48 hours for the syringes. No
precipitate was observed during the study. The formation of a few air bubbles could be observed in

syringes after 12 hours.

The subvisual analysis by UV spectrophotometry is presented in Table 6. This analysis shows no change
in absorbance at 350 nm, at 550 nm. The absorbance only increased after 48 hours. At 410 nm, whether

in syringes or in diffusers, the absorbance increased progressively throughout the stability study.

Particle counting was performed on a syringe of ceftazidime/avibactam and an ED diluted in 0.9% NaCl
with analysis at TO and then T24 hours for the syringe and T12 hours for the ED. For PPs: 1520 particles
> 10 um and 80 particles > 25 um were counted on average after 24 hours. For EDs 5 particles > 10 and
1 particle > 25 um were found on average per mL after 12 hours. The particle count met the standards

set by the European Pharmacopoeia.?
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Table 6: Absorbance values for Ceftazidime/avibactam solutions during stability study

Mean absorbance values + standard deviation

Oh 12 h 24 h 48h

350 nm
NaCl 0.9% S 2.487 £ 0.030 2.470 £ 0.009 2.490 = 0.022 2.470 % 0.012
D5W S 2.517 £ 0.044 2.477 + 0.020 2.467 + 0.016 2.503 + 0.007
NaCl 0.9% D 2.451 £ 0.045 2.464 + 0.023 2.449 £ 0.012 2.471 % 0.025
D5W D 2.437 £ 0.030 2.462 = 0.031 2.449 £ 0.020 2.468 % 0.017

410 nm
NaCl 0.9% S 0.438 + 0.004 0.465 + 0.013 0.608 + 0.006 0.909 + 0.012
D5W S 0.443 + 0.005 0.46S + 0.007 0.619 + 0.004 0.921 + 0.025
NaCl 0.9% D 0.061 £ 0.005 0.085 + 0.003 0.158 £ 0.005 0.317 £ 0.016
D5W D 0.063 £ 0.004 0.098 + 0.011 0.174 £ 0.015 0.364 % 0.033

550 nm
NaCl 0.9% 0.002 + 0.001 0.003 + 0.001 0.006 + 0.001 0.025 + 0.002

S
D5wW S 0.001 + 0.001 0.000 £+ 0.000 0.004 + 0.000 0.031 + 0.014
NaCl 0.9% D 0.002 + 0.000 0.002 £ 0.000 0.005 + 0.003 0.011 £ 0.002
D5W D 0.001 = 0.000 0.002 £ 0.001 0.005 * 0.000 0.014 % 0.001

I+

I+

S : Syringes D: Elastomeric devices, , ’ Samples tested in triplicate at all time points 0.9%: Normal Saline; D5W:

Dextrose 5% in Water

DISCUSSION

Our results have shown that the methods developed were reliable and adequate for the evaluation of the
physicochemical stability of ceftazidime/avibactam as well as pyridine, on the basis of selectivity,
linearity, sensitivity, precision and accuracy. To our knowledge, this study is the first to have developed
and validated a stability indicating method to assess the chemical stability of the ceftazidime/avibactam
combination. However, this method has a relatively long analysis time (40 min) and analytical method
n°1 does not allow the detection of small quantities of pyridine. Hence the use of a second analytical
method, which does not allow the detection of avibactam. The use of this second method allowed to

confirm quantification of the ceftazidime dosage obtained with method n°1.

We were able to demonstrate that the concentration of ceftazidime at 125 mg/mL remains above 90%
of the initial concentration (0.9% NaCl or D5W) in syringes after 12 hours. Few stability studies have
been performed with such a high concentration. Nahata et al. were able to demonstrate 24-hour stability
in syringes (100 mg/mL) but with solutions diluted in WFI.% Under the same conditions, Stewart et al.
have concluded that the solution was stable for 8 hours.®* An 18-hour stability of the reconstituted
solution of ceftazidime (at 270 mg/mL) with WFI has been demonstrated by Farina et al. Several teams
have also demonstrated the stability of ceftazidime for 24 hours, but at a lower concentration and in

different containers.?¢?°
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For EDs, we have studied the stability at a temperature of 37°C (choose the worst condition). Several
studies carried out on EDs worn in contact with the patient's skin show that the temperature can reach
37°C.*%3 At this temperature with our study, we demonstrated that ceftazidime (25 mg/mL) retained
more than 90% of its initial concentration after 12 hours in 0.9% NaCl but not in D5W. Viaene et al.
demonstrated a 24-hour stability at 120 mg/mL diluted in WFI, but when stored at 25°C, this stability
decreased to 8 hours at 37°C.™ Other studies have been carried out with EDs but using temperatures
close to room temperature, stability between 12 h and 24 h have been demonstrated with D5W and 0.9%
NaCl.323

This is the first study where we have been able to demonstrate the chemical stability of avibactam with
a concentration close to 95% of the initial concentration after 24 hours. We were able to prove that the
stability of avibactam was independent of the solvent used or the exposure to heat, with similar results
obtained in PPs or EDs. This study confirms the observations obtained during the forced degradation of
avibactam where we had to use more extensive forced degradation methods than those used for

ceftazidime, in order to obtain the same percentage of degradation.

Pyridine (9.6 to 12.0 mg) is already present upon reconstitution/preparation of the solutions. Another
study showed that 11 mg pyridine was present in devices containing 6 g/100 mL immediately after
dissolution.® The amount of pyridine depends on the rate of degradation of ceftazidime but not only
since about 2 times more pyridine is detected in syringes diluted with D5W after 24 hours than in
syringes diluted with 0.9% NaCl. In our study, especially for EDs, pyridine was probably overestimated.
We carried out the study under the worst conditions (37°C), and we calculated the quantity of pyridine
in relation to the initial volume of the preparation at each analysis time, without taking into account the
volume already injected to the patient with a necessarily lower pyridine concentration. The limit of 100
mg pyridine is never exceeded when ceftazidime retains more than 90% of its original concentration,
regardless of the solvent or container. However, the amount of pyridine found in syringes diluted in
D5W was double that found in 0.9% NaCl after 24 hours, so we recommend preferring 0.9% NaCl as a
diluent to keep the amount of pyridine administered to patients to a minimum. Ceftazidime has been
used for several decades as a continuous infusion and is very well tolerated.**" The most frequently
reported adverse events (with similar frequency for continuous and intermittent infusions) include

transient increases in aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase.®

For physical stability, the yellowing of the solution is explained by the SmPC, which indicates that after
reconstitution, the resulting solution is pale yellow.? The formation of some bubbles in the syringe can
also be explained by the presence of sodium carbonate in the manufacturer's powder composition.® The
subvisual analysis is intended to verify the absence of particle formation. This was confirmed by particle
counter analysis and by measuring the absorbance at 550 nm. For a duration of 24 hours in PPs and 12

hours in EDs.
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CONCLUSION

In syringes, ceftazidime/avibactam 125/31.25 mg/mL (6/1.5 g in 48 mL), diluted in 0.9% NaCl was
stable for 24 hours at room temperature. For a return at home, administration by diffuser has been
validated at 25/6.25 mg/mL (6/1.5 g in 240 mL) diluted in 0.9% NaCl with stability over 12 hours at
37°C, but not in D5W. For these solutions and stability times, the safe dose of pyridine proposed in the

literature is not exceeded.
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it all and making corrections.
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Chemicals and reagents:

@ Ceftazidime/avibactam (ZAVICEFTA®) 2/0,5 g, powder for injection, for intravenous use, Pfizer,
Ringaskiddy, Irlande, lot 3M05L95690

b Water for injection 500 mL, Chaix et du Marais, Paris, France, lot OF564

¢ Polypropylene syringes, BD Plastipak 50mL, San Agustin Spain, lot 300865
90.9% NaCl 250 mL glass vial, Chaix et du Marais, Paris, France, lot 9F582

¢ D5W 250 mL glass vial, Chaix et du Marais, Paris, France, lot 9F591

f Elastomeric device, Baxter FOLFusor 10 mL/h, Guyancourt, France, lot 2C4063K

9ELITE LaChromVWR/Hitachi, VWR photodiode array (PDA) detector L-2455 and a VWR L-2130
HPLC pump, Paris, France

"Column LiChrospher 100 RP-18 (5 um, 4.6x125 mm), Merck, Fontenay-sous-Bois, France
'KH,PO4, Emsure, Val-de-Reuil, France, lot AM1590277032

I Methanol for HPLC gradient grade, Carlo Erba, Val-de-Reuil, France, lot VOD04260D
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kOrthophosphoric acid, VWR, Fontenay-sous-Bois, France lot 17B174014

'Column LiChrospher 100 RP-18 (5 um, 5x250 mm), Merck, Fontenay-sous-Bois, France
™ Ammonium acetate, Emsure, Val-de-Reuil, France, lot A1426116916

" Ammonia 28-30 %, Emsure, Val-de-Reuil, France, lot 20494523811

° Acetonitrile for HPLC isocratic grade, Carlo Erba, Val-de-Reuil, France lot 17J231482
PPyridine ACS, Reag Ph Eur, VWR, Fontenay-sous-Bois, France, lot 18F074042

9HCL 1M, VWR, Fontenay-sous-Bois, France, lot 200416C004

"NaOH 1M, VWR, Fontenay-sous-Bois, France, lot 200618C011

*H,0,30%, Emsure, Val-de-Reuil, France, lot R48743810713

YUV lamp, Vilbert Lourmat, Marne-la-Vallée, France

Y Ceftazidime 2 g, powder for injection, for intravenous use, Mylan, Paris, France, lot 191102
¥ Avibactam 5 mg, Biovision, Nanterre, France, lot 9L4V-A

“5-hydroxymethylfurfural, Acros Organics, Strasbourg, France, lot A0406699

*Sodium carbonate, VWR; Belgium, lot 20G304117

Y Spectrophotometer; Safas Monaco UV m2, Monaco

?Particle counter PAMAS SVSS; Rutesheim, Germany

#: ICH Climatic Chamber, Binder, Tuttlingen, Germany

% pH meter, edge®, Hanna instruments, Tanneries, France
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VIIl. Ceftazidime

Préambule

Une communication affichée intitulée « Stabilité physico-chimique de la ceftazidime a 125
mg/mL en seringue polypropyléne et a 25 mg/mL en diffuseur portable pour une administration
continue en service de soins intensifs et a domicile 16°™es Rencontres CSH, (octobre 2021)
(Annexes 22 et 23).

L’ensemble des tests statistiques pour la validation de la méthode de I'avibactam avec la
méthode analytique n°2 est présenté en annexe 20.
L’ensemble des tests statistiques pour la validation de la méthode de la ceftazidime avec la

méthode analytique n°2 est présenté en annexe 19.

VIIL.1 Introduction / objectifs

L’étude de stabilité de la ceftazidime est présentée sous le format d’un résumé, la présentation
et la validation de la méthode analytigue (méthode analytique n°2) ont été réalisées dans le
chapitre précédent. L’objectif et le matériel et méthode de cette étude sont les mémes que
pour [lassociation ceftazidime/avibactam présentée dans le chapitre précédent:
« Physicochemical stability of ceftazidime/avibactam in syringes and elastomeric devices for
continuous administration in critical care units and at home ». La posologie recommandée pour

traiter les infections sévéres avec la ceftazidime est également de 6 g/j.

L’objectif est d’étudier la stabilité physico-chimique de solutions de ceftazidime a 125 mg/mL,
en seringue polypropyléne conservées a 20-25°C pour une administration continue en service
de soins intensifs et a 25 mg/mL en diffuseur élastomérique, conservées a 37 °C, a I'abri de
la lumiére pour une administration continue a domicile. Les solutions ont été diluées dans du
NaCl 0,9% ou dans G5% et analysées a TO, T8, T24 et T48 heures avec une identification et

guantification de la pyridine a chaque temps d’analyse.

VIIl.2 Matériels et méthodes

Trois diffuseurs et 3 seringues ont été préparés pour chaque condition. A chaque temps

d’analyse, 3 échantillons de chaque préparation ont été analysés avec une méthode validée
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selon les ICH Q2(R1) par chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur
a barrette de diodes a 260 nm. La stabilité physique a été évaluée par une inspection visuelle
et subvisuelle (turbidimétrie par spectrophotométrie a 350, 410 et 550 nm). Les valeurs de pH
ont été mesurées. Les analyses sont réalisées a TO, T8, T24 et T48 heures pour les seringues

eta TO, T8 et T24 heures pour les diffuseurs.

VIIl.3 Résultats

Seules les stabilités chimique et physique seront présentées pour cette étude.

L’évolution de la concentration initiale de ceftazidime en seringue et en diffuseur sont
présentées dans le tableau XV. En seringue, la concentration initiale passe en dessous de la
limite de 90% apres 8 heures dans le G5% et aprés 24 heures dans le NaCl 0,9%. En diffuseur,
au bout de 24 heures, la concentration initiale dans le NaCl 0,9% est comprise entre 84,4% et
86,6%. Diluée dans le G5%, la concentration restante est méme inférieure a 80% de la

concentration initiale.

Tableau XV : Evolution de la concentration initiale de ceftazidime en diffuseur et en seringue,
diluée dans du NaCl 0,9% et dans du G5%

Temps ; % de la concentration initial de ceftazidime (moyenne + CV)

(r:go;:m Solvant ;ﬁ;:‘sge“ui (Cm;‘j:'f) T oh T8h T 24h T 48h
sl 119,68 100%+0,05%  96,26%*0,13%  93,50%*1,72%  85,05%%2,14%
125 gl' ;;i 52 119,21 100%+0,67%  99,25%+0,04%  9594%%*055%  87,82%*0,91%
S3 121,50 100%+0,15%  99,37%%0,26%  95,34%%*0,82%  86,51%%0,14%
S1 124,73 100%+0,21%  93,49%*0,33%  88,26%*0,22%  80,96%*0,71%
125 G5% S2 120,09 100%+0,12%  98,31%*0,60%  91,23%*0,29%  84,04%*0,23%
53 123,42 100%+0,02% 93 49%*0,29%  87,73%*0,36%  81,43%*0,05%
D1 23,26 100%+1,31% 97,50%%1,23%  86,59%% 1,94% - + -
25 gl';;l) D2 24,04 100%+0,79% 94,75%% 0,68% 85,67%% 0,49% - + -
D3 24,99 100% +0,15% 93,44%% 0,32% 84,39%% 0,23% - + .
D1 23,26 100%+0,22% 94,15% % 0,10% 78,74%% 0,37% - + -
25 G5% D2 24,86 100%+0,21% 94,20%%0,27% 76,29%% 0,03% - + -
D3 24,34 100%+0,30%  96,07%*0,15% * + ¥ - .

* fuite du diffuseur n°3 entre le temps d’analyse n°2 et 3.
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L’évolution de la concentration de pyridine en seringue et en diffuseur sont présentées dans
le tableau XVI. L’analyse a TO h révéle la méme quantité présente de pyridine en seringue ou
en diffuseur (10,9 — 13,9 mg/mL). Pour rappel, la quantité de pyridine est exprimée par la
concentration mesurée rapportée au volume initial de la seringue, soit 48 mL. En seringue, la
limite de 100 mg de pyridine n’est jamais dépassée et la concentration reste inférieure a 1
mg/mL au bout de 24 heures dans le NaCl 0,9% et le G5%.

A linverse en diffuseur, la quantité de pyridine augmente plus rapidement, elle est multipliée
par 3 au bout de 8 heures dans le NaCl 0,9% et par 5 dans le G5%. Au bout de 24 heures, la
guantité de pyridine dépasse les 100 mg dans le G5% et est comprise entre 90,4 et 97,5 mg
dans le NaCl 0,9%.

