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Iﬁﬁm\ UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT
DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ
1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK b
1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI g\\e\“w\\ﬂ“w 4
1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI N /“/
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI H ) S
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI it
ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1-ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
Pr. DAFIRI Rachida Radiologie




Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr
Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah
. EL BARDOUNI Ahmed

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Meédecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie

Cardiologie

Médecine Interne S
Anatomie #
Chirurgie Générale Sy 7 \Q*\Q
Microbiologie 'l oo

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA
Gynécologie Obstétrique
Traumato-Orthopédie




Pr. EL HASSANI My Rachid
Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pr. HASSAM Badredine

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha
Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*

Pr. DRISSI KAMILI Med Nordine*
Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
Pr. HDA Abdelhamid*

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
Pr. SEFIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr. AMIL Touriya*

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. MAHFOUDI M’barek*

Pr. OUADGHIRI Mohamed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997
Pr. ALAMI Mohamed Hassan

Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale

Chirurgie Générale

Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique

Médecine Interne

Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V

Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

c‘\g\“‘ \m“‘%
Radiologie
Chirurgie Pédiatrie } b&\\a
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique



Pr. BEN SLIMANE Lounis
Pr. BIROUK Nazha

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. AFIFI RAJAA

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

Pr. ISMAILI Hassane*

Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*

Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed EI Hassan
Pr. MAHASSINI Najat

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Pr. ROUIMI Abdelhadi*

Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie

Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie
Cardiologie
o8
“g‘\_ﬂ /
Ciali
Pneumophtisiologie =S _\/\‘\‘\@h\’
Pédiatrie .:t pod®
Pédiatrie )

Pneumo-phtisiologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pneumo-phtisiologie

Neurochirurgie

Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie




Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie g :
Rhumatologie e/
Anatomie ...».c‘ / X
Radiologie $ ‘&én“*\*
Radiologie & ),

Chirurgie Générale Lo
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale

Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation

Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *
FILALI ADIB Abdelhai

HAIJJI Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EIl Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZI1Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Rhumatologie et
Ophtalmologie o e¥ \w‘““s
Radiologie S / P
Rhumatologie @ S
Pédiatrie .‘
Cardiologie e
Ophtalmologie



. DOUDOUH Abderrahim*
. EL HAMZAOUI Sakina*
. HAJJI Leila

. HESSISSEN Leila

. JIDAL Mohamed*

. LAAROUSSI Mohamed
. LYAGOUBI Mohammed
. NIAMANE Radouane*

. RAGALA Abdelhak

. SBIHI Souad

. ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr

. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BIYI Abdelhamid*
BOUHAFS Mohamed E1 Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal
FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*

SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. ABIDI Khalid

. ACHACHI Leila

. ACHOUR Abdessamad*
. AIT HOUSSA Mahdi*

. AMHAJJI Larbi*

. AOUFI Sarra

Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

(mise en disponibilité)

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Meédecine Interne

Anesthésie Réanimation
Microbiologie

Radiologie

Urologie

Pédiatrie ot
Psychiatrie 3
Chirurgie — Pédiatrique .:l
Pharmacie Galénique Dyt
Parasitologie

Radiothérapie

Psychiatrie

Endocrinologie

Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie

Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie



. BAITE Abdelouahed*

. BALOUCH Lhousaine*

. BENZIANE Hamid*

. BOUTIMZINE Nourdine

. CHARKAOQUI Naoual*

. EHIRCHIOU Abdelkader*
. ELABSI Mohamed

. EL MOUSSAOUI Rachid
. EL OMARI Fatima

. GHARIB Noureddine

. HADADI Khalid*

. ICHOU Mohamed*

. ISMAILI Nadia

. KEBDANI Tayeb

. LALAOUI SALIM Jaafar*
. LOUZI Lhoussain*

. MADANI Naoufel

. MAHI Mohamed*

. MARC Karima

. MASRAR Azlarab

. MRABET Mustapha*

. MRANI Saad*

. OUZZIF Ez zohra*

. RABHI Monsef*

. RADOUANE Bouchaib*

. SEFFAR Myriame

. SEKHSOKH Yessine*

. SIFAT Hassan*

. TABERKANET Mustafa*
. TACHFOUTI Samira

. TAJDINE Mohammed Tarig*
. TANANE Mansour*

. TLIGUI Houssain

Pr.

TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr.

DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr

ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali*

AGDR Aomar*

AIT ALI Abdelmounaim*

AIT BENHADDOU El hachmia

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie

Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique

Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique

Médecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie

Biochimie-chimie

M¢édecine interne G\\Qmseﬂ'\‘:ﬁv /
Radiologie N / e
Microbiologie .‘; o™
Microbiologie )
Radiothérapie b

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie



Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L’KASSIMI Hachemi*
Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAI Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*
Pr. BELAGUID Abdelaziz
Pr. BOUAITY Brahim*

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. NAZIH Mouna*

Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique
Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie
Meédecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale

Radiologie

Cardiologie o
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Meédecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie plastique et réparatrice
Urologie

Gastro entérologie
Anatomie pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie générale
Hématologie



Pr. ZOUAIDIA Fouad
Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer est une maladie liée a la prolifération et la diffusion incontrolées des cellules
de I’organisme qui sont devenues anormales échappant ainsi a tout controle [1]. Entre 1980 et
2000 en France, I’incidence des cancers a augmenté de 30% et la mortalité a diminué de 10%,
aussi bien chez ’homme que chez la femme [2]. C’est une maladie en cours d’évolution qui
emporte beaucoup de vies humaines ces derniéres décennies et dont le traitement est tres

lourd et insupportable. Le cancer constitue aujourd’hui un probléme de santé publique [3]

La chimiothérapie est I'une des traitements du cancer utilisant des molécules
chimiques ayant une action générale ou ciblée. Ce sont des molécules onéreuses et le cotit
global du traitement est ¢levé. La réalisation de préparations injectables des médicaments
anticancéreux nécessite la disposition des données de stabilité¢ permettant de garantir la qualité

des médicaments préparés.

Les renseignements fournis par les laboratoires pharmaceutiques sur la stabilité sont la
plupart du temps insuffisants ou inadéquats avec 1’utilisation de ces médicaments en routine
[4]. Le but des études de stabilité est de fournir des preuves sur la fagon dont la qualité d’une
substance médicamenteuse ou d’un produit médicamenteux varie avec le temps sous
I’influence d’une variété des facteurs environnementaux tels que la température, I’humidité, la
lumiere ainsi que rétablir une période de stabilit¢ ou une durée de vie de la substance
médicamenteuse ou du produit médicamenteux et les conditions de stockage recommandées
[5]. L’étude de la stabilité peut nécessiter une dégradation forcée du médicament dont on veut
analyser la stabilité et a comme objectif, d’une part de prouver I’aspect «stability-indicating
de la méthode employée, et d’autre part d’évaluer rapidement I'influence de différents
parametres sur la stabilité de la molécule, comme le pH, la température ou la lumicre. La
dégradation forcée ou «stress testing» de la molécule permet enfin de prévoir les produits et

les voies de dégradation qui pourraient survenir [6].
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Des nouvelles exigences a savoir la préparation a 1’avance pour tout un cycle d’un
traitement d’un patient donné, I’augmentation de 1'utilisation efficiente des dosages existants
afin de réduire les déchets, la préparation de lots pour la dose-banding (DB) et le remplissage
des dispositifs ambulatoires pour perfusions continues pour des périodes prolongées doivent

étre couvertes par des unités de préparation centralisée [7].

De nombreux parameétres peuvent influencer la stabilité du produit intermédiaire ou
final : la composition de la spécialité (excipients), la forme chimique du principe actif, le
solvant de dilution ou de reconstitution, la concentration finale du principe actif (PA), les
conditions de conservation (température, exposition a la lumiere), différentes incompatibilités

physico-chimiques et les matériaux en contact avec les solutions [8, 9].

Les méthodes utilisées pour I’é¢tude de la stabilit¢ sont principalement Ila
chromatographie liquide haute performance (HPLC), la spectrofluorimétrie, le pH-métre,
I’osmomeétre, 1’examen visuel, la turbidimétrie, la spectrophotométrie UV-Visible,
I’infrarouge, et le comptage des particules. Les méthodes utilisées pour I’étude de la stabilité
microbiologique sont la recherche de I’activité antimicrobienne propre et le test de stérilité par
ensemencement direct ou indirect des médicaments reconstitués préts a I’emploi. Ces
méthodes doivent étre établies de fagon a éviter toute interférence sur le dosage par des
solvants ou des produits de dégradation (PDD). Le contrdle qualit¢ des médicaments est
indispensable pour assurer la qualité des médicaments car un médicament de moindre qualité
peut réduire voire annuler I’efficacité thérapeutique du produit et constitu¢ ainsi un danger

pour la santé du patient. [9]