Tableau XVI : Concentration et quantité de pyridine détectée pendant I'étude de stabilité

Concentration moyenne de pyridine (ug/mL) + quantité totale de pyridine (mg)

copane  Seringue T Oh T 8h T 24h T 48h
Diffuseur  pg/mL  mg Hg/mL  mg Hg/mL  mg Hg/mL  mg
S1 228 10,9 397 19,1 685 32,9 1148 55,1
NacCl 0,9% S2 228 10,9 395 19,0 705 33,9 1287 61,8
S3 248 11,9 409 19,6 721 34,6 1277 61,3
S1 291 13,9 476 22,9 833 40,0 1532 73,5
G5% S2 242 11,6 460 22,1 844 40,5 1525 73,2
S3 229 10,9 424 20,3 829 39,8 1542 74,0
D1 48 11,5 145 34,7 406 97,5 - -
NacCl 0,9% D2 47 11,4 146 35,0 394 94,5 - -
D3 49 119 144 34,6 376 90,4 - -
D1 47 11,3 219 52,5 500 120,0 - -
G5% D2 51 11,3 221 53,0 596 143,1 - -
D3 52 124 201 48,3 * * - -

* fuite du diffuseur n°3 entre le temps d’analyse n°2 et 3.

A 48 heures, la variation maximale de pH mesurée en seringue était de 0,65 unité. La variation
maximale de pH mesurée en diffuseur est de 0,66 unité au bout de 24 heures.

La stabilité physique, dont les mesures d’absorbances sont présentées dans le tableau XVII.
L’absorbance a 350 nm n’évolue pas au cours de I'étude (seringue et diffuseur). A 410 nm,

I'absorbance augmente au bout de 48 heures en seringue, en diffuseur a cette longueur d’'onde
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'absorbance double aprés 24 heures. Nous n’observons pas de changement a 550 nm en

seringue et en diffuseur.

Tableau XVII : Mesure de I'absorbance des solutions de ceftazidime en seringue et en

diffuseur au cours de |'étude de stabilité

Valeurs moyenne d’absorbance + CV

TOh T8h T24h T 48h

350 nm
NaCl 0.9% S 3,122 += 0,034 3,187 = 0,081 3,126 * 0,076 3,139 = 0,043
G5% S 3,088 + 0,017 3,135 £ 0,047 3,231 £ 0,092 3,144 + 0,091
NaCl 0.9% D 3,030 + 0,031 3,005 * 0,020 3,062 * 0,026 - + -
G5% D 3,025 = 0,063 3,080 = 0,035 3,040 = 0,036 - + -

410 nm
NaCl 0.9% S 0,428 = 0,005 0,436 * 0,006 0,488 + 0,004 0,683 + 0,024
G5% S 0,421 + 0,009 0,447 + 0,011 0,491 %= 0,006 0,728 + 0,010
NaCl 0.9% D 0,067 = 0,005 0,081 + 0,004 0,125 + 0,003 - + -
G5% D 0,063 = 0,003 0,080 = 0,004 0,169 + 0,018 - x -

550 nm
NaCl 0.9% S 0,007 £ 0,002 0,006 = 0,001 0,010 = 0,003 0,018 * 0,015
G5% S 0,002 = 0,001 0,005 + 0,001 0,004 + 0,002 0,012 + 0,001
NaCl 0.9% D 0,006 = 0,003 0,008 + 0,005 0,003 * 0,002 - + -
G5% D 0,003 £ 0,001 0,004 + 0,003 0,043 + 0,048 - x -

VIll.4 Discussion

Les résultats obtenus pour I'étude de stabilité avec la ceftazidime seule sont semblables a
ceux obtenus avec l'association ceftazidime/avibactam. En diffuseur & 37°C, la stabilité
chimique n’est pas atteinte au bout de 24 heures. La seule différence est une moins bonne
stabilité chimique en seringue avec [Iutilisation du G5% comme solvant, avec une
concentration inférieure & 90% de la concentration initiale. Dans les mémes conditions (24 h,
G5%, en seringue), plus de 90% de la concentration initiale était retrouvée avec I'association

ceftazidime/avibactam.

Pour la pyridine, les mémes ordres de grandeur sont retrouvés dans les deux études, avec
une dizaine de mg retrouvée dés la préparation des solutions (en seringue et diffuseur). Le

point d’analyse n°2 est différent entre les deux études (T8 h) pour la ceftazidime et (T12 h)
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pour I'association ceftazidime/avibactam. Mais nous retrouvons les mémes résultats avec le
point d’analyse n°3. Cette étude confirme l'influence de la température et du solvant G5% sur

la stabilité de la ceftazidime.

VIII.5 Conclusion

Dans le G5%, la ceftazidime présente une instabilité chimique, ne permettant une
administration que sur 8 heures en seringue et en diffuseur. Diluée dans du NaCl 0,9%, la
ceftazidime est stable a 125 mg/mL pendant 24 heures en seringue polypropyléne et 8 heures

a 25 mg/mL en diffuseur élastomérique.
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DISCUSSION GENERALE

Au total, 7 études de stabilité physico-chimiques ont été réalisées au sein du laboratoire de
contrble analytique de la pharmacie. Quatre de ces études ont été effectuées a la fois en
seringue polypropyléne et en diffuseur élastomérique (pipéracilline/tazobactam,
ceftolozane/tazobactam, ceftazidime et ceftazidime/avibactam). Deux études ont été réalisées
en seringue uniquement (céfidérocol et méropénem). Une seule étude a été réalisée

uniquement en diffuseur (témocilline).

|.  ROle du pharmacien hospitalier

La réalisation de ces études de stabilité rentre dans le cadre des missions a accomplir par le
pharmacien hospitalier. D’un point de vue réglementaire, le réle du pharmacien hospitalier est
bien établi au travers des Bonnes Pratiques de Préparations (BPP) :
- le chapitre 1 des BPP indique que : « la date limite d’utilisation des préparations
terminées est fixée a la suite d’études bibliographiques et/ou d’essais de stabilité ».
- le chapitre 2 des BPP souligne : « A c6té des missions et exigences mentionnées, le
pharmacien a d'autres attributions telles que [...] le contrdle de la stabilité des produits

» ( Bonnes pratiques de preparation 2007).

La réalisation d’études de stabilité est d’autant plus cruciale, que les données de stabilité
fournies par les laboratoires pharmaceutiques ne permettent pas de répondre aux besoins
cliniques en pratique quotidienne, en particulier pour des médicaments perfusés en continu a
des fortes concentrations comme les antibiotiques (Vigneron, D’Huart , Demoré ( 2019) ). Nous
pouvons citer également le Dr Lawrence Trissel auteur du Handbook on Injectable Drugs -
ASHP's Guide to IV Compatibility and Stability, « La science fait partie de notre mission et la
stabilité et la compatibilité appliquées au milieu clinique contribuent a la sécurité des patients

et font clairement partie de la recherche pharmaceutique clinique » (Trissel, 2012).

Méme si toutes les pharmacies hospitaliéres ne disposent pas d’un laboratoire de contrble
analytique permettant de réaliser des études de stabilités, le pharmacien hospitalier a pour
mission d’étre capable d’interpréter la pertinence des données de stabilités disponibles dans
la littérature, de juger la qualité de la méthodologie employée ou de la transposition des

données dans la littérature a une pratique quotidienne. Le pharmacien s’inscrit donc comme
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expert du médicament, en permettant 'amélioration de la prise en charge médicamenteuse du

patient et en soutien aux équipes cliniques.

[I.  Limites rencontrées lors des études de stabilité

.1  Seringue

Une limite physique a été rencontrée pour les études de stabilité du ceftolozane/tazobactam,
du céfidérocol et de la pipéracilline/tazobactam, concernant le volume nécessaire a la
reconstitution de la poudre. A la plus forte posologie journaliére, pour ces trois antibiotiques et
en respectant les différents RCP, il est impossible de réaliser une seringue d’un volume final
de 48 mL. Des tests sur le volume de reconstitution n'ont pas été effectués en raison du prix
élevé du ceftolozane/tazobactam et du céfidérocol (« Ceftolozane / tazobactam (Zerbaxa®) -
Summary of Product Characteristics Laboratoires Merck Sharp & Dohme Chibret 2020 », ; « Fetcroja 1
g powder - Summary of Product Characteristics (SmPC) - (emc) », ). Cela a pour conséquence de

préparer plusieurs seringues par le personnel infirmier, sur une méme journée.

1.2 Diffuseur

Pour les diffuseurs élastomériques, nous avons choisi une température de stockage pour les
études de stabilité de 37 °C. Voumard et al. ainsi que Docherty et al. ont démontré, qu'un
diffuseur porté au contact de la peau du patient le long de la journée, la température dépasse
largement 25°C, et pouvait atteindre 37°C. L’élévation de la température a plus de 30°C a été
également démontrée en utilisant des sacoches isothermes, qui sont donc peu efficaces
(Docherty, Montalto, Leslie, et al., 2017; Voumard, Van Neyghem, Cochet, et al., 2017). De
nombreuses études de stabilité ont été conduites en diffuseur a une température de 25°C, or
plusieurs antibiotiques ont une durée de stabilité bien inférieure a haute température. Nous
avons I'exemple avec les études réalisées dans le cadre de cette thése comme avec le
ceftolozane/tazobactam et la ceftazidime. D’autres pénicillines sont particulierement
thermosensibles comme la pénicilline G, I'amoxicilline ou le céfotaxime, avec un risque de
formation de précipité quand ces solutions sont portées a 37°C ( Dhelens, Tall, Boisrame et al.
2019). La température est un des facteurs les plus importants dans la stabilité des

médicaments. Une augmentation de 10°C de la température de conservation, peut conduire a
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augmenter de 2 a 5 fois la vitesse des réactions de dégradation (Brossard, Chedru-Legros,
Crauste-Manciet, et al., 2013). La réalisation de I'ensemble des études en diffuseurs a 37°C,

permet donc une marge de sécurité pour l'utilisation en pratique réelle.

Jerkins et al. dans leur revue de la littérature sur la stabilité des antibiotiques en diffuseur,
révelent la nécessité d’acqueérir le plus rapidement possible de nouvelles données de stabilité
en diffuseur a haute température et que de nombreuses études ne sont pas applicables en
pratique courante (Jenkins, Shanu, Jamieson, et al., 2021). Longuet et al. dans leur article
« Préparer et administrer des antibiotiques injectables : Comment éviter de jouer a Dieu »
évoquent la nécessité d’avoir plus de données pour réaliser des perfusions continues en

diffuseur a haute température (Longuet, Lecapitaine, Cassard, et al., 2016).

L’influence de la lumiére sur la stabilité des solutions en diffuseurs n’a pas pu étre évaluée
pour 'ensemble des études de stabilité effectuées en diffuseur, du fait d’avoir recours a une
étuve. Mais pour un usage courant, le diffuseur est porté sous les vétements du patient. Si le
diffuseur doit étre exposé a la lumiére, nous recommandons donc l'utilisation d’'un emballage
supplémentaire de protection solaire. Une autre limite vient du diffuseur élastomérique en lui-
méme, le débit dépend de la viscosité de la solution et donc du solvant utilisé et également de
la température, ayant pour conséquence une marge d'erreur de + 15%. Au maximum
'administration peut durer 27-28h pour une administration prévue sur 24 heures, la stabilité

sur cette période supérieure a 24 heures n’a pas pu étre évaluée.

1.3 Limites financiéres

La réalisation d’'une étude de stabilité physico-chimique est un processus chronophage et
colteux. Pour les unités de soins intensifs, les études de stabilité peuvent se limiter a 24-48
heures. Avant la réalisation de I'étude de stabilité proprement dite, un processus de validation
de la méthode analytique doit étre réalisé afin de démontrer la capacité indicatrice de stabilité
de la méthode, la linéarité, la répétabilité, la fidélité intermédiaire, la spécificité, etc. Cette étape
est en particulier responsable du caractére chronophage que représente une étude de stabilité
physico-chimique. Le colt d’'une étude de stabilité est dépendant également du type de
médicament étudié, plusieurs antibiotiques sont des génériques, comme le méropénem, la
pipéracilline/tazobactam et la ceftazidime permettant de diminuer fortement les coits. A titre
d’exemple I'étude de stabilité du méropénem a nécessité une quinzaine de flacons, soit un
total de 57,9 euros. En revanche, le prix d’un seul flacon de céfidérocol & 1 g est de 160,65

euros.
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1.4 Limites administratives

Les antibiotiques étudiés dans le cadre de ce travail sont agréés aux collectivités. L’utilisation
en milieu hospitalier ne pose pas de probléme hormis les ruptures commerciales comme pour
le ZERBAXA® au cours de I'année 2020-2021. Mais actuellement, le ceftolozane/tazobactam,
la ceftazidime/avibactam et le céfidérocol sont des médicaments de la réserve hospitaliere
(« Article R.5121-82 et R.5121-83 du Code de Santé Public », ). Pour permettre de réaliser une
antibiothérapie au domicile du patient, il sera nécessaire de réaliser une hospitalisation a
domicile (HAD). Le recours a une HAD est un dispositif plus étendu en lien avec un
établissement de santé (soumis a une certification), disponible 24h/24 et 7j/7.

La témocilline est rétrocédable, mais soumise a une prescription hospitaliére (« Article L.5126-
4 du Code de Santé Publique », ). Le méropénem, la ceftazidime et la pipéracilline/tazobactam
sont disponibles en officines mais également soumis a une prescription hospitaliére (« Article
R.5121-84 3 R.5121-86 du Code de Santé Public », ). Pour ces médicaments non soumis a la
réserve hospitaliére, un prestataire de santé pourra assurer le service au domicile des patients.
Que ce soit pour la réalisation d’'une HAD, ou [I'utilisation d’'un prestataire de soins, une
formation de ces différents organismes est indispensable pour acquérir I'utilisation de ces
nouvelles données de stabilité. Cela nécessite une étroite collaboration entre la pharmacie, le

médecin prescripteur, I'infirmiére coordinatrice et également le patient.

lll. Perspectives

A notre connaissance, il s’agit des premiéres études de stabilités réalisées pour le céfidérocol
et la ceftazidime/avibactam. Ces nouvelles données de stabilité sont cruciales sur ces
antibiotiques de dernier recours permettant de réaliser une optimisation de leur parametres
PK/PD. A titre d’exemple, dés I'acquisition de ces données, plusieurs patients ont été traités

en perfusion continue avec du céfidérocol au CHRU de Nancy a partir de mai 2021.

A partir de ces données de stabilités, de nouveaux essais cliniques pourront étre conduits sur
ces molécules ou l'avantage de la perfusion continue reste a démontrer: céfidérocol,
ceftazidime/avibactam, témocilline et ceftolozane/tazobactam pour les patients présents dans
les unités de soins critiques. Les précédentes méta-analyses réalisées sur les autres [3-

lactamines révélent l'intérét de la perfusion continue, en particulier avec une baisse de la
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mortalité observée par rapport aux patients recevant une perfusion intermittente (Kondo, Ota,

Imura, et al., 2020; Vardakas, Voulgaris, Maliaros, et al., 2018).

Pour les autres données de stabilités dont I'intérét de la perfusion continue a été démontré,
comme pour le méropénem, la pipéracilline/tazobactam et la ceftazidime (Cousson, Floch,
Guillard, et al., 2015; Dulhunty, Roberts, Davis, et al., 2013; Hubert, Le Roux, Lavrut, et al., 2009), nos
données permettent de les administrer dans le plus faible volume de perfusion possible, en
pousse-seringue électrique permettant de limiter au maximum les volumes de perfusion pour

des patients en restriction hydrique en particulier au sein des unités de soins intensifs.

L’intérét de réaliser une administration intraveineuse au domicile du patient a déja été
démontré : efficacité en termes de diminution des effets secondaires liés a I'hospitalisation
prolongée, reprise de I'autonomie facilitée, amélioration de la qualité de vie des patients et
diminution du codt de la prise en charge (Goodfellow, Wai, Frighetto, et al., 2002; Zahnd, Aebi,
Rusterholz, et al., 1999). A notre connaissance, aucune étude clinique randomisée n'a été
réalisée a ce jour, pour déterminer si une antibiothérapie a domicile en perfusion continue est
plus efficace d’'un point de vue thérapeutique (succes thérapeutiqgue, sans rechute) que

I'administration par voie intermittente pour les antibiotiques temps-dépendant.

Les données de stabilité acquises au cours de ce travail en diffuseur élastomérique nous
permettent de réaliser des perfusions continues au domicile du patient en toute sécurité. Ces
données pourront également servir a de futurs essais cliniques pour déterminer si ces

perfusions continues entrainent une amélioration d’un succés thérapeutique.
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CONCLUSION

Au total, sept études de stabilité physico-chimiques ont été réalisées au sein du laboratoire de

controle de la pharmacie. Ce travail a permis d’approfondir et d’acquérir de nouvelles

connaissances sur

la stabilité du céfidérocol,

du ceftolozane/tazobactam, de

la

pipéracilline/tazobactam, de la témocilline, de la ceftazidime, de la ceftazidime/avibactam et

du méropénem. Le récapitulatif de I'ensemble des durées de stabilité validées pour ces

antibiotiques est présenté dans le tableau XVIII ci-dessous :

Tableau XVIII : Récapitulatif des durées de stabilité validées d’antibiotiques

Molécule Contenant Concentration Températurel Solvant Lumiére | Heures
Céfidérocol } 62,5 mg/mL 25°C A ’ 12h
Ceftolozane/tazobactam f 62,5/31,25 mg/mL 25°C A ’ 24h
Ceftolozane/tazobactam Y- B 25/12,5 mg/mL 37°C A ’ / 8h
Pipéracilline/tazobactam f 125/15,62 25°C A ‘ 48 h
Pipéracilline/tazobactam e .B 66,67/8,33 37°C . / 24h
Pipéracilline/tazobactam T 66,67/8,33 37°C A / 8h
Ceftazidime/avibactam i 125/31,25 mg/mL 25°C A ’ 24h
Ceftazidime/avibactam Y- 8 25/6,25 mg/mL 37°C A / 12h
Ceftazidime } 125 mg/mL 25°C A 24h
Ceftazidime f 125 mg/mL 25°C ’ 8h
Ceftazidime 5ot 25 mg/mL 37°C A ‘ / 8h
[rémocilline >« ¥3 3§ 25 mg/mL 37°C A / 24h
Méropeénem f 41,7 mg/mL 25°C A 8h
Méropénem } 41,7 mg/mL 25°C ’ 4h

’ : Glucose 5%

A NaCi0,9%
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Ces nouvelles données de stabilité, permettant 'amélioration de la prise en charge
médicamenteuse des patients au sein des services de soins critiques et pour les patients
éligibles a lantibiothérapie par voie parentérale a domicile, seront communiquées aux
professionnels de santé de notre établissement, et également incrémentées dans la base de

données Stabilis®, pour étre accessibles au plus grand nombre.
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ANNEXES

Annexe 1 : Abstract pipéracilline/tazobactam 24é™es journées européennes du GERPAC 2021

24°Mmes journées européennes du GERPAC
2021

Stabilité physicochimique de la pipéracilline/tazobactam en seringue et en diffuseur portable pour
une administration continue en service de soins critiques et a domicile

Auteurs : LOEUILLE Guillaume!, VIGNERON Jean'4, D’HUART Elise*, CHARMILLON Alexandre?
DEMORE Béatrice**

1 Pharmacie, CHRU de Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandceuvre-lés-Nancy, France

2 Equipe transversale d’infectiologie, CHRU de Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandceuvre-lés-Nancy, France

3 Université de Lorraine, EA 4360 APEMAC, Nancy, France.

4 Infostab, Association a but non lucratif, 54180 Heillecourt France

Introduction

La pipéracilline/tazobactam est la combinaison d’une ureidopénicilline et d’un inhibiteur de p-lactamase.
Antibiotique temps-dépendant de la famille des p-lactamines, I’administration en continu améliore son
efficacité. La posologie recommandée est de 16/2 g/j pour les infections séveres. Son intérét a ’hopital
repose sur son trés large spectre, étant actif sur des bactéries a Gram + et a Gram -. Des données de
stabilité existent (en seringue et en diffuseur), toutefois ces études sont anciennes avec un niveau de
preuve peu éleve.

L’objectif est d’étudier la stabilité physicochimique de la pipéracilline/tazobactam a 125/15,62 mg/mL
(6/0,75 g dans 48 mL), en seringue polypropyléne, conservées a 20-25°C pour une administration continue
en service de soins intensifs et a 66,67/8,33mg/mL (16/2 g dans 240 mL) en diffuseur élastomérique,
conservées a 37 °C, a I’abri de la lumiére pour une administration continue a domicile.

Matériels et méthodes

Trois diffuseurs et 3 seringues ont été préparés pour chaque condition. A chaque temps d’analyse, 3
échantillons de chaque préparation ont été analysés avec une méthode validée selon les ICH Q2(R1) par
chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur a barrette de diodes a 210 nm. La
stabilité¢ physique a été évaluée par une inspection visuelle et subvisuelle (turbidimétrie par
spectrophotométrie a 350, 410 et 550 nm et par un comptage particulaire). Les valeurs de pH ont été
mesurées. Les solutions ont été diluées dans du chlorure de sodium 0,9% (NaCl 0,9%) ou dans du glucose
5% (G5%) et analysées a TO, T8, T24 et T48 heures.

Résultats

La linéarité a été validée avec un R2 de 0,9999 pour la pipéracilline et le tazobactam. Les coefficients de
variation pour la répétabilité et la précision intermédiaire étaient inférieurs a 2% pour les 2 molécules. Le
temps de rétention est de 2,2 min pour le tazobactam et de 13,5 min pour la pipéracilline. Aprés 48h, le
tazobactam en seringues et en diffuseurs a conservé plus de 90% de sa concentration initiale dans les 2
solvants. Apres 48h en seringue et 24h en diffuseur, la pipéracilline a conservé plus de 90% de sa
concentration initiale dans les 2 solvants. Aucune instabilité physique, visuelle n’a été détectée tout au
long de I’étude. L’analyse par spectrophotométrie révéle une modification de I’absorbance a 350 nm,
I’analyse spectrale du produit de dégradation (n°7) pourrait étre la cause de ce changement.. Le pH varie
de plus d’une unité dans les diffuseurs dilués avec du NaCl 0.9% au bout de 24 heures.

Conclusion

En seringue polypropyléne la pipéracilline/tazobactam a 125/15,62 mg/mL est stable, diluée dans du NaCl
0,9% ou du G5% pendant 48 heures, conservé a température ambiante. Pour un retour a domicile, une
administration en diffuseur a été validée a 66,67/8,33mg/mL dans du G5% avec une stabilité sur 24h a
37°C, mais pas dans du NaCl 0,9%.
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Annexe 3 : Validation méthode/tests statistiques, pipéracilline (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: piperacilline
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 | Surface 3 VAR
100,000 5802835 5787774 5622010 1,01E+10
200,000 11535642 11359543 11113390 4,50E+10
300,000 17175067 16501721 16882284 1,14E+11
400,000 22737158 22554882 22552216 1,12E+10
500,000 27957349 27806992 27995356 9,92E+09
SUM VAR 1,90E+11
VAR MAX Tf Répétitions 3
1,14E+11 0,599 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a ’homogénéité des variances considérées. | CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
100,000 5802835,333 5787773,667 5622010,333 | 1721261933 | 20134005702
200,000 11535642 11359543 11113390 | 6801715000 | 89966302905
300,000 17175067 16501721,33 16882284,33 | 15167721800 | 227981424563
400,000 22737158 22554882 22552216 |27137702400| 22478397032
500,000 27957349 27806991,67 27995355,67 | 41879848167 | 19844276965

SCEx SUM XiYi SPEXy
300000,00 | 92708249300 | 16692983500
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F F limite
(o =0,05)
Linéarité 9,29E+14 1 9,29E+14 24417,50 4,67
Non-linéarité| 1,13E+11 3 3,75E+10 0,99 3,71
Résiduelle 3,80E+11 10 3,80E+10
Total 9,29E+14 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME
F non-linéarité < F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modele linéaire au risque considéré. CONFORME

3. Coefficients du modéle linéaire

SCEX SCEy SPExy Moy x Moy y
300000 9,29345E+14 16692983500 300,000 16892281
al a0

55643,27833 | 199297,7889

var res var pente var a0
37917417439 | 126391,3915 13903053061

pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
54875 < valeur vraie pente < 56411

55390 < valeur vraie < 453986
intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude:

piperacilline

C Unité J1l J2 J3 Concentration calculée
100 Unité 5802835,333 | 5787773,667 | 5622010,333 J1l J2 J3
200 Unité 11535642 11359543 11113390 97,53801245| 100,585626| 100,4638633
300 Unité 17175067 | 16501721,33 16882284,33 200,8122073| 201,4617535| 198,200433
400 Unité 22737158 22554882 22552216 302,4041691| 294,5601944| 300,876259
500 Unité 27957349 | 27806991,67 | 27995355,67 402,6029902| 404,1518467| 401,7907296
496,642621| 499,2405794| 498,668715
Modele linéaire : y= 55643,27833 X+ 199297,7889
C Residues
100 -2,462
100 0,586
100 0,464
200 0,812
200 1,462
200 -1,800
300 2,404
300 -5,440
300 0,876
400 2,603
400 4,152
400 1,791
500 -3,357
500 -0,759
500 -1,331
Résidus positifs 9
Résidus négatifs 6

Conclusion :

Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modéle linéaire est estimé adéquate. Oui

5. Exactitude

L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.

Molécule de I'étude: piperacilline

C Unité J1 J2 J3
C basse 100 Unité 5802835,333 | 5787773,667 | 5622010,333
C moyenne 300 Unité 17175067 | 16501721,33 16882284,33
C haute 500 Unité 27957349 | 27806991,67 | 27995355,67
Concentration calculée
J1l J2 J3
97,53801245 100,585626| 100,4638633
302,4041691 294,5601944| 300,876259
496,642621 499,2405794| 498,668715
%
97,54 100,59 100,46
100,80 98,19 100,29
99,33 99,85 99,73
Moyenne des % 99,64 %
SD 1,12
Valeur test Student t aun 2,14
risque égal a 5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 98,84 and 100,44
Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié. CONFORME
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Annexe 4 : Validation méthode/tests statistiques, tazobactam (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: tazobactam
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 | Surface 3 VAR
12,500 435390 434345 419734 7,66E+07
25,000 872479 860750 836027 3,46E+08
37,500 1305313 1255057 1282835 6,34E+08
50,000 1737536 1666406 1724188 1,43E+09
62,500 2152713 2137258 2155266 9,49E+07
SUM VAR 2,58E+09
VAR MAX Tf Répétitions 3
1,43E+09 0,554 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a ’lhomogénéité des variances considérées. | CONFORME |

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
12,500 435390 434345,3333 419734,3333 | 16118371 153224183
25,000 872479 860750 836027 64231400 692514825
37,500 1305313 1255057,333 1282835 144120200 1267497094
50,000 1737536 1666406 1724188 256406500 2858801843
62,500 2152713 2137257,667 2155266,333 | 402827313 189899638
SCEXx SUM XiYi SPEXxy
4687,50 883703783 160880108
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F Flimite
(o = 0,05)
Linéarité 5,52E+12 1 5,52E+12 10696,72 4,67
Non-linéarité| 2,23E+08 7,43E+07 0,14 3,71
Résiduelle 5,16E+09 10 5,16E+08
Total 5,53E+12 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité < F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modeéle linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modéle linéaire

SCEx SCEy SPEXxy Moy x Moy y
4688 5,562697E+12 160880108 37,500 1285020
al a0
34321,08978 -2021
var res var pente var a0
414210828,3 | 88364,97671 151877303,7
pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
33679 < valeur vraie pente < 34963
-28641 < valeur vraie < 24599
intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4, Résidus

Molécule de I'étude: tazobactam
C Unité J1 J2 J3 Concentration calculée
12,5 Unité 435390 | 434345,3333 | 419734,3333 J1 J2 J3
25 Unité 872479 860750 836027 12,3443032| 12,67446952| 12,72851539
37,5 Unité 1305313 1255057,333 1282835 25,05125645| 25,33048947| 24,66563342
50 Unité 1737536 1666406 1724188 37,63450929| 37,03383576| 37,47777319
62,5 Unité 2152713 | 2137257,667 | 2155266,333 50,19999928|  49,242982| 50,13349181
62,26993178| 63,21822325| 62,49458619
Modele linéaire : y= 34321,08978 X+ -2021
C Residues
12,5 -0,156
12,5 0,174
12,5 0,229
25 0,051
25 0,330
25 -0,334
37,5 0,135
37,5 -0,466
37,5 -0,022
50 0,200
50 -0,757
50 0,133
62,5 -0,230
62,5 0,718
62,5 -0,005
Résidus positifs 8
Résidus négatifs 7
Conclusion :
Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modeéle linéaire est estimé adéquate. Qui
5. Exactitude
L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.
Molécule de I'étude: tazobactam
C Unité J1 J2 J3
C basse 12,5 Unité 435390 434345,3333 419734,3333
C moyenne 37,5 Unité 1305313 1255057,333 1282835
C haute 62,5 Unité 2152713 2137257,667 2155266,333
Concentration calculée
J1 J2 J3
12,3443032 12,67446952( 12,72851539
37,63450929 37,03383576| 37,47777319
62,26993178 63,21822325| 62,49458619
%
98,75 101,40 101,83
100,36 98,76 99,94
99,63 101,15 99,99
Moyenne des % 100,20 %
SD 1,10
Valeur test Studentt aun 2,14
risque égal a 5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 99,42 and 100,98
Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié. CONFORME |
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Annexe 5 : Abstract ceftolozane/tazobactam 25¢mes conarés de 'EAHP 2021

Physicochemical stability of CEFTOLOZANE/TAZOBACTAM in polypropylene
syringes at 61.5/31.25 mg/mL and in elastomeric devices at 25.0/12.5 mg/mL

Authors: G.Loeuille?, J.Vigneron'*, E.D’Huart'*, A.Charmillon?, B.Demoré® 34

1 Pharmacy Department, University Hospital of Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy, France

2 Infectious and Tropical Diseases Service, University Hospital of Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy,
France

3 Lorraine University, EA 4360 APEMAC, Nancy, France.

4 Infostab, French non-profit association, 54180 Heillecourt France

Introduction:

Ceftolozane/tazobactam is a combination of a new third-generation cephalosporin and a B-lactamase
inhibitor used to treat infections caused by multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa. The usual
dose is 3 g per day. To the best of our knowledge, no stability data for ceftolozane/tazobactam at 62.5
mg/mL in polypropylene syringes (PS) for intensive care units or at 25.0/12.5 mg/mL in elastomeric
devices (ED) for home administration, have been published.

Purpose:

The objective was to study the stability of ceftolozane/tazobactam solutions at 62.5/31.25 mg/mL,
diluted in 0.9% sodium chloride (0.9% NaCl) or dextrose 5% in water (D5W), in PS after storage at 20-
25°C, not protected from light, and solutions at 25.0/12.5 mg/mL diluted in 0.9% NaCl or D5W in ED
after storage at 37°C, during a 48 hours period.