La majorité des études de stabilité se focalise sur I’é¢tude de stabilité pendant un temps
déterminé de la reconstitution. Dans ce sens, nous présenterons dans la premicre partie de ce
travail, des notions théoriques sur la stabilité physico-chimique, la stabilité microbiologique et
la reconstitution de la chimiothérapie anticancéreuse. Dans la deuxiéme partie, nous
¢valuerons les incompatibilités physico-chimiques de quelques anticancéreux ainsi que leur

activité antimicrobienne.
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L’incompatibilité physico-chimique des anticancéreux sera évaluée vis-a-vis de certains
cations métalliques en utilisant I’examen visuel, la spectrophotométric UV-Visible et
I’infrarouge a transformée de Fourier; I’étude de 1’activité¢ antimicrobienne sera effectuée en

utilisant la méthode des disques.
Objectifs:

-Evaluer I’incompatibilité physico-chimique de certains anticancéreux (ATC) vis-a-vis

de certains cations métalliques

-Etudier ’activité antimicrobienne de quelques molécules anticancéreuses.
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PARTIE I: STABILITE PHYSICO-CHIMIQUE ET MICROBIOLOGIQUE : ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE
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CHAPITRE 1 : STABILITE DES MOLECULES ANTICANCEREUSES APRES LA
RECONSTITUTION.

I. LA STABILITE PHYSICOCHIMIQUE

La stabilité d’un médicament est son aptitude a conserver ses propriétés chimiques,
physiques, microbiologiques et biopharmaceutiques dans des limites spécifiées pendant toute
sa durée de validité¢ [5]. Une autre définition parfois employée, décrit la stabilité physico-
chimique, comme le temps pendant lequel le médicament conserve son intégrité sur les plans

qualitatif et quantitatif [8].

La stabilit¢ d’une poudre reconstituée avec un solvant donné est la durée pendant
laquelle le flacon reconstitué peut étre conservé. La stabilité d’une préparation spécifique
désigne la stabilité d’un médicament donné, dans un solvant donné, a une concentration
donnée, dans un contenant donné, et dans des conditions de conservation précises [4]. La
dégradation chimique du PA résulte généralement de réactions d’hydrolyse, d’oxydation ou
de photolyse. La dégradation physique résulte des phénomenes de précipitation, de
complexation ou adsorption pouvant étre corrélés a des incompatibilités de solvant, de pH ou

de contenant [8].

En effet, compte tenu de la régle générale qu'un médicament reste stable dans la
pratique clinique jusqu’a 90% de la concentration initiale en PA, la présence de 10% de la
dégradation de la concentration initiale a été largement utilisée dans les études de stabilité
publiées [10] (5% pour les médicaments toxiques ou a marge thérapeutique étroite).
Cependant, en fonction du médicament, cette limite peut conduire a une perte d’efficacité
acceptable ou inacceptable [10]. De plus, ’augmentation des risques associé¢s aux PDD doit
étre également considérée (produit actif, toxique ou inerte) et la question de PDD est d’une
importance majeure dans les études de stabilité, en particulier pour les médicaments
anticancéreux, car un faible pourcentage d’instabilité pourrait conduire a ’apparition d’un

PDD tres toxique [7].
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Une conférence de consensus européenne, dans les recommandations pour les essais
de stabilité pratique des médicaments anticancéreux, recommande moins de 5% de
dégradation pour qu’un médicament soit considéré comme stable, mais aussi un examen
attentif de tout signe d’instabilité physique comme ’agrégation ou la précipitation, ce qui est
potentiellement trés dangereux. Elle recommande aussi que la stabilité physique devrait étre
plus systématiquement évaluée, en particulier la formation des particules car elle peut étre la
principale déterminante de la durée de vie d’une reconstitution ou d’une formulation [7]. La
compatibilité physique reléve d’un examen visuel pour détecter un éventuel précipité, un
changement de couleur, une formation de gaz; la turbidité est également évaluée ainsi que la

taille des particules, un comptage particulaire compléte ’examen [11].