Materials and method:

Three preparations for each condition were performed. At each time of analysis, one sample for each
preparation was analysed by a validated High Performance Liquid Chromatography method coupled
to a photodiode array detector at 220 nm. Physical stability was evaluated by visual and subvisual
inspection (turbidimetry by UV spectrophotometry at 350, 410 and 550 nm as recommended by the
European Consensus Conference). pH values were measured.

Results:

The linearity has been validated with an R? of 0.9999. The coefficients of variation on repeatability and
intermediate precision were less than 2%. In 0.9% NaCl and D5W, ceftolozane/tazobactam retained
more than 90 % of the initial concentration after 48 hours in PS. After 24 hours in ED the concentration
of ceftolozane remaining was 91% in 0.9% NaCl and 89% in D5W. A major degradation product,
observed during the forced degradation, appeared progressively after 8 hours. At 24 hours in ED it
represents 3.8% of the total peak area. A second degradation product eluted with tazobactam. After
24 hours the solutions have yellowed in the ED. During the stability study, pH values were all between
5.95 and 5.26.

Conclusion:

In ED, ceftolozane/tazobactam was unstable at 37°C in D5W and in 0.9% NaCl.
Ceftolozane/tazobactam was stable at 62.5/31.25 mg/mL in PS diluted in 0.9% NaCl or D5W for 48
hours, allowing continous intravenous infusion.
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Annexe 6 : Communication affichée ceftolozane/tazobactam 25¢ms congrés de 'EAHP 2021

* INFOSTAB

Physicochemical Stability of Cetftolozane/Tazobactam
in Polypropylene Syringes and in Elastomeric Devices ,..........u.co0:

M®: 3PC-059
ATC code D06

INTRODUCTION PURPOSE
Ceftolozane (cef)/tazobactam (taz) 1/0,5 g (ZERBAXA®): combination of a Studied the physicochemical stability of ceftolozane/tazobactam
new 3% generation cephalosporin and a B-lactamase inhibitor.
Ceftolozane/tazobactam is used to treat severe infection (multi-resistant Normal 62.5/31.3 20-25°C
germs as Pseudemonas aeruginosa) saline (0.9 . )'rnL
The usual dose is 3/1.5 g per day and 6/3 g per day for serious infection % Nacl) and me TOh, 8h,
(divided in 3 injections per day). Dextrose 24h, 48h
B-lactam antibiotics have a time-dependent activity, the continuous -5 5% in Water 25/12.5
administration of which improves therapeutic effectiveness. (D5W) mg/mL /
Should be validate long terms stability.
MATERIALS AND METHOD
CHEMICAL STABILITY PHYSICAL STABILITY
Method: RP-HPLC with DAD detector at 220 nm = Visual inspection: search for colour change, precipitation and gaz formation
= (18 LiCrospher® 12.5 cm, particule size =5 um » Subvisual inspection: turbidimetry by spectrophotometry at 350, 410 and

*» Meobile phase: isocratic: potassium phosphate buffer (50 mM) / 550 nm (Safas Maonaco UV m?)
acetonitrile 1000/26 (v/v), pH = 3.4 adjusted with HCl 1 M

*  Flow rate: 1mL /min STUDY DESIGN
* Injection volume: 20 pl - Analysis by HPLC: Agreement of
| - VALIDATION ACCORDING TO THE ICH Q2(R1) | by 6 TOH concentration and STABILITY:
* Forced degradation> : HCl 1M (3h30); NaOH 0.01 M (15 min); UV |~ ‘ T8 H gegmd::::;l:smducf; i‘:t?:: ofthe
{?5 mi.n at 254 nm); heat {3!1 at ?Dag preparation concentration
= Linearity: standard curve with 5 points: 50 - 150 pg/mL (cef) ‘ T24H pH measurement no significant
= Repeatability and intermediate precision: 50-100-150 pg/mL (cef) TasH Visual inspection subvisual, visual
= pH measurement (Bioblock Scientific pH meter) %3 ‘ Turbidimetry and pH variation

METHOD VALIDATION ; b
®  Linearity : R? = 0.9999 (cef) and (taz) i | . '§ i
®»  Repeatability and intermediate precision : CV < 2% ‘£ . § / i Ik
= Retention time: 4.8 min (taz) and 8.7 min (cef) i Es , T | ., r -
= Stability indicating capacity : detection of 13 . 2 ! i 1 \ \: /i 4
degradation products (in all stressed conditions) : = | I S I
Chromatogram of ceftozolane/tzzobactam 150/75 Chromatogram of ceftozolane/tazobactam 150 pg/ml in 0.9%
CHEMICAL STABILITY pig/mL in 0.3% NaCl withavt stressed conditions NaCl after slkzline stressed conditions (N2OH 0.01M 15 min)
| Storage : 20-25°C, light, concentration: 62.5/31.3 mg/mL | | Storage : 37 °C, protect from light, concentration: 25/12.5 mg/mL |
110%
90%
80%

TOh  TBh  T24n  T48h TOR  T8h  T24h  T48h TOh T8h T24h T48h TOh T8h T24h T4Eh
= Degradation product: peak n°1 with a retention time at 1.34 min also * pH measurements : decreased slightly with maximum variation : 0.7
observed after the forced degradation gradually increased in all condition. unit pH (5.95 = 5.26), TOh = T48h for elastomeric devices. (D5W)

PHYSICAL STABILITY

* Visual aspect: yellowing at 24 hours in elastomeric devices (0.9% NaCl an D5W)
»  Subvisual aspect: A significant of the absorbance values at 350 and 410 nm
wavelength after 24 hours in elastomeric devices (0.9% NaCl an D5W).

i T24H

|~ G

CONCLUSION

®  Physicochemical stability of ceftozolane/tazobactam at 62.5/31.5 B . |\ elastomeric devices, ceftozolane/tazobactam at 25/12.5

mg/mLin 0,9% NaCl and D5W was prouved for 48h in syringes >
Administration by continuous infusion in a mg/mL was stable at 37°C in the D5W and 0.9% NaCl for 8 hours
|::> * Possible stability of 12 hours, further study to be carried out.

]

minimal volume of solution.




Annexe 7 : Validation méthode/tests statistiques, ceftolozane (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude:

Ceftolozane

Répétitions
[} Surface 1 Surface 2 Surface 3 VAR
50,000 7205058 7219076 6781657 6,18E+10
100,000 14429136 14722461 14330305 4,16E+10
150,000 21364387 22427005 22099164 2,96E+11
200,000 28479222 29490007 28668976 2,89E+11
250,000 35285926 37031488 36903200 9,47E+11
SUM VAR 1,63E+12
VAR MAX Tf Répétitions 3
9,47E+11 0,579 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a ’homogénéité des variances considérées. CONFORME |

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
[} Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
50,000 7205058 7219076 6781657 1060289550 123600097562
100,000 14429136 14722461 14330305 4348190200 83197816841
150,000 21364387 22427005 22099164 9883583400 592177991645
200,000 28479222 29490007 28668976 17327641000 577261599901
250,000 35285926 37031488 36903200 27305153500 | 1893006565955
SCEX SUM XiYi SPExy
75000,00 59924857650 10959297450
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F F limite
(0. = 0,05)
Linéarité 1,60E+15 1 1,60E+15 4898,43 4,67
Non-linéarité 2,56E+11 3 8,53E+10 0,26 3,71
Résiduelle 3,27E+12 10 3,27E+11
Total 1,60E+15 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité < F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modele linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modéle linéaire

SCEXx SCEy SPExy Moy x Moy y
75000 1,60494E+15 10959297450 150,000 21762471
al a0
146123,966 -156123,7
var res var pente var a0
2,71171E+11| 3615612,666 99429348303
pour alpha =0.05 t(1-a/2)= 2,16
142017 < valeur vraie pente < 150231
-837224 < valeur vraie < 524977
intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude:

Ceftolozane

Cc Unité J1 J2 J3
50 Unité 7205058 7219076 6781657
100 Unité 14429136 14722461 14330305
150 Unité 21364387 22427005 22099164
200 Unité 28479222 29490007 28668976
250 Unité 35285926 37031488 36903200
Modele linéaire : y= 146123,966 X+ -156123,7
C Residues
50 -0,750
50 -0,541
50 -0,393
100 0,695
100 -0,110
100 0,213
150 0,083
150 1,674
150 2,296
200 0,750
200 -0,855
200 -3,659
250 -0,778
250 -0,168
250 1,543
Résidus positifs 7
Résidus négatifs 8

Conclusion :

Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modeéle linéaire est estimé adéquate.

Oui

Concentration calculée

J1

J2

J3

49,24995964

49,45923621

49,60679392

100,6948431

99,89038258

100,213325

150,0829006

151,6735426

152,296162

200,749831

199,1448222

196,3405253

249,2224657

249,8320164

251,5431937

5. Exactitude

L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.

Molécule de I'étude:

Ceftolozane

C Unité J1 J2 J3
C basse 50 Unité 7205058 7219076 6781657
C moyenne 150 Unité 21364387 22427005 22099164
C haute 250 Unité 35285926 37031488 36903200
Concentration calculée
J1l J2 J3
49,24995964 49,45923621| 49,60679392
150,0829006 151,6735426| 152,296162
249,2224657 249,8320164| 251,5431937
%
98,50 98,92 99,21
100,06 101,12 101,53
99,69 99,93 100,62
Moyenne des % 99,95 %
SD 1,01
Valeur test Student t aun 2,14
risque égal a5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 99,24 and 100,67

Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié.

CONFORME
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Annexe 8 : Validation méthode/tests statistiques, tazobactam ZERBAXA® (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: Tazobactam
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 ‘ Surface 3 VAR
25,000 1899737 1797591 1709207 9,09E+09
50,000 3757328 3688903 3663463 2,36E+09
75,000 5555477 5626504 5657976 2,76E+09
100,000 7421495 7414553 7361042 1,09E+09
125,000 9135584 9307916 9467564 2,76E+10
[sum vAR 4,29E+10
VAR MAX Tf Répétitions 3
2,76E+10 0,643 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a I’lhomogénéité des variances considérées. CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
25,000 1899737 1797591 1709207 135163375 18182405891
50,000 3757328 3688903 3663463 555484700 4713270817
75,000 5555477 5626504 5657976 1262996775 5513788838
100,000 7421495 7414553 7361042 2219709000 2188727898
125,000 9135584 9307916 9467564 3488883000 | 55132174176
SCEx SUM XiYi SPExy
18750,00 7662236850 1402411350
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F Flimite
(o = 0,05)
Linéarité 1,05E+14 1 1,05E+14 12235,31 4,67
Non-linéarité| 1,26E+10 3 4,22E+09 0,49 3,71
Résiduelle 8,57E+10 10 8,57E+09
Total 1,05E+14 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité <F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modéle linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modéle linéaire

SCEX SCEy SPEXy Moy X Moy y
18750 1,04992E+14 1402411350 75,000 5564289
al a0
74795,272 |-45356,06667
var res var pente var a0
7567614365 | 403606,0995 2774791934
pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
73423 < valeur vraie pente < 76168
-159137 < valeur vraie < 68425
intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude: Tazobactam
C Unité J1 J2 J3 Concentration calculée
25 Unité 1899737 1797591 1709207 J1l J2 J3
50 Unité 3757328 3688903 3663463 24,62760246| 24,73004806| 24,74257705
75 Unité 5555477 5626504 5657976 50,23420311| 49,95251863| 50,16969008
100 Unité 7421495 7414553 7361042 75,0214051| 75,79229768| 76,12059288
125 Unité 9135584 9307916 9467564 100,7441706| 99,6376565| 98,27943578
124,3726187| 124,8874791| 125,6877042
Modéle linéaire : y= 74795,272 X+ -45356,06667
C Residues
25 -0,372
25 -0,270
25 -0,257
50 0,234
50 -0,047
50 0,170
75 0,021
75 0,792
75 1,121
100 0,744
100 -0,362
100 -1,721
125 -0,627
125 -0,113
125 0,688
Résidus positifs 7
Résidus négatifs 8
Conclusion :
Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modéle linéaire est estimé adéquate. Oui
5. Exactitude
L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.
Molécule de I'étude: Tazobactam
C Unité J1 J2 J3
C basse 25 Unité 1899737 1797591 1709207
C moyenne 75 Unité 5555477 5626504 5657976
C haute 125 Unité 9135584 9307916 9467564
Concentration calculée
J1 J2 J3
24,62760246 24,73004806| 24,74257705
75,0214051 75,79229768| 76,12059288
124,3726187 124,8874791| 125,6877042
%
98,51 98,92 98,97
100,03 101,06 101,49
99,50 99,91 100,55
Moyenne des % 99,88 %
SD 1,01
Valeur test Student t aun 2,14
risque égal a 5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 99,16 and 100,61
Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié. CONFORME

137




Annexe 9 : Abstract méropénem, 25¢mes congres de 'EAHP 2021

Physicochemical stability of MEROPENEM in Polypropylene Syringes at 41.7
mg/mL for Intensive Care Units

Authors: G.Loeuille?, J.Vigneron'?, E.D’Huart’*, A.Charmillon?, B.Demoré* 34

1 Pharmacy Department, University Hospital of Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy, France

2 Infectious and Tropical Diseases Service, University Hospital of Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy,
France

3 Université de Lorraine, EA 4360 APEMAC, Nancy, France.

4 Infostab, French non-profit association, 54180 Heillecourt France

Introduction

Meropenem is a broad-spectrum antibiotic used to treat severe infectious. The maximum dose
recommended is 6 g per day. A stability not exceeding 24 h has been demonstrated by many research
teams in different publications. Only 2 studies were performed at 40 mg/mL in polypropylene syringes
with conflicting stability results: 4h and 8h. Meropenem is a time-dependent antibiotic, its continuous
administration improves its efficiency.

Purpose

The objective of this work was to study the stability of meropenem solutions at 41.7 mg/mL (2 g in 48
mL), diluted in 0.9% sodium chloride (0.9% NaCl) or dextrose 5% (D5W), in polypropylene syringes not
protected from light, after preparation and after 4 and 8 hours at 20-25°C.

Materials and methods

Three syringes for each condition were performed. At each time of analysis, one sample for each
preparation was analysed by High Performance Liquid Chromatography coupled to a photodiode array
detector at 297 nm. The method was validated according to the ICH Q2 (R1). Physical stability was
evaluated by visual and subvisual inspection (turbidimetry by UV spectrophotometry at 350, 410 and
550 nm as recommended by the European Consensus Conference). pH values were measured.

Results

The method has been validated with an r? of 0.9999. The coefficients of variation on repeatability and
intermediate precision were less than 2%. In 0.9% NaCl, meropenem at 41.7mg/mL retained more than
90% of the initial concentration after 8 hours. In D5W, after 8 hours of storage, only 86.1% + 0.1% of
the inital concentration remained and a major color change was also observed (yellowing). In the D5W,
we detected a significant increase in absorbance at 450 and 550 nm in 8 hours. During the stability
study, pH values were all between 7.55 and 7.79.

Conclusion

In D5W meropenem was unstable, with chemical and physical instability. Meropenem was stable at
41.7 mg/mL in polypropylene syringes diluted in NaCl 0.9% for 8 hours. This new stability data allows
a continuous administration.

Key words: meropenem, stability, intensive care unit, HPLC.
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Annexe 10 : Communication affichée méropénem, 25émes conarés de 'EAHP 2021

Physicochemical stability of MIEROPENEM -
in Polypropylene Syringes at 41.7 mg/mL for intensive care units

INTRODUCTION PURPOSE

To study the physicochemical stability of meropenem to prepare 3
syringes of 2 g every 8 hours in a minimum injection volume.

Concentration: 41.7 mg/mL (2 g in 48 mL)

Container: polypropylene syringe

Solvent: 0.9% sodium chloride (0.9% NaCl)

or Dextrose 5 % (D5W)

Storage:20-25 °C, not protected from light

Analysis time: HO, H4 and H8

MATERIALS AND METHOD

Meropenem is a broad-spectrum antibiotic used to treat severe
infectious. The maximum dose recommended is 6 g per day. A stability
not exceeding 24 h has been demonstrated by many research teams in
different publications. Only 2 studies were performed at 40 mg/mL in
polypropylene syringes with conflicting stability results: 4h and 8h. [1]
[2] Meropenem is a time-dependent antibiotic, its continuous
administration improves its efficiency.

CHEMICAL STABILITY PHYSICAL STABILITY
Method: RP-HPLC with DAD detector at 297 nm [3] Visual inspection: search for colour change, precipitation and gaz formation
= (18 LiCrospher® 12.5 cm, particule size =5 pm Subvisual inspection: turbidimetry by spectrophotometry at 350, 450 and
* Mobile phase: isocratic: ammonium acetate buffer (10 mM) / 550 nm (Safas Monaco UV m?)
acetonitrile 95/5 (v/v), pH = 3.0 adjusted with HCl 0.1M
= Flow rate: 1mL/min STUDY DESIGN f Agreement of \

®  Injection volume: 20 pL
O ToH
| - VALIDATION ACCORDING TO THE ICH Q2(R1) |

®» Forced degradation: HCl 0.1M (10 min); NaOH 0.01 M (20 min); } @ T4H ——
UV (1h at 254 nm); heat (1h at 50°C)
= Linearity: standard curve with 5 points: between 50 to 250 pg/mL @ T8H

= Repeatability and intermediate precision: 50, 150, 250 pg/mL
* pH measurement (Bioblock Scientific pH meter) = at’an

RESULTS

(1) validation: RP-HPLC method (2) Chemical stability HPLC : s1— §2 — 53—
* Linearity : R?>0.9999

= Repeatability and intermediate precision : CV < 2%

Analysis by HPLC: STABILITY:

concentration and
degradation preducts:
3 samples by syringe
pH measurement
Visual inspection
Subvisual inspection

= +10% of the
initial
concentration

= no significative
subvisual, visual

and pH variation

= Retention time: 7.9 min 110% v .
= Stability indicating capacity :
- - 100% 100%
o - 90% 90%
]
- g " B0% . . BD% . .
g TOh T4H TBH Toh Ta4H TBH
h = - | Room temperature (20-25 °C) not protected from light
“ H u ®* pH measurement : decreased slightly with maximum variation : 0.2 unit
8 B pH (7.8 = 7.6), TOh = T8h in DSW and 0.15 pH unit in 0.9% NaCl
- - (3) Physical stability :

Chromatogram of meropenem 150 pg/mL in 0.9%

nNaCl without stressed conditions »  Subvisual inspection: no significative variation in 0.9% NaCl.
In the D5W at 410 and 550 nm, major increase in absorbance between
‘ TOh and T&h.
° § [ * Visual inspection: major colour change in DSW (yellowing +++) at T4 h
. [ ;-'_ L and T8h. In 0.9% NaCl only slight intensification in colour was observed.
€ degradstion products ] g

©,

oL Tl S

ma e

|

iy Y AN
T 3 H : v ©

®

Chromatogram of meropenem 130 pg/mL in 0.9% Nacl
after photolysis degradation (UV 254 nm, 1h)

CONCLUSION

I Meropenem was stable at 41.7 mg/mL in polypropylene

In DSW meropenem was unstable, with chemical and

syringes diluted in 0.9% NaCl for 8 hours. This new stability | — physical instability.

data allows a continuous administration.

[1] Curti C et al, Stability studies of antipyocyanic beta-lactam antibiotics used in [2] carlier M et al, Stability of generic brands of meropenem reconstituted in [3] Elkhaili H et al High e liquid c ic assay for
continuous infusion Pharmazie 2019 ; 74, 6: 357-362. isotonic saline. Minerva Anestesiclogica 2014 ;81,3:283-287 meropenem in serum . ). Chromatogr. B Biomed 1296, Appl. 686:19-26




Annexe 11 : Validation méthode/tests statistiques, méropénem (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: Meropenem
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 | Surface 3 VAR
50,000 5903254 6004324 6000000 3,27E+09
100,000 11619429 11949218 11829584 2,79E+10
150,000 17717986 17998250 17764114 2,26E+10
200,000 23180448 23971562 22811072 3,52E+11
250,000 29091340 29806148 29404121 1,28E+11
SUM VAR 5,34E+11
VAR MAX Tf Répétitions 3
3,52E+11 0,659 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a ’homogénéité des variances considérées. CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
50,000 5903254 6004324 6000000 895378900 6531210131
100,000 11619429 11949218 11829584 3539823100 55746067501
150,000 17717986 17998250 17764114 | 8022052500 | 45165122859
200,000 23180448 23971562 22811072 |13992616400| 703012343491
250,000 29091340 29806148 29404121 | 22075402250 | 256802713185
SCEX SUM XiYi SPExy
75000,00 48525273150 8767645650
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F Flimite
(o =0,05)
Linéarité 1,02E+15 1 1,02E+15 9603,63 4,67
Non-linéarité 2,05E+11 3 6,84E+10 0,64 3,71
Résiduelle 1,07E+12 10 1,07E+11
Total 1,03E+15 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité <F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modele linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modeéle linéaire

intersection

SCEX SCEy SPExy Moy x Moy y
75000 1,02623E+15 8767645650 150,000 17670057
al a0
116901,942 | 134765,3667
var res var pente var a0
97889340359 | 1305191,205 35892758132
pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
114434 < valeur vraie pente < 119370
274455 < valeur vraie < 543986

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude: Meropenem
C Unité J1 J2 J3 Concentration calculée
50 Unité 5903254 6004324 6000000 J1 J2 J3
100 Unité 11619429 11949218 11829584 49,89817249( 49,86266057| 49,96684359
150 Unité 17717986 17998250 17764114 99,22896417| 99,71419176| 100,4047328
200 Unité 23180448 23971562 22811072 151,859726| 150,4389831| 151,7506207
250 Unité 29091340 29806148 29404121 199,0009655| 200,5288164| 195,4171857
250,0121718| 249,4553483| 252,4606171
Modeéle linéaire : y= 116901,942 X+ 134765,3667
C Residues
50 -0,102
50 -0,137
50 -0,033
100 -0,771
100 -0,286
100 0,405
150 1,860
150 0,439
150 1,751
200 -0,999
200 0,529
200 -4,583
250 0,012
250 -0,545
250 2,461
Résidus positifs 7
Résidus négatifs 8
Conclusion :
Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modéle linéaire est estimé adéquate. Oui
5. Exactitude
L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.
Molécule de I'étude: Meropenem
C Unité J1 J2 J3
C basse 50 Unité 5903254 6004324 6000000
C moyenne 150 Unité 17717986 17998250 17764114
C haute 250 Unité 29091340 29806148 29404121
Concentration calculé
J1l J2 J3
49,89817249 49,86266057| 49,96684359
151,859726 150,4389831| 151,7506207
250,0121718 249,4553483| 252,4606171
%
99,80 99,73 99,93
101,24 100,29 101,17
100,00 99,78 100,98
Moyenne des % 100,33 %
SD 0,63
Valeur test Studentt aun 2,14
risque égal a 5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 99,88 and 100,77
Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié. CONFORME
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Annexe 12 : Validation méthode/tests statistiques, céfidérocol (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: Cefiderocol
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 VAR
25,000 6296124 6249121,667 6121968,667 | 8,12E+09
37,500 9442554 9215657 9198557 1,86E+10
50,000 12602952 12233148,33 12341777 3,61E+10
62,500 15854797 15142178 15275351 1,44E+11
75,000 19025610 18385111 18407728,67 | 1,32E+11
SUM VAR 3,38E+11
VAR MAX Tf Répétitions 3
1,44E+11 0,424 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)

et on peut conclure a ’homogénéité des variances considérées.

CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
25,000 6296124 6249121,667 6121968,667 | 466680358 16235728292
37,500 9442554 9215657 9198557 1044628800 | 37103064873
50,000 12602952 12233148,33 12341777 | 1858893867 | 72255773242
62,500 15854797 15142178 15275351 | 2892020375 | 287106184669
75,000 19025610 18385111 18407728,67 | 4186383725 | 264175956643
SCEx SUM XiYi SPExy
4687,50 10448607125 1158975358
SOURCE SCE Degrés Liberté | Variances F F limite
(o = 0,05)
Linéarité 2,87E+14 1 2,87E+14 4233,48 4,67
Non-linéarité| 1,42E+10 3 4,72E+09 0,07 3,71
Résiduelle 6,77E+11 10 6,77E+10
Total 2,87E+14 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité < F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modéle linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modéle linéaire

SCEX SCEy SPEXy Moy x Moy y
4688 2,87245E+14 1158975358 50,000 12386176
al a0
247248,0764 | 23771,86667
var res var pente var a0
53157213953 | 11340205,64 31894328372
pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
239974 < valeur vraie pente < 254522
-361982 < valeur vraie < 409526

intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude: Cefiderocol
C Unité J1 J2 J3 Concentration calculée
25 Unité 6296124 6249121,667 | 6121968,667 Jl J2 J3
375 Unité 9442554 9215657 9198557 25,10181444| 25,18121099| 24,92885008
50 Unité 12602952 | 12233148,33 12341777 37,44222098| 37,46052687| 37,47680106
62,5 Unité 15854797 15142178 15275351 49,8374105| 49,95076383| 50,29651114
75 Unité 19025610 18385111 18407728,67 62,59125829| 61,99204775| 62,26117419
75,02729579| 75,41545055| 75,03666352
Modele linéaire : y= 247248,0764 X+ 23771,86667
[ Residues
25 0,102
25 0,181
25 -0,071
37,5 -0,058
37,5 -0,039
37,5 -0,023
50 -0,163
50 -0,049
50 0,297
62,5 0,091
62,5 -0,508
62,5 -0,239
75 0,027
75 0,415
75 0,037
Résidus positifs 7
Résidus négatifs 8

Conclusion :

Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modeéle linéaire est estimé adéquate.

Oui

5. Exactitude

L'exactitute se caractérise par |'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.

Molécule de I'étude: Cefiderocol
C Unité J1 J2 J3
C basse 25 Unité 6296124 6249121,667 6121968,667
C moyenne 50 Unité 12602952 | 12233148,33 12341777
C haute 75 Unité 19025610 18385111 18407728,67
Concentration calculée
J1l J2 J3
25,10181444 25,18121099| 24,92885008
49,8374105 49,95076383| 50,29651114
75,02729579 75,41545055| 75,03666352
%
100,41 100,72 99,72
99,67 99,90 100,59
100,04 100,55 100,05
Moyenne des % 100,18 %
SD 0,39
Valeur test Studentt a un 2,14
risque égal a 5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 99,90 and 100,47

Si la valeur 100 %n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié.

CONFORME
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Annexe 13 : Abstract témocilline, 16™es rencontres CSH 2021

Stabilité physico-chimique de la témocilline a 25 mg/mL en diffuseur portable élastomérique a 37°C
pour une administration continue a domicile
LOEUILLE Guillaume?, VIGNERON Jean'*, D’HUART Elise'*, CHARMILLON Alexandre® DEMORE Béatricel>*

1 Pharmacie, CHRU de Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy, France

2 Equipe transversale d’infectiologie, CHRU de Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy, France
3 Université de Lorraine, EA 4360 APEMAC, Nancy, France.

4 Infostab, Association a but non lucratif, 54180 Heillecourt France

infostab@wanadoo.fr

Introduction

La témocilline est un antibiotique de la famille des B-lactamines a spectre étroit (inactive sur les
Gram+). La posologie recommandée est de 6 g/j pour les infections sévéres. L'intérét de la témocilline
est son utilisation comme alternative aux carbapénemes face aux infections causées par les
entérobactéries productrices de B-lactamase a spectre élargie et de céphalosporinase hyperproduite.
Antibiotique temps-dépendant, I'administration en continu améliore son efficacité. Le laboratoire
indique une stabilité de 24 h en seringue a 125 mg/mL. A notre connaissance, aucune étude de stabilité
de la témocilline n’a été réalisée en diffuseur a haute température (37°C) pour une administration a
domicile.

Objectif

Etudier la stabilité physico-chimique de solutions de témocilline a 25 mg/mL (3 g dans 120 mL), diluées
dans du chlorure de sodium 0,9% (NaCl 0,9%) ou dans du glucose 5% (G5%) dans un diffuseur
élastomérique, conservées a 37 °C et protégées de la lumiere pendant 48 heures.

Matériels et méthodes

Trois diffuseurs ont été préparés pour chaque condition. A chaque temps d’analyse, 3 échantillons
pour chaque diffuseur ont été analysés avec une méthode validée selon les ICH Q2(R1) par
chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur a barrette de diode a 230 nm. La
stabilité physique a été évaluée par une inspection visuelle et subvisuelle (turbidimétrie a I'aide d’un
spectrophotometre a 350, 410 et 550 nm). Les valeurs de pH ont été mesurées. Une étude
complémentaire a été réalisée en seringue, reprenant les conditions de stabilité du laboratoire avec
une analyse des produits de dégradation présents au bout de 24 heures et 48 heures et une
comparaison avec les produits de dégradation observés en diffuseur élastomérique.

Résultats

La linéarité a été validée avec un R? de 0,9999. Les coefficients de variation de la répétabilité et la
précision intermédiaire étaient inférieurs a 2%. Dans le NaCl 0,9%, la témocilline a conservé plus de
90% de la concentration initiale aprés 24 heures. Dans le G5%, la concentration moyenne restante de
témocilline était de 86% aprés 24 heures. Au bout de 48 heures dans les deux solvants, un
jaunissement important a été observé. L'absorbance a 350 et 410 nm a augmenté progressivement au
bout de 24 heures et 48 heures, aucun changement significatif a 550 nm n’a été observé. Les mémes
produits de dégradation sont retrouvés dans I'étude en seringue et en diffuseur (n° 3, 5,7, 8, 9
retrouvés en quantité plus importante en diffuseur au bout de 24 h). Durant I’étude de stabilité, toutes
les valeurs de pH étaient comprises entre 6,07 et 6,98.
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Conclusion

Dans le G5%, la témocilline est instable chimiquement au bout de 24 h. La témocilline a 25 mg/mL
diluée dans du NaCl 0,9 % est stable dans un diffuseur élastomérique a 37°C pendant 24 h. Cette
nouvelle donnée de stabilité permet I'administration en perfusion continue au domicile du patient
dans le cadre d’un relais hopital-ville.

Mots-clefs : Témocilline, stabilité, CLHP
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Annexe 14 : Communication affichée témocilline. 16%mes rencontres CSH 2021

(@831 149] Stabilité physicochimique de la Témocilline a 25 mg/mL en diffuseur
- portable a 37°C pour une administration continue a domicile

INTRODUCTION

La témocilline est un antibiotique de la famille des B-lactamines.
La posologie est de 6 g/fj pour les infections sévéres.

Lintérét de la témocilline est son ufilisation comme alternative
aux carbapénémes face aux infections causées par les EBLSE.
Stabilité laboratoire : 24 h & T° ambiante, 125 mg/mL dilué dans
du G5% / NaCl 0,9%. (contenant : seringue en polypropyléne).

La témocilline est un mélange de deux stéréo-isoméres R et S.

Au mieux de notre connaissance, aucune étude de stabilité n'a été
réalisée en diffuseur & haute température.