Selon la Pharmacopée Européenne (7° Edition, essai 2.9.19) pour 1’examen subvisuel,
la formation de micro-agrégats au cours du stockage est néanmoins le signe d’une instabilité
de la solution qui peut précipiter plus tard ou dans I’ensemble de la perfusion pendant
I’administration. Le compteur des particules et I’analyse microscopique suivant la
Pharmacopée Européenne (7° Edition, essai 2.9.19) sont de bons indicateurs de la stabilité
physique. La turbidimétrie, une méthode non destructive est aussi utilisée pour évaluer la
formation des microparticules. Des conditions de stress (tests accélérés) pourraient Etre
effectuées pour tester I’instabilité physique potentielle avant la réalisation d’études de stabilité
en temps réel. Les essais d’agitation ou secousses semblent étre utiles pour évaluer
I’instabilité des solutions thermodynamiquement instables. La recherche de toute variation de
pH est un test classique qui pourrait étre une méthode simple pour indiquer la stabilité
chimique. En effet, les variations de pH peuvent étre observées a la fin d’une étude, méme si
il n’y a pas eu de dégradation du médicament apres analyse par HPLC. Une diminution d’une
unité sur 1'échelle de pH signifie une augmentation dix fois la concentration en protons. Donc,
une modification d’une ou deux unités de pH doit étre expliquée [12]. La température de
stockage doit étre clairement définie et concordant avec la vie réelle du produit. La
réfrigération est classiquement définie a 5 + 3°C. La température ambiante (TA) a 1’hopital est
d’environ 25°C, mais elle peut varier d’un pays a I’autre en fonction de la météorologie et de

la climatisation des installations.
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La conférence de consensus européenne, dans les recommandations pour les essais de
stabilit¢ pratique des médicaments anticancéreux, recommande encore que la véritable
température ambiante soit enregistrée tout au long de I’étude [7]. La lumiére ambiante est
souvent utilisée sur le banc du laboratoire pour les études de stabilit¢é pour imiter les
conditions pratiques en pharmacie ou dans des services hospitaliers. Pour les médicaments
connus pour étre tres sensibles a la lumiere, la protection contre la lumiére est pratiquement

pertinente.

La mise a jour des recommandations de la SFPO (Société Francgaise de Pharmacie
Oncologique et de P’ESOP (European Society of Oncology Pharmacists) pour la stabilité
pratique des anticancéreux [13] avec la base des données (BDD) Stabilis® [14] fournissent
une BDD de la stabilité physico-chimique de certaines molécules ATC apreés reconstitution

(Annexe I)

Ces données montrent que la stabilité physico-chimique des molécules ATC apres
reconstitution dépend entre autres des conditions de conservation (température, lumiere, la
nature du contenant), des conditions d’administration et les concentrations finales des
médicaments dilués ainsi que des solvants de dilution ou de reconstitution. Pour garantir la
stabilit¢ du produit fini, il est nécessaire de placer le PA a une concentration identique ou la

plus proche d’une concentration pour laquelle les données de stabilité sont connues.

Concernant les solvants utilisés, les solutions de glucose 5 % et les solutions de
chlorure de sodium 0,9 % sont acides et sont les plus utilisées. Le Ringer lactate (RL), dont le
pH est compris entre 5 et 7, est compos¢ de chlorure de sodium, chlorure de potassium,

chlorure de calcium dihydraté et le lactate de sodium en solution aqueuse.

En ce qui concerne les matériaux employés, le verre est un solide non cristallin,
constitué d’un mélange d’oxydes, ses avantages sont I’inertie chimique, la transparence,

I’imperméabilité aux gaz et a la vapeur d’eau.

Les inconvénients du verre sont : son poids, sa fragilité, son encombrement et sa

difficulté a étre manipulé. Le Polyéthyléne (PE) est translucide, inerte, facile a manier.



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne

Il existe différents polyéthylénes classés en fonction de leur densité. On distingue deux
familles : le PE basse densité et le PE haute densité qui est plus rigide. Ses avantages sont une
basse perméabilité a la vapeur d’eau, une absence de relargage de plastifiants dans la solution,
une grande inertie chimique, un faible poids et une ¢élimination sans risque pour
I’environnement. Le polypropyléne (PP) est un polymeére résistant qui n’absorbe pas I’eau et
qui possede les mémes avantages que le PE. L’Ethylvinylacétate (EVA) est un matériau
perméable a I’évaporation ce qui peut poser de problémes a température corporelle. Le
Polychlorure de vinyle (PVC) est un matériau dit « amorphe », dont les longues chaines en
désordre permettent aux molécules de médicaments de s’inclure progressivement dans le
matériau polymérique. De plus, le principal inconvénient du PVC est de contenir du DEHP
(diéthylhexylphtalate) comme plastifiant qui peut étre relargué en présence de solvants non
aqueux. Les polyoléfines (POF) sont une famille de matieéres plastiques regroupant entre
autres le PE et le PP. Les ¢lastoméres sont des matériaux trés €lastiques et tres utilisés dans la
composition des diffuseurs portables ou cette propriété va permettre une régulation du débit

[15].
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I1. LA STABILITE MICROBIOLOGIQUE

Le patient atteint de cancer, souvent immunodéprimé, encourt au cours du traitement
un risque potentiel de la contamination microbiologique des solutions a injecter, d’ou
I’importance de I’étude de qualité microbiologique de ces solutions. L’étude de la stabilité
microbiologique doit €étre congue en tenant compte de la spécificité du produit final, le solvant
utilisé et les composants supposés comme promoteurs de la croissance bactérienne. Ainsi, les
PA contenus dans ces solutions peuvent aussi avoir une activité bactériostatique ou
bactéricide ce qui contribuerait aussi dans la lutte contre des infections bactériennes.
L’instabilité microbiologique peut étre due a une contamination initiale par le contenant ou a
une contamination durant la conservation. La contamination durant la conservation peut étre
due a la température, la lumiére, I’humidité, I’instabilité physico-chimique ou la formulation.
La stabilit¢ microbiologique dépend des conditions d’asepsie qui doivent étre contrélées lors
de la reconstitution du produit afin de garantir la durée de conservation apres reconstitution
préconisée par le fabricant [16, 17]. Le test microbiologique est un test de stérilité qui vise a
déterminer des endotoxines au minimum au début et a la fin de 1’étude en se référant a la

Pharmacopée Européenne [18].

La contamination microbiologique peut compromettre la performance du produit en
provoquant une rupture de la stabilit¢ de la formulation ou par modification des
caractéristiques physiques et organoleptiques, ce qui conduit a I’inactivation de(s) agent(s)
actif(s). Par conséquent, une technique aseptique pour la préparation des solutions injectables
est d’'une extréme importance pour la sécurité des patients. Etant donné que ces patients sont
pour la majorit¢ immunodéprimés et que la plupart des chimiothérapies n’ont pas d’activité
antimicrobienne (en particulier contre Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus

multi- résistant) donc la sécurité du patient dépend de la stérilité du produit [19-21].
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Quant aux souches des microorganismes d’essai, la Ph. Eur. 7° Edition (2.6.11)

indique les caractéristiques que doivent avoir ces microorganismes (Tableau I).

Tableau I : Souches des micro-organismes d'essai selon la Ph. Eur. 7° Edition

Bactéries aérobies

Staphylococcus aureus ATCC 6538; CIP 4,83; NCTC 10788; NCIMB
9518; NBRC 13276

Bacillus subtilis ATCC 6633; CIP 52,62; NCIMB 8054; NBRC
3134

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027; NCIMB 8626; CIP 82,118; NBRC
13275

Bactéries anaérobies

Clostridium sporogenes ATCC 19404; CIP 79,3; NCTC 532; ATCC
11437; NBRC 14293

Moisissures et levures

Candida albicans ATCC 10231; IP 48,72; NCPF 3179; NBRC
1594

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404; 1P 1431,83; IMI 149007; NBRC
9455

Ainsi, la Ph. Eur. 7° édition (2.6.12) indique aussi les quantités minimales des liquides
a filtrer ou a ensemencer directement lors des études de stabilité microbiologique (Tableau II).
Tableau II: Quantités minimales des liquides a filtrer ou a ensemencer lors de I'étude

de la stabilité microbiologique

Quantité par récipient Quantité minimale de préparation a utiliser
pour chaque milieu, sauf exception justifiée
et autorisée

Inférieure a 1mL Contenu total de chaque récipient

1-40 mL La moiti¢ du contenu de chaque récipient, mais
pas moins de 20mL

Supérieure a 40 mL mais < | 20mL

100mL
Supérieure a 100mL 10 pour cent du contenu du récipient, mais pas
moins de 20mL

10
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La stabilit¢ microbiologique par la recherche de I’activité antimicrobienne propre peut
étre effectuée par la mise en ceuvre d’un test de croissance bactérienne préconisé par la
section des «Méthodes générales» de la Pharmacopée Européenne (Edition 2008). Dans cette
¢tude, la pharmacopée préconise 10 a 100 CFU (colonie formant unité) par flacon. Certaines
souches ont été exploitées dans différentes recherches : Staphylococcus aureus (aérobie
ATCC 6538, 14 UFC), Pseudomonas aeruginosa (aérobie ATCC 9027, 15 UFC), Candida
albicans (levure, ATCC 10231, 17 UFC) et, Clostridium sporogenes (anaérobie, ATCC
19404,14 UFC). L’ensemencement peut se faire dans un milieu liquide trypticase soja (TS)
suivi d’une incubation pendant trois jours 2 37 C et a 20 C respectivement pour les bactéries
et pour les levures. La souche de Clostridium nécessite un milieu liquide de thioglycolate

(TG) puis incubation trois jours 4 37 C dans certaines études [22].