16 CSF-.,;

OBJECTIFS

= Etudier la stabilité physicochimigque de la témocilline pour
préparer un diffuseur élastomérique portable: 6 gpar24h
Concentration : 25 mg/mL (3 g dans 120 mL)
Contenu diffuseur élastomérique polyisopréne
[Baxter® Infusor LW10)
Solvant : chlorure de sodium 0,9% (NaCl 0,9% ) ou dans
du glucose 5% [G5%)
Stockage : 37°C, protégé de la lumiére
Temps d"analyse : TO, T24 et T48 heures

MATERIELS ET METHODES

STABILITE CHIMIQUE

Méthode : CLHP en phase inverse, avec un détecteur DAD & 230 nm [1]

= (13 LiCrospher® 12,5 cm, taille particule = 5 pm

= Phase mobile : isocratique: tampon phosphate (0,1M) / méthanol m @ TOH

93/7 (v/v), ajusté pH 7,0 avec du NaOH (1M)
= Débit : ImL/min Volume d'injection : 20 pL

| - VALIDATION EN ACCORD AVEC LES ICH Q2{R1) |

= Dégradation forcée : HCl 0.1M (45 min); NaOH 0.1 M (5 min); UV {45
min & 254 nm); chaleur (2h & 70°C); H20, 0,3% (45 min + 50°C)

= Linéarité : droite d'étalonnage en 5 points: entre 50 a 250 pg/mL
= Répétabilité et précision intermédiaire : 50, 150, 250 pg/mL
= Mesure pH (Bioblock Scientific pH meter)

STABILITE PHYSIQUE

= Inspection visuelle : recherche d'un changement de couleur,
formation d'un précipité ou de gaz.

= Inspection subvisuelle : mesure de la turbidimétrie par un
spectrophotométre 3 350, 450 et 550 nm (Safas Monaco UV m*)

SCHEMA DE LETUDE

Analyse par
CLHP:

ConCEnt ratan
et produits de
dégradatian
(=1 par

Critéres Stabifité:

=+ 10%de la
concentration
initiala

N

:;i COT24H —b
: (T4 H /

%3

l NacCl 0,9% et G5% l

= Réalisation d'une étude complémentaire en seringue
(données laboratoire : stable 24h en seringue 3 125 mg/mL
dilué dans du NaCl 0,9% /G5%). Analyse des produits de
dégradations présent au bout de 24h > comparaison avec
les produits de dégradation en diffuseur.

» @ changement
significatif: pH,
wisuel, subvisuel

= tauy pyridine <

100 mg/jour

diffuseur] fn=1

P seringue )
Mesure pH
Inspection
viuelle

Turbidimetri

ICH : International conferance on harmonisation.
CLHP : Chromatographie liguide haute performancs.

VALIDATION DE METHODE

Linéarité : R = 0,9999

Répétabilité et précision intermédiaire: CV < 2%

Temps de rétention: 7,6 min (stéréo-isomeres R) et 9,2
min (stéréo-isoméres S)

Méthode indicatrice de stabilité : détection des
produits de dégradation, sans interférences avec la
témocilline R et S

'
Témaocilline R

Témaocilline 5

[} S A ——

chromatagramme d'unz solution de témocilline 25 mg/mL dans
du Macl 0,8% zans conditions de stress.

STABILITE PHYSIQUE

= Inspection visuelle: absence de formation de précipité
ou de gaz. A 24 h léger jaunissement, & 48h
jaunissement ++ (NaCl 0,9% et G5%)

Inspection subvisuelle: pas de changement significatif a

chromatogrammes d'une salution de témodilline 3 25
mg/mL en diffuseur élastomérique (haut] &t & 125

L
53
550 nm; dans le NaCl 0,9% et le G5%, augmentation a5 0%
progressive de I'absorbance 3 350 et 410 nm au bout de Toh T2aH T4EH B0

24 et 48 heures.

RESULTATS
STABILITE CHIMIQUE

A0UE o

E 100%

5: aringue
D : Diffuseur

Sanckage détuwe 3T°C, protbpd de |a ken e,
enacontmution: 75 mgfmL

g

i Toh o TMAL o Tase
£: | =
254
g2« -
of og ™ 2 s 5 s \
= h It | .

i \
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= m \ { a
-E[EN: i- i: .
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EmE = R
E§.5 o T B
R -
T o
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ggg | I . { ..
Eg.ﬁ = "
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Stockage : 18 mpdmatiune 3 mbiants, seposd & b
hamlire, conce nbraticn: 125 mg/ml

110% =mmeeEE—E———————

51
-~"~ll=l__—_—_= 52 —| 100%

Toh T24H T4EH

DISCUSSION

| concLusion S

= Les mémes produits de dégradation sont retrouvés dans I'étude
en seringue et en diffuseur. (n° 3, 5, 7, 8, 9 retrouvés en quantité
plus importante en diffuseur au bout de 24 h)

Analyse des spectres des produits de dégradation identique en
diffuseur comme en seringue.

Produit n® 2, 6 et 10 : impuretés de fabrication ?

Temps de rétention des produits de dégradation et de la
témocilline, difficilement reproductible = phase mobile en
cause ?

» La témocilline est stable 3 25 mg/mL dans un diffuseur
élastomérique dilué dans du NaCl 0,9 % a 37°C pendant 24h.
Cette nouvelle donnée permet I'administration en perfusion
continue au domicile du patient. /ﬁ\

= Dans le G5%, la témocilline présente une instabilité
chimique

[1] Bird A_E, Charslay C-H, Jennings K.R, Marshall A.C. High-performancs liquid Chromatographic
Assay of temaodillin and Epi ion of its di i Anzhyst 1984; 109: 1208-1212.

146




Annexe 15

: Validation méthode/tests statistiques, témocilline (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de |'étude: Témocilline
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 | Surface 3 VAR
50,000 4546581 4304901 4606486 2,55E+10
100,000 9357305 8921283 9003618 5,37E+10
150,000 14089697 13345029 13629994 1,41E+11
200,000 18612863 17966020 18078837 1,19E+11
250,000 23061914 22475942 22733555 8,63E+10
SUM VAR 4,26E+11
VAR MAX Tf Répétitions 3
1,41E+11 0,331 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a ’homogénéité des variances considérées.

| CONFORME |

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
50,000 4546581 4304901 4606486 672898400 50983781217
100,000 9357305 8921283 9003618 2728220600 | 107329576893
150,000 14089697 13345029 13629994 | 6159708000 | 282354109886
200,000 18612863 17966020 18078837 | 10931544000 | 238772436938
250,000 23061914 22475942 22733555 |[17067852750| 172515758478
SCEX SUM XiYi SPEXy
75000,00 | 37560223750 6850120000
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F (E Qrgl(t)es)
Linéarité 6,26E+14 1 6,26E+14 7343,75 4,67
Non-linéarité| 9,62E+09 3 3,21E+09 0,04 3,71
Résiduelle 8,52E+11 10 8,52E+10
Total 6,27E+14 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité <F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modele linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modéle linéaire

intersection

SCEX SCEy SPEXy Moy x Moy y
75000 6,26517E+14 6850120000 150,000 13648935
al a0
91334,93333 -51305
var res var pente var a0
66274846084 | 883664,6145 24300776898
pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
89304 < valeur vraie pente < 93365
-388021 < valeur vraie < 285411

La droite passe par 0 au risque considéré.
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Molécule de I'étude: Témocilline
C Unité J1l J2 J3 Concentration calculée
50 Unité 4546581 4304901 4606486 J1 J2 J3
100 Unité 9357305 8921283 9003618 48,59735588| 49,77559344| 50,68233264
150 Unité 14089697 13345029 13629994 100,5644811| 100,6315699| 99,18436633
200 Unité 18612863 17966020 18078837 151,6854367| 149,3653884| 150,2150483
250 Unité 23061914 22475942 22733555 200,5462597| 200,2721396| 199,2874739
248,6064666| 249,9553086| 250,6307789
Modeéle linéaire : y= 91334,93333 X+ -51305
C Residues
50 -1,403
50 -0,224
50 0,682
100 0,564
100 0,632
100 -0,816
150 1,685
150 -0,635
150 0,215
200 0,546
200 0,272
200 -0,713
250 -1,394
250 -0,045
250 0,631
Résidus positifs 8
Résidus négatifs 7

Conclusion :

Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modeéle linéaire est estimé adéquate.

Qui

5. Exactitude

L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.

Molécule de I'étude: Témocilline
C Unité J1 J2 J3
C basse 50 Unité 4546581 4304901 4606486
C moyenne 150 Unité 14089697 13345029 13629994
C haute 250 Unité 23061914 22475942 22733555
Concentration calculée
J1 J2 J3
48,59735588 49,77559344| 50,68233264
151,6854367 149,3653884| 150,2150483
248,6064666 249,9553086| 250,6307789
%
97,19 99,55 101,36
101,12 99,58 100,14
99,44 99,98 100,25
Moyenne des % 99,85 %
SD 1,20
Valeur test Student t aun 2,14
risque égal a5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 98,99 and 100,71

Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié.

CONFORME
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Annexe 16 : Abstract ceftazidime/avibactam, 21°™es journées nationales d’infectiologie JNI 2021

Stabilité physico-chimique du ceftazidime/avibactam en seringue et en diffuseur portable pour
une administration continue en service de soins critiques et a domicile

G. Loeuille?, J. Vigneron®#, E. D’Huart.>4, A. Charmillon?® B.Demoré 34

1 Pharmacie, CHRU de Nancy.

2 Equipe transversale d’infectiologie, CHRU de Nancy.

3 Université de Lorraine, EA 4360 APEMAC, Nancy, France.
4 Infostab, Association a but non lucratif.

Introduction

Ceftazidime/avibactam est un antibiotique temps-dépendant de dernier recours pour le traitement des
infections & entérobactéries BLSE et/ou productrices de carbapénemases. L'optimisation de son
efficacité par administration en perfusion continue est cruciale. Le laboratoire indique 12h de stabilité
entre 8/2 et 40/10 mg/mL (NaCl 0,9% et G5%) a T°C ambiante. La pyridine est I'un des produits de
dégradation de la ceftazidime pouvant étre toxique. Jones et al. (Am J Health-Syst Pharm.2019;76:200-
5) proposent une dose sécuritaire a ne pas dépasser de 100 mg/j. A notre connaissance, aucune étude
ne s'est intéressée a la stabilité a plus forte concentration ou pour une administration en diffuseur.
L'objectif est d'étudier la stabilité physico-chimique du ceftazidime/avibactam dilué dans du NaCl 0,9%
et du G5% a 125/31,25 mg/mL (6 g dans 48mL), en seringues polypropylenes, conservées a 20-25°C
et & 25/6,25 mg/mL (6 g dans 240mL) en diffuseurs élastomériques, conservés a 37°C, a l'abri de la
lumiere.

Matériels et méthodes

Les solutions ont été analysées a TO puis a 12, 24 et 48h, par une méthode validée par
Chromatographie Liquide a Haute Performance. Cette analyse a permis de quantifier la ceftazidime et
l'avibactam. Les solutions sont analysées avec une seconde méthode analytique afin de quantifier la
pyridine. Un examen visuel et subvisuel a été effectué pour détecter une instabilité physique (mesure
des absorbances par spectrophotométrie UV a trois longueurs d'onde : 350, 410 et 550 nm). Les valeurs
de pH ont été mesurées. Pour étre stable, les solutions doivent conserver plus de 90% de la
concentration initiale, sans modification physique.

Résultats

En seringue, la solution de ceftazidime a conservé plus de 90% de sa concentration initiale au bout de
24h (NaCl 0,9 % et G5%). En diffuseur, au bout de 12h, la concentration restante était de 92% dans le
NaCl 0,9% et de 86% dans le G5%. Apres 24h, l'avibactam en seringue et en diffuseur a conservé plus
de 90% de sa concentration initiale dans les 2 solvants. Aprés reconstitution immédiate de 6 g de
ceftazidime, la quantité de pyridine retrouvée est de 10 mg. A 24h la quantité moyenne en seringue est
de 32 mg (NaCl 0,9%) et de 55 mg (G5%). En diffuseur, la quantité moyenne est inférieure a 55 mg
(NaCl 0,9% ou G5%) aprés 12h. Au bout de 48h, en seringue, dans les deux solvants, un Iéger
jaunissement a été observé ainsi que la formation de bulles dés 12h. L'absorbance a 550 nm a
augmenté significativement au bout de 24h en diffuseur et 48h en seringue. Aucune modification
majeure du pH n'a été observée.

Conclusion

En seringue, ceftazidime/avibactam a 125/31,25 mg/mL, dilué dans du NaCl 0,9% ou du G5% est stable
24h a T°C ambiante. Pour un retour a domicile, une administration en diffuseur a été validée a 25/6,25
mg/mL diluée dans du NaCl 0,9% avec une stabilité sur 12h a 37°C, mais pas dans du G5%. Pour ces
solutions et durées de stabilité, la dose de pyridine sécuritaire proposée dans la littérature n'est pas
dépassée.
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Annexe 17 : Communication affichée ceftazidime/avibactam, 21mes journées nationales d’infectiologie JNI 2021

Stabilité physicochimique du ceftazidime/avibactam en
seringue et en diffuseur portable pour une administration
continue en service de soins critiques et a domicile

LOEUILLE Guillaume?! , VIGNERON Jean'#, D’'HUART Elise'* , CHARMILLON Alexandre?, DEMORE Béatrice!?*

1. Pharmacie, CHRU de Mancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy, France

2. Equipe transversale d'infectiologie, CHRU de Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Mancy, France
3. Université de Lorraine, EA 4360 APEMAC, Nancy, France.

4. Infostab, association a but non lucratif, 54180 Heillecourt, France

BU-09

infostab@wanadoo.fr

INTRODUCTION

Le ceftazidimefavibactam est un antibiotique de dernier recours.

OBIJECTIFS

* Etudier la stabilité physicochimique du ceftazidime/avibactam

® la posologie recommandée est de 61,5 gfj pour les infections 6 2/1,5 g dans 20-25 °C
graves. 8 4‘;8 E‘L
= Antibiotique temps-dépendant: une administration en continu NaCl | oo oeran 26 masme Toh 12h
permet une meilleure efficacité thérapeutique. 0,9% T 24h. 48h
. ) . y
® La pyridine est I'un des produits de dégradation pouvant étre et G5% 6/1,5 g dans
toxique de la ceftazidime. 240 mL /
_— Soit 25/6,25 mg/mL
= Jones ef al. proposent dans leur revue de la littérature, une dose

sécuritaire de 100 mg/j de pyridine.
Ceftozidime stability and pyridine toxicity during continwous IV infusion. Am J Heolth-Syst

Pharm, 2019; 76(4): 200-205
MATERIEL ET METHODES

= |dentifier et quantifier la pyridine potentiellement toxique.

*METHODE (I) : détection et quantification
de ceftazidimefavibactam

Valldotlon for Simulfoneous Estimation of Awboctom and
Caftozidime by RP-HPLC Method. 105K fournal of Pharmacy,

STABILITE CHIMIQUE SCHEMA DE L'ETUDE STABILITE PHYSIQUE
Chaque échantillon est analysé par une double - ~ *Inspection visuelle :
meéthode par CLHP : CRITERES DE STABILITE » Recherche d’un changement de

= Conservation de 2 90% de la concentration initiale soit
une conservation de + 10% = [90-110% de la C* initiale]
= Pas de changement significatif; pH, visuel, subvisuel

yridine < 100 mg/jour

couleur, formation d'un précipité
ou de gaz.
*Inspection subvisuelle :

*Mesure pH (Bioblock Scientific pH meter)

STABILITE CHIMIQUE

Validation de la méthode
analytique :

METHODE (1)

i Linéarité
[ Répétabilité
@ Précision intermédiaire

= Mesure du pH:

b e i Sl W R e LS L

Avibactam NaCl 0,9% et G5%
100% ——

Ceftazidime

100% -

90%

B0%

I e e |

BO%

TOH TiZH T24H

T4H Toh

DISCUSSION

= Lorsque la ceftazidime conserve >90% de sa concentration initiale, le
taux de pyridine reste inférieur au seuil admit comme sécuritaire a
ne pas dépasser.