Une autre étude a ¢ét¢ menée pour I’étude de I’activité antibactérienne de la
dacarbazine et du complexe synthétique dacarbazine-zinc, la méthode utilisait des disques et

I’incubation pendant 24H suivi d’une lecture par mesure du diamétre d’inhibition [23].

Par conséquent, différentes méthodes peuvent étre utilisées pour 1’étude de la stabilité

antibactérienne des produits.

11
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CHAPITRE 2 : RECONSTITUTION DE LA CHIMIOTHERAPIE
ANTICANCEREUSE

I. RAPPEL SUR LES BONNES PRATIQUES DE FABRICATION ET DE
PREPARATION

Les préparations doivent é&tre réalisées dans le respect des bonnes pratiques de

préparation (BPP) [24] et des bonnes pratiques de fabrication (BPF) [25].

La reconstitution des cytotoxiques et des médicaments de type thérapies ciblées

répond a trois grands principes :
La protection du patient :

e Le bon médicament, au bon moment, a la bonne dose, pour le bon patient;

e Une préparation stérile et apyrogene.
La protection du manipulateur (contaminations possibles par voie cutanée, respiratoire ou
digestive) :

e Equipements de protection individuelle;

e Formation et validation des connaissances et compétences.
La protection de I’environnement :

e Locaux et matériels adaptés ;

e Procédures validées.
I.1 La production aseptique

La préparation des médicaments stériles impose des exigences particuliéres en vue de
réduire les risques de contamination microbienne, particulaire et pyrogéne. Pour cela, les BPP
et BPF [24, 25] décrivent la spécificit¢é des conditions de réalisation de préparations
aseptiques. Il existe en effet trois principaux procédés de préparation stérile : la stérilisation
terminale, la filtration stérilisante et la préparation aseptique (en systéme clos ou non). La
préparation aseptique est la plus employée dans la reconstitution des cytotoxiques. Ainsi, les

matiéres premieres ainsi que les dispositifs médicaux utilisés sont bien évidemment stériles.

12



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne

e Préparation en systéme clos

Il s’agit d’un systeme de transfert sans aiguille, stérile avec une connexion Luer
Lock® qui permet un transfert de produit sans contact avec I’extérieur hormis via le filtre
permettant la prise d’air. Selon la définition des BPP [24], un systéme clos est un procédé de
répartition aseptique permettant le prélévement et le transfert d’un produit stérile vers un autre
contenant stérile dans lequel les systémes de fermeture des contenants et le matériel de
transfert restent en place pendant toute la durée du processus de transfert, uniquement assuré
par une aiguille stérile, une tubulure stérile ou tout autre dispositif de transfert stérile. Le
transfert du produit stérile est réalisé de telle maniere qu’il ne soit jamais en contact avec
I’environnement. Sauf en cas d’un risque toxique, il peut étre admis que le prélévement d’une
solution stérile a partir d’une ampoule dans un environnement de classe A peut étre considéré
comme un transfert en systéme clos si celui-ci est immédiat. Cependant, I’utilisation des

flacons avec un bouchon en ¢élastomere irrésistible est préférable.

Une autre définition est donnée par NIOSH (National Institute for Occupational Safety
and Health) et stipule qu’un systéme clos est un dispositif qui empéche mécaniquement le
passage de contaminants extérieurs dans le systéme ainsi que toute fuite de substances
dangereuses, sous forme liquide ou vapeurs, vers I’extérieur. Les dispositifs de transfert en
systeme clos sont variés et permettent une nette diminution de la contamination chimique. En
effet, méme s’il évite le contact avec le produit, ces systémes dits clos nécessitent tous une

prise d’air extérieur ce qui restreint leur utilisation en atmosphére aseptique [26, 27].

13
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La reconstitution des cytotoxiques utilise des « spikes » comme présentés sur la figure
ci-dessous :

Connection Luer Lock

Filtre de I’air

Figure 1: Mini-spike de préparation ventilé pour I’injection et/ou le prélévement des
liquides
Il existe en revanche de « vrais » systémes clos comme le systéme « Phaseal® » (
figure 2) [28] qui lui n’entraine aucun contact avec I’environnement extérieur. Il peut donc
étre utilisé dans des zones non controlées comme les services de soins. Enfin, si la préparation
est réalisée en systéme clos, avec du matériel stérile et non réutilisable (seringues, aiguilles,
systeme de filtration, contenant final) et avec des mati€res premicres stériles, le risque de

contamination microbiologique est considéré comme faible.

Injecteur — -~

Percuteur de flacon ==

Figure 2 : a-systéme avec chambre d’expansion : Phaseal® ; b - systéme avec filtre :
Tevadaptor® ; ¢ - systéme avec filtre : Clave® ; d -systéme avec filtre : Smartsite®.
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1.2 Locaux, Zones d’ Atmosphére Controlée (ZAC)

Les ZAC sont classées entre autre en fonction de la qualité microbiologique et
particulaire de 1’air. Afin de satisfaire aux conditions requises « en activité », ces zones sont
congues de maniere a atteindre des niveaux définis de propreté de I’air au « repos » et « en
activité». On entend par « au repos », la situation ou I’installation avec le matériel de
production en place est achevée et opérationnelle, sans que les opérateurs soient a leur poste.
On entend par « en activité », la situation ou les installations fonctionnent selon le mode
opératoire défini et en présence du nombre prévu de personnes. Le tableau III présente les
caractéristiques particulaires et microbiologiques des différentes ZAC.

Tableau III: Caractéristiques particulaires et surveillance microbiologique des différentes

ZAC
AU REPOS EN ACTIVITE
Nombre maximal autorisé de particules par m*de taille 2 a
0,5 pm S pm 0,5 um
A 3.500 1 3.500 1
POSTE DE TRAVAIL
SOUS FLUX LAMINAIRE
B 3500 1 350 000 2000
Cc 350 000 2000 3500 000 20 000
D 3500 000 20 000 NON DEFINI NON DEFINI

LIMITES RECOMMANDEES DE CONTAMINATION BIOLOGIQUE

Echantillon Boite de Pétri Géloses de contact Empreintes de
d'air (@ 90 mm) (@ 55 mm) gants
ufc/m? ufc/4 heures ufc/plaque (5 doigts)
ufc/gant
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 /
D 200 100 50 /

La norme ISO 14644-1 [29] relative a la classification particulaire de 1’air propose une
classification plus large mais qui est reprise dans les BPF et BPP [24, 25]. Elle décrit
¢galement les modalités de prélévement de I’air, les fréquences des contrdles et les types de

compteurs particulaires.
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Tableau IV: Classes particulaires suivant la norme [SO 14644-1

NTaro Concentrations maximales admissibles par m? d“air en particules
e de taille égale ou supérieure
a celles données ci-dessous
classification
0,1 pm 02um | 03 um 0,5 um Tpm 5pm
ISO1 10 2 NA NA NA NA
1ISO 2 100 24 10 4 NA NA
ISO3 1 000 237 102 35 8 NA
ISO4 10000 2370 1020 352 83 NA
ISOS5 100 000 23700 10 200 3520 832 29
ISO6 1000000 | 237000 | 102000 35 200 8320 293
ISO7 NC NC NC 352 000 83 200 2930
ISO8 NC NC NC 3520000 | 832000 29300
ISO9 NC NC NC 35200000 | 8320000 | 293000

NA : Non admis NC : Non comptées
ISO5: Classe B ISO 7 : classe C au repos ISO 8 : Classe C en activité

1.3 Critéres de choix de la ZAC

Le choix de la ZAC se fait avant tout en fonction du niveau de risque de contamination
microbiologique des préparations et en fonction des installations choisies. Comme il a été dit
plus haut, le travail en systéme clos engendre un risque de contamination microbiologique
faible pour lequel les BPP [24] proposent les recommandations suivantes :

Tableau V: Classes de ZAC en fonction de I’installation pour un risque de

contamination microbiologique faible

Zone de préparation | Environnement immeédiat
Isolateur en surpression |Classe A Classe D
Isolateur en dépression | Classe A Classe C
Hotte a flux laminaire Classe A Classe C

Les BPF [25] recommandent plutot une zone de classe B en environnement immédiat
d’une zone de préparation de classe A. Les BPP [24] précisent que I’entrée dans ces zones
doit se faire par des «SAS» distincts réservés au personnel, aux matériels et aux substances.