* Facteurs diminuant la stabilité de la ceftazidime

=» solvant G5% et une T°C + élevée.
En conséquence, nous préconisons ['utilisation du NaCl 0,9%

* L'avibactam est plus stable que la ceftazidime (non influencé par la
nature du solvant ou T°C).

* Apparition de microbulles due 2 la présence de carbonate de
sodium comme excipient.

10(3), 2020 pp. 52-85. A » Comptage particulaire (PAMAS
*METHODE (2) : détection et guantification - 5Vss)
de ceftazidime fpyridine ‘ —j'l “'mu':"" | =2 el # Mesure de la turbidimétrie par
F5Q spectrophotometric and HPLC analysis of some ' - un spectrophotométre & 350, 450
cephalosporins  In the presence aof thelr alkal-induced et 550 nm (Safas Monaco U\"l‘n’}
degrodotion products, ! Farmoco, 1998, 53 1 132-138 L 1]
LI T Ty e —
VALIDATION des METHODES selon les [CH Q2R1 | G} @ Cefpcifrat Aui :Joiliiitissi |Pye: Pyiiciieg
IEH : Ir Conference On Har
TOH Ti2H T24H T48H CLHP : Chromatographie liguide haute performance

RESULTATS

En seringue: variation
max de 0,35 et en = T
diffuseur : 0,46
B . # —_— .
Pousse-seringue électrique ' » = ' MNaCl 0,9%

G5% cglucose 5% N2l 0,9% : chiorure de sodivm 0,9%
T°C - température C : concentration

STABIUTE PHYSIQUE

*Inspection visuelle:
= Absence de précipité
I #A &h, formation de microbulles (Natl 0,9% et
G5%) sur certaines seringues
#A 24 h, léger jaunissement [MaCl 0.9% et
d G5%)
|+ =Inspection subvisuelle:

METHODE (2)

N
L #Pas de changement significatif 2 350 et 410
nm
#Nall 09% [G5% A progressive  de

Fabsorbance 3 550 nm au bout de 48 h en
— o seringue et 24 h en diffuseur

*Comptage particulaire = conforme au
test

dime NaCl 0,9%

70%
TOH T3H

T4EH

110%

CONCLUSION

~ Nacl 0,3% 025

+++
[ou G5%)

6 gf1,5 g dans
48 mL
Soit 125/31, 25 mg/mL

6 gf1,5 g dans
240 mL
Soit 25/6,25 ma/mL

NacCl 0,9%

= Pour ces solutions et durées de stabilité, la dose de pyridine
sécuritaire proposée dans la littérature n'est pas dépassée.

infostab@wanadoo.fr
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Annexe 18 : Validation méthode analytique n° 2 /tests statistiques, pyridine (Valistab®)

Statistiques

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: Pyridine
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 | Surface 3 VAR
1,000 55751,66667 54234,33333 58132,33333 | 3,86E+06
10,000 593895 577606 601792 1,52E+08
20,000 1200262,333 1190950 1226789 3,46E+08
30,000 1835728 1829884 1844855 5,69E+07
40,000 2432991,667 2402714 2435503 3,33E+08
SUM VAR 8,92E+08
VAR MAX Tf Répétitions 3
3,46E+08 0,388 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)

et on peut conclure a ’lhomogénéité des variances considérées.

CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
1,000 55751,66667 54234,33333 58132,33333 168118 7721426
10,000 593895 577606 601792 17732930 304218909
20,000 1200262,333 1190950 1226789 72360027 691605839
30,000 1835728 1829884 1844855 165314010 113861769
40,000 2432991,667 2402714 2435503 290848347 666054138
SCEx SUM XiYi SPExy
2882,40 546423432 175933447
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F (5 Qg'l(t)z)
Linéarité 1,07E+13 1 1,07E+13 60211,40 4,67
Non-linéarité| 1,32E+09 3 4,40E+08 2,47 3,71
Résiduelle 1,78E+09 10 1,78E+08
Total 1,07E+13 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité <F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modele linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modeéle linéaire

SCEXx SCEy SPEXy Moy x Moy y
2882 1,07416E+13 175933447 20,200 1222739
al a0
61037,13826 |-10210,97072
var res var pente var a0
238748807,9 | 82829,86676 49714486,03
pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
60415 < valeur vraie pente < 61659
25441 < valeur vraie < 5019

intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Conclusion :

Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modéle linéaire est estimé adéquate.

Qui

Molécule de I'étude: Pyridine
C Unité J1 J2 J3 Concentration calculée
1 Unité 55751,66667 | 54234,33333 58132,33333 J1 J2 J3
10 Unité 593895 577606 601792 1,113572463| 1,14651622| 0,996635147
20 Unité 1200262,333 1190950 1226789 9,907632219| 9,766571567| 9,879690896
30 Unité 1835728 1829884 1844855 19,81657326( 19,86849256| 20,09174733
40 Unité 2432991,667 2402714 2435503 30,20102421| 30,39188692| 30,19055559
39,96119785| 39,82653273| 39,84137104
Modéle linéaire : y= 61037,13826 X+ -10210,97072
C Residues
1 0,114
1 0,147
1 -0,003
10 -0,092
10 -0,233
10 -0,120
20 -0,183
20 -0,132
20 0,092
30 0,201
30 0,392
30 0,191
40 -0,039
40 -0,173
40 -0,159
Résidus positifs 6
Résidus négatifs 9

5. Exactitude

L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.

Molécule de I'étude: Pyridine
C Unité J1 J2 J3
C basse 1 Unité 55751,66667 | 54234,33333 58132,33333
C moyenne 20 Unité 1200262,333 1190950 1226789
C haute 40 Unité 2432991,667 2402714 2435503
Concentration calculée
J1 J2 J3
1,113572463 1,14651622( 0,996635147
19,81657326 19,86849256| 20,09174733
39,96119785 39,82653273| 39,84137104
%
111,36 114,65 99,66
99,08 99,34 100,46
99,90 99,57 99,60
Moyenne des % 102,63 %
SD 5,95
Valeur test Studentt aun 2,14
risque égal a 5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 98,38 and 106,87

Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié. CONFORME
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Annexe 19 : Validation méthode analytique n° 2 /tests statistiques, ceftazidime (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: Ceftazidime
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 | Surface 3 VAR
100,000 8615403 8637962 8348805,667 | 2,59E+10
200,000 16815368 16942891 16758002 8,96E+09
300,000 24882824 25104267 25223309,33 | 2,99E+10
400,000 33031103 33127273 33543321 7,41E+10
500,000 40608113 40604436,33 41296333 1,59E+11
SUM VAR 2,98E+11
VAR MAX Tf Répétitions 3
1,59E+11 0,533 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a ’homogénéité des variances considérées. CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
100,000 8615403 8637962 8348805,667 | 2560217067 | 51731477243
200,000 16815368 16942891 16758002 |[10103252200| 17912305269
300,000 24882824 25104267 25223309,33 | 22563120100 | 59712780530
400,000 33031103 33127273 33543321 |39880678800| 148237295576
500,000 40608113 40604436,33 41296333 | 61254441167 | 317460427874
SCEXx SUM XiYi SPExy
300000,00 | #HHHt#H#HHHH | 24299885933
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F (('; En(;’lée;)
Linéarité 1,97E+15 1 1,97E+15 33077,34 4,67
Non-linéarité| 5,47E+11 3 1,82E+11 3,06 3,71
Résiduelle 5,95E+11 10 5,95E+10
Total 1,97E+15 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité <F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modeéle linéaire au risque considéré. CONFORME

3. Coefficients du modele linéaire

SCEX SCEy SPExy Moy X Moy y
300000 1,96942E+15 24299885933 300,000 24902627
al a0
80999,61978 | 602741,4889
var res var pente var a0
87819412476 | 292731,3749 32200451241
pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
79831 < valeur vraie pente < 82168
215141 < valeur vraie < 990342
intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude: Ceftazidime
C Unité J1 J2 J3 Concentration calculée
100 Unité 8615403 8637962 8348805,667 Jl J2 J3
200 Unité 16815368 16942891 16758002 98,31762772| 97,22984114| 98,19698686
300 Unité 24882824 25104267 25223309,33 200,5601079| 200,889423| 199,9042719
400 Unité 33031103 33127273 33543321 301,1503799| 302,7572203| 302,2902066
500 Unité 40608113 | 40604436,33 41296333 402,7484056| 402,8979256| 402,9188237
497,2234789| 496,2255898| 496,689711
Modeéle linéaire : y= 80999,61978 X+ 602741,4889
C Residues
100 -1,682
100 -2,770
100 -1,803
200 0,560
200 0,889
200 -0,096
300 1,150
300 2,757
300 2,290
400 2,748
400 2,898
400 2,919
500 -2,777
500 -3,774
500 -3,310
Résidus positifs 8
Résidus négatifs 7

Conclusion :

Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modéle linéaire est estimé adéquate.

Qui

5. Exactitude

L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.

Molécule de I'étude: Ceftazidime
C Unité J1 J2 J3
C basse 100 Unité 8615403 8637962 8348805,667
C moyenne 300 Unité 24882824 25104267 25223309,33
C haute 500 Unité 40608113 | 40604436,33 41296333
Concentration calculée
J1 J2 J3
98,31762772 97,22984114| 98,19698686
301,1503799 302,7572203| 302,2902066
497,2234789 496,2255898| 496,689711
%
98,32 97,23 98,20
100,38 100,92 100,76
99,44 99,25 99,34
Moyenne des % 99,32 %
SD 1,25
Valeur test Studentt a un 2,14
risque égal a5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 98,43 and 100,20

Si la valeur 100 % n'est pas compris dans l'intervalle de confiance, cela doit étre justifié.

CONFORME
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Annexe 20 : Validation méthode analytique 1 /tests statistiques, avibactam (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: Avibactam (ZAVICEFTA)
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 ] Surface 3 VAR
25,000 367559,3333 371804,6667 374133,3333 | 1,11E+07
50,000 732961 744812 739254 3,52E+07
75,000 1103977,667 1117188,333 1122990 9,49E+07
100,000 1466943 1471897 1470424 6,47E+06
125,000 1828321,667 1836544,667 1852857 1,56E+08
[sum vaR 3,04E+08
VAR MAX Tf Répétitions 3
1,56E+08 0,514 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)
et on peut conclure a ’homogénéité des variances considérées. | CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 SUM Xyi SCEyi
25,000 367559,3333 371804,6667 374133,3333 | 27837433 22221007
50,000 732961 744812 739254 110851350 70313138
75,000 1103977,667 1117188,333 1122990 250811700 189883290
100,000 1466943 1471897 1470424 440926400 12943069
125,000 1828321,667 1836544,667 1852857 689715417 311897510
SCEX SUM XiYi SPExy
18750,00 1520142300 275017225
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F (('; 2?365)
Linéarité 4,03E+12 1 4,03E+12 66427,10 4,67
Non-linéarité| 2,51E+08 3 8,38E+07 1,38 3,71
Résiduelle 6,07E+08 10 6,07E+07
Total 4,03E+12 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME
F non-linéarité <F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modéele linéaire au risque considéré. CONFORME

3. Coefficients du modele linéaire

SCEx SCEy SPEXxy Moy x Moy y
18750 4,0347E+12 275017225 75,000 1106778
al a0

14667,58533 | 6708,944444

var res var pente var a0
66057717,67 | 3523,078276 24221163,15

pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16
14539 < valeur vraie pente < 14796

-3921 < valeur vraie < 17339
intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude: Avibactam (ZAVICEFTA)
C Unité J1 J2 J3 Concentration calculée
25 Unité 367559,3333 | 371804,6667 | 374133,3333 J1l J2 J3
50 Unité 732961 744812 739254 24,91164927 24,635473| 24,99492583
75 Unité 1103977,667 | 1117188,333 1122990 49,90145917| 50,13805078| 49,74137102
100 Unité 1466943 1471897 1470424 75,27527876| 75,59748699| 75,74949041
125 Unité 1828321,667 | 1836544,667 1852857 100,0984679| 99,84898167| 99,29720278
124,8131449| 124,7800076 125,21701
Modéle linéaire : y= 14667,58533 X+ 6708,944444
C Residues
25 -0,088
25 -0,365
25 -0,005
50 -0,099
50 0,138
50 -0,259
75 0,275
75 0,597
75 0,749
100 0,098
100 -0,151
100 -0,703
125 -0,187
125 -0,220
125 0,217
Résidus positifs 6
Résidus négatifs 9
Conclusion :
Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modeéle linéaire est estimé adéguate. Oui
5. Exactitude
L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.
Molécule de I'étude: Avibactam (ZAVICEFTA)
C Unité J1 J2 J3
C basse 25 Unité 367559,3333 | 371804,6667 | 374133,3333
C moyenne 75 Unité 1103977,667 | 1117188,333 1122990
C haute 125 Unité 1828321,667 | 1836544,667 1852857
Concentration calculée
J1 J2 J3
24,91164927 24,635473| 24,99492583
75,27527876 75,59748699| 75,74949041
124,8131449 124,7800076 125,21701
%
99,65 98,54 99,98
100,37 100,80 101,00
99,85 99,82 100,17
Moyenne des % 100,02 %
SD 0,72
Valeur test Studentt aun 2,14
risque égal a 5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 99,51 and 100,53
Si la valeur 100 % n'est pas compris dans I'intervalle de confiance, cela doit étre justifié. CONFORME
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Annexe 21 :

Validation méthode analytique 1 /tests statistiques, ceftazidime (Valistab®)

1. Homogénéité des variances : TEST DE COCHRAN

Molécule de I'étude: Ceftazidime
Répétitions
C Surface 1 Surface 2 Surface 3 VAR
100,000 9010857,667 8860968,667 8900013,333 | 6,05E+09
200,000 18039907 17626448 17641854 5,49E+10
300,000 27178021 26486537 26895524,33 1,21E+11
400,000 36107461 35033072 35266451 3,19E+11
500,000 45073669,33 43679287,67 45001391,33 6,16E+11
SUM VAR 1,12E+12
VAR MAX Tf Répétitions 3
6,16E+11 0,551 Nb points 5
Tf théorique 5% 0,684

Si Tf est inférieur a la valeur critique Tf théorique, le test n’est pas significatif (on ne met pas en évidence de différences entre les variances)

et on peut conclure a ’lhomogénéité des variances considérées.

CONFORME

2. Linéarité : Analyse de variances ANOVA

Répétitions
C Surface 1 Surface 2 \ Surface 3 SUM Xyi SCEyi
100,000 9010857,667 8860968,667 8900013,333 | 2677183967 12092554849
200,000 18039907 17626448 17641854 10661641800 | 109877293442
300,000 27178021 26486537 26895524,33 | 24168024700 | 241741709254
400,000 36107461 35033072 35266451 | 42562793600 | 638691767021
500,000 45073669,33 43679287,67 45001391,33 | 66877174167 | 1232494149011
SCEX SUM XiYi SPEXxy
300000,00 146946818233 26706379233
SOURCE SCE Degrés Liberté Variances F Flimite
(a =0,05)
Linéarité 2,38E+15 1 2,38E+15 10637,78 4,67
Non-linéarité 1,42E+11 3 4,73E+10 0,21 3,71
Résiduelle 2,23E+12 10 2,23E+11
Total 2,38E+15 14
F linéarité > F linéarité limite, la pente existe au risque considéré. | CONFORME

F non-linéarité <F non-linéarité limite, la droite est en bonne adéquation avec un modéle linéaire au risque considéré.