Les différentes portes d’un «SAS» ne peuvent pas €tre ouvertes en méme temps.
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Pendant la préparation, une alimentation en air filtré maintient une pression positive en
toutes circonstances. Tout dysfonctionnement du systéme de traitement d’air est détecté et
signalé¢ par une alarme. Les zones d’atmosphere controlée doivent étre maintenues a un
niveau de propreté appropri¢ et alimentées en air filtré. Le systéme du traitement d’air est
muni de filtres appropriés, tel que des filtres HEPA (High Efficiency Particulate Air) pour les
classes A, B et C, et congu pour que la totalité¢ des effluents gazeux soit rejetée a I’extérieur de
la piece. En ce qui concerne le niveau de propreté, des procédures et un calendrier d’entretien

et de prélevements microbiologiques doivent donc étre mis en place.
1.4 Le personnel

Un nombre limité de personnes est autorisé a entrer en zone controlée afin de limiter la
contamination et les mouvements particulaires. Le personnel affecté a la manipulation des
cytotoxiques doit faire 1’objet d’une sélection préalable qui vise a écarter les femmes
enceintes ou qui allaitent ainsi que les personnes qui présentent une intolérance reconnue a
ces médicaments. La nécessité d'une planification des périodes de manipulations dans les
centres réalisant un nombre important de chimiothérapies (niveau III) fait I’objet de
divergences d’opinions. Certains préconisent de ne pas affecter a ce type d’activité une méme
personne. Cette recommandation est discutable puisqu’elle laisse un doute sur les mesures de
protection mises en ceuvre. Ainsi, il semble admis que les fautes de manipulations diminuent

souvent avec 1’habitude.

e Habillage
Les tenues du personnel et de toute personne devant intervenir en ZAC sont adaptées a

la classe et au type de travail effectu¢ (Tableau VI) :
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Tableau VI: Habillage recommandé¢ en fonction de la classe de la ZAC

Classe Equipement
Classe -Vétement protecteur propre et stérile ne libérant ni fibres ni
A/B particules et retenant les particules émises par I’opérateur.
- Masques
-Gants stériles et non poudrés avec manches enserrées dans les
gants.

-Cagoule qui doit enfermer les cheveux, la barbe et la moustache;
cette cagoule doit étre reprise dans le col de la veste ou blouse.
-Bottes stérilisées ou désinfectées avec le bas du pantalon enserré
dans les bottes.

Classe C | -Cheveux, barbe et moustache couverts

-Vétement constitué d’une veste et d’un pantalon ou d’une
combinaison, serré aux poignets et muni d’un col montant. Le
tissu ne libérant pas de fibres ou de particules.

-Chaussures ou couvre-chaussures adaptés

Classe D |-Cheveux et barbe couverts
-Vétement protecteur normal
-Chaussures ou couvre-chaussures adaptés

Les bijoux et le maquillage sont a exclure de ces zones. Le changement et le lavage des
vétements s’effectuent selon une procédure destinée a minimiser la contamination des

vétements portés dans les ZAC ou I’apport de contaminants dans ces zones.

Le personnel doit également faire preuve d’une hygiéne personnelle irréprochable et procéder
a un lavage des mains de type chirurgical avant I’entrée en ZAC. Il doit étre demandé aux
membres du personnel participant a la fabrication de médicaments stériles de signaler toute
affection qui pourrait entrainer la dissémination de contaminants. Afin de garantir le respect
des régles et procédures nécessaires au bon fonctionnement d’une ZAC, le personnel doit étre

formé initialement et de maniere continue tout au long de sa carriére.

18



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne

e Formation

Selon les BPP [24] toutes les personnes (y compris le personnel de nettoyage et de
maintenance) employées dans des ZAC doivent recevoir une formation appropriée et évaluée.
Cette formation comporte notamment des ¢léments d’hygiene et de microbiologie. Selon les
BPF [25], le personnel doit recevoir, initialement puis de fagon répétée, une formation dont
I’efficacité est vérifiée. De plus, Il convient d’assurer une formation spécifique aux personnes

travaillant dans les zones ou les contaminations peuvent constituer un risque particulier.

II. RECONSTITUTION DES CYTOTOXIQUES

I1.1 Généralités

On entend par reconstitution I’opération de mélange simple d’une solution, d’une
poudre, d’un lyophilisat avec un solvant pour usage parentéral ou non qui s’effectue
extemporanément dans une unité de soin ou dans une pharmacie a usage intérieur (PUI) selon
les indications mentionnées dans le résumé des caractéristiques du produit (RCP) [30]. 11 est
recommandé que, dans chaque établissement de santé, des documents d’aide a la
reconstitution des médicaments injectables soient ¢laborés a partir des RCP (Annexe II) et
précisent les solvants utilisables pour la reconstitution et/ou la dilution, les conditions