CONFORME

3. Coefficients du modéle linéaire

SCEx SCEy SPExy Moy x Moy y
300000 2,37981E+15 26706379233 300,000 26720098
al a0
89021,26411 13718,32222
var res var pente var a0
1,82834E+11 609446,6988 67039136869

87335

-545547

pour alpha = 0.05 t(1-a/2)= 2,16

valeur vraie pente < 90708

valeur vraie

. . < 572984
intersection

La droite passe par 0 au risque considéré.
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4. Résidus

Molécule de I'étude: Ceftazidime
C Unité J1l J2 J3 Concentration calculée
100 Unité 9010857,667 | 8860968,667 | 8900013,333 J1l J2 J3
200 Unité 18039907 17626448 17641854 99,63977246| 99,22289677( 101,3852922
300 Unité 27178021 26486537 26895524,33 199,7476698| 199,925457| 198,7035408
400 Unité 36107461 35033072 35266451 301,0648012| 301,7149442| 301,719716
500 Unité 45073669,33 | 43679287,67 | 45001391,33 400,0682986| 399,9021536| 394,9087768
499,479458| 499,2345484| 503,2826742
Modeéle linéaire : y= 89021,26411 X+ 13718,32222
C Residues
100 -0,360
100 -0,777
100 1,385
200 -0,252
200 -0,075
200 -1,296
300 1,065
300 1,715
300 1,720
400 0,068
400 -0,098
400 -5,091
500 -0,521
500 -0,765
500 3,283
Résidus positifs 6
Résidus négatifs 9
Conclusion :
Si le ratio positif versus négatif est équilibré, le modéle linéaire est estimé adéquate. Oui
5. Exactitude
L'exactitute se caractérise par I'étroitesse de I'accord entre un résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.
Molécule de I'étude: Ceftazidime
C Unité J1 J2 J3
C basse 100 Unité 9010857,667 | 8860968,667 | 8900013,333
C moyenne 300 Unité 27178021 26486537 26895524,33
C haute 500 Unité 45073669,33 | 43679287,67 | 45001391,33
Concentration calculée
J1l J2 J3
99,63977246 99,22289677| 101,3852922
301,0648012 301,7149442 301,719716
499,479458 499,2345484| 503,2826742
%
99,64 99,22 101,39
100,35 100,57 100,57
99,90 99,85 100,66
Moyenne des % 100,24 %
SD 0,65
Valeur test Student t aun risque 2,14
égal a5%:
Intervalle de confiance
Compris entre 99,77 and 100,70
Si la valeur 100 % n'est pas compris dans I'intervalle de confiance, cela doit étre justifié. CONFORME
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Annexe 22 : Abstract ceftazidime, 16™es rencontres CSH 2021

Stabilité physico-chimique de la ceftazidime a 125 mg/mL en seringue polypropyléne et a 25 mg/mL
en diffuseur portable pour une administration continue en service de soins intensifs et a domicile

LOEUILLE.G*, VIGNERON.J"*, D’"HUART.E**, CHARMILLON.A*> DEMORE.B*3*

1 Pharmacie, CHRU de Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy, France

2 Equipe transversale d’infectiologie, CHRU de Nancy, Allée du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy, France
3 Université de Lorraine, EA 4360 APEMAC, Nancy, France.

4 Infostab, Association a but non lucratif, 54180 Heillecourt France

infostab@wanadoo.fr

Introduction

La ceftazidime est un antibiotique de la famille des B-lactamines, possédant une activité temps-
dépendant, son administration continue améliore son efficacité thérapeutique. Pour les infections
séveres, la posologie recommandée est de 6 g/j. La pyridine est I'un des produits de dégradation de la
ceftazidime pouvant étre toxique. Jones et al. ont réalisé une revue de la littérature et proposent une
dose sécuritaire de 100 mg/j de pyridine.

Objectif

Etudier la stabilité physico-chimique de solutions de ceftazidime a 125 mg/mL, en seringue
polypropyléne conservées a 20-25°C pour une administration continue en service de soins intensifs et
a 25 mg/mL en diffuseur élastomérique, conservées a 37 °C, a I'abri de la lumiére pour une
administration continue a domicile. Les solutions ont été diluées dans du chlorure de sodium 0,9%
(NaCl 0,9%) ou dans du glucose 5% (G5%) et analysées a TO, T8, T24 et T48 heures. ldentifier et
guantifier la pyridine a chaque temps d’analyse.

Matériels et méthodes

Trois diffuseurs et 3 seringues ont été préparés pour chaque condition. A chaque temps d’analyse, 3
échantillons de chaque préparation ont été analysés avec une méthode validée selon les ICH Q2(R1)
par chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur a barrette de diode a 260 nm.
La stabilité physique a été évaluée par une inspection visuelle et subvisuelle (turbidimétrie par
spectrophotométrie a 350, 410 et 550 nm). Les valeurs de pH ont été mesurées.

Résultats

La linéarité a été validée avec un R? de 0,9997 pour la ceftazidime et un R? de 0,9999 pour la pyridine.
Les coefficients de variation pour la répétabilité et la précision intermédiaire étaient inférieurs a 2%
pour la ceftazidime. Le temps de rétention est de 4,1 min pour la ceftazidime et de 11,8 min pour la
pyridine (résolution supérieure a 1,5 entre les 2 pics). Dans le NaCl 0,9%, la ceftazidime a conservé plus
de 90% de la concentration initiale apres 24 h en seringue et 8 h en diffuseur. Aprés 24 h dans le G5%,
les solutions de ceftazidime conservaient 88% de la concentration initiale en seringue et 77% en
diffuseur. Au bout de 48 h, dans les deux solvants, un léger jaunissement a été observé ainsi que la
formation de gaz des 8 h en seringue. L'absorbance a 550 nm a augmenté significativement au bout
de 24h en diffuseur et 48 h en seringue. Les taux de pyridine étaient inférieurs a 100 mg lorsque les
solutions conservaient plus de 90 % de la concentration initiale en ceftazidime. La variation maximale
de pH observée durant I'étude est de 0,66 unité. Les facteurs diminuant la stabilité de la ceftazidime
sont I'utilisation du glucose 5% comme solvant et I'exposition a haute température (37°C).
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Conclusion

Dans le G5%, la ceftazidime présente une instabilité chimique, ne permettant une administration que
sur 8 heures en seringue et en diffuseur. Diluée dans du NaCl 0,9%, la ceftazidime est stable a 125
mg/mL pendant 24 heures en seringue polypropyléne et 8 heures a 25 mg/mL en diffuseur
élastomérique.

Mots-clefs : ceftazidime, stabilité, CLHP
Références :

Terry E Jones et al, Ceftazidime stability and pyridine toxicity during continuous i.v. infusion, Am J
Health Syst Pharm. 2019 Feb 1;76(4):200-205
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Annexe 23 : Communication affichée, ceftazidime, 16¢™es rencontres CSH 2021

CHRU Stabilité physicochimique de la Ceftazidime & 125 mg/mL en seringue
polypropyléne et & 25 mg/mL en diffuseur portable pour une
administration continue en service de soins intensifs et a domicile

INTRODUCTION OBJECTIFS

® la ceftazidime est un antibiotigue de la famille des B-lactamines. La = Etudier la stabilité physicochimigue de la
posologie est de 6 g/fj pour les infections sévéres, ceftazidime
= Antibiotique temps-dépendant: administration en continu permet une
meilleure efficacité thérapeutique. 125
= La pyridine est I'un des produits de dégradation pouvant étre toxique de la } mg,/mL
ceftazidime.
= Jones et al proposent dans leur revue de la littérature, une dose sécuritaire de a B 25
100 mg/j de pyridine. (Ceftozidime stability and pyridine toxicity during - mg,/mL
continuous 1.V infusion; Am J§ Health-syst Pharm, 2019; 76(4): 200-205)
= |dentifier en quantifier la pyridine.

T 0Oh, 8h,
24h, 48h

MATERIELS ET METHODES
STABILITE CHIMIQUE SCHEMA DE LUETUDE
Méthode : CLHP en phase inverse, avec un détecteur DAD a 260 nm 9
[2]; colonne: C18 LiCrospher® 25,0 cm, diamétre: 4,6 mm, taille R @ TOH (, jnaiyee par —
particules =5 pm "!i CLHP:
= Phase mobile : isocratigue : acétate d'ammaonium (0,10) / a! “:;f'.""f“;”“ b "t 1% dels
acétonitrile 90/10 (v/v), ajusté pH 7,5 avec de I'ammoniac 28-30 % I | @ TEH ség:dn:ﬂjn i::i:i'::"am”
=Débit : 1 mL/min  Volume d'injection : 20 pL (n=3 par diffuseur =@ changement
@ tzay | cteerssringue) significatif- pH,
vizusl, subvizuel
[ - VALIDATION EN ACCORD AVEC LES ICH Q2(R1) ] = taux pyridine <
@ - 100 mgfjour
= Dégradation forcée : HCl 1M (10 min & 50°C); NaCH 0,01 M (5 min); 3
UV (15 min @ 254 nm}; chaleur (1h & 75°C); H,0, 0,3% (15 min a 50°C)
= Linéarité : droite d'étalonnage en 5 points: entre 100 et 500 pg/mL mu"‘é PHYSIQUE

(ceftazidime) et entre 1 et 40 pg/mL (pyridine)

= Répétabilité et précision intermédiaire : 100, 300, 500 pg/mL
(ceftazidime) et 1, 20, 40 pg/mL (pyridine)

= Mesure pH (Bioblock Scientific pH meter)

= Inspection visuelle : recherche d’un changement de couleur,
formation d’un précipité ou de gaz.

= Inspection subvisuelle : mesure de la turbidimétrie par un
spectrophotométre & 350, 450 et 550 nm (Safas Monaco UV m?)

ICH : Internztional conference on harmonisation. = Cef : Ceftazidime 5 : Seringue

‘CLHP : Chromztographie liquide hauts performance. RESU I_TATS Pyr - PyTidine D : Diffuseur

VALIDATION DE METHODE R E— - STABIUTE PHYSIQUE

= LinGarité : R? > 0,9997 (Cef) R > 0,9999 (Py1) £ S -Inspecﬁonﬁvisuelle: absence de formation de

3 O~ scipité. A 48 h léger jaunissement (NaCl

= Répétabilité : CV < 2% (Cef) et (Pyr) i iy precip ] zment

= Précision intermédiaire: CV < 2% (Cef) et [Pyr] 3 y Eﬁ% et 659‘71- Formation de gaz & partir de 8
sauf pour le point 3 1 pg/mL {CV < 5%). . % \% - heures [NaCl 0,9% et G5%).

= Temps de rétention: 4,1min (Cef), 11,8 min . 1‘:». a g . =Inspection subvisuelle: @ changement
{Pyr) Voo J* significatif & 350 et 410 nm; dans le Nacl

= Méthode indicatrice de stabilité: détection (1, S 0,9% /G5%, augmentation progressive de

2,3, 4) et quantification (5) des produits de  chrematogramme dfune salution gz cefizzidime 2125 |'absorbance & 550 nm au bout de 48 heures

dégradations. mg/mL dilué dans du Nacl 0,9% {chauffe 1h 3 75°C). en seringue ot 24h en diffuseur.
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lumiére, concentration: 125 mg/mL lumiere, concentration: 25 mg/mL
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=Apparition de gaz lors de I'étude: du & la présence de carbonate | | .| 3 ceftazidime est stable 3 125 mg/mL pendant 24 h dans
de sodium comme excipient. une seringue polyprolyléne dilué dans du NaCl 0,9%.

=Taux de pyridine (100 mg) soit I'equivalent d’ 1,3% de la surface
du pic de ceftazidime. =5 ceftazidime est stable & 25 mg/mL pendant 8 h a 37°C

=Facteurs diminuant la stabilité: solvant G5% et T°C + élevée dans un diffuseur élastomérique dilué dans du Nacl 0,9% 161
(37°C) ou dans du G5%.

=Projection: stabilité possible de 12h en diffuseur dilué dans du

Nacl 0, 9% 9 &tude com plémentai re a réaliser. [2] n.E abdel-Hamid, F2a spectrophotometric and HPLE analysis of some caphalosporing

in the presence of their alkali-induced degradation products, || Farmaco, 1998, 55 132-138
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RESUME :

Introduction : Les Béta-lactamines font partie de la classe d’antibiotique la plus prescrite a ["hdpital et en ville.
Antibiotique bactéricide et temps dépendant de part leur mode d’action, la réalisation de perfusions continues
permet d’obtenir une meilleure efficacité thérapeutique.

Objectif : I.’objectif de cette thése est de realiser des etudes de stabilité physicochimique de plusieurs B-lactamines,
en seringue polypropyléne a forte posologie pour les patients en soins critiques et en diffuseur élastomérique pour
les patients recevant une antibiothérapie parentérale 4 domicile, afin de réaliser des perfusions continues et donc
d’améliorer la prise en charge médicamenteuse de ces patients.

Matériel et méthode : Pour chaque étude, deux solvants ont été utilisés : le NaCl 0,9% et le G5%. Les seringues
polypropyléne réalisées pour I’é¢tude sont stockées & température ambiante, non protégées de la lumiére. Les
diffuseurs en élastomeére polyisopréne sont stockés a 37°C a ’abri de la lumiére. Pour chaque condition de stockage
(solvant/contenant/concentration) trois préparations sont réalisées.

La stabilité chimique est analysée par une méthode indicatrice de stabilité par chromatographie liquide haute
performance couplée 4 un détecteur & barrette de diodes. Chaque méthode a été validée selon les recommandations
des ICH Q2(R1). A chaque temps d’analyse, trois échantillons de chaque préparation ont été analysés. Les valeurs
de pH ont été mesurées. La stabilité physique a eté évaluée par une inspection visuelle et subvisuelle (turbidimetrie
par spectrophotométrie a 350, 410 et 550 nm et par un comptage particulaire). La limite d’acceptabilité est fixée a
une variation de = 10% de la valeur initiale mesuré a TO heure, soit une concentration comprise entre 90-110 % de
la concentration initiale. La variation maximale de pH tolérée est d’une unité pH.

Résultats : Au total 7 études de stabilité physicochimique ont été réalisées au sein du laboratoire de controle
analytique de la pharmacie. Quatre de ces études ont été effectuées a la fois en seringue polypropyléne et en
diffuseur élastomeérique (pipéracilline/tazobactam, ceftolozane/tazobactam, ceftazidime et ceftazidime/avibactam).
Deux études ont été réalisées en seringue uniquement (céfidérocol et méropénem). Une seule a été réalisée
uniquement en diffuseur (témocilline).

Les durées de stabilité en seringue polypropyléne validées au cours de cette étude varient de 4 h pour le méropénem
dilué dans du G5% et a 48 heures pour les solutions de piperacilline/tazobactam diluées dans du NaCl 0,9% ou du
G5%. En diffuseur élastomérique les durées de stabilité validées varient de 8 h pour le ceftazidime dilué dans du
G5%/NaCl 0,9% et & 24 heures pour les solutions de témocilline diluées dans du NaCl 0,9%.

Conclusion : Ces nouvelles donnees de stabilité permettent I’amélioration de la prise en charge médicamenteuse,
par la réalisation de perfusions continues pour les patients au sein des services de soins critiques et pour les patients
éligibles a I’antibiothérapie par voie parentérale & domicile

MOTS CLES : Stabilité médicamenteuse, antibiothérapie, perfusion continue, soins intensifs, soins ambulatoires,
diffuseur élastomérigque
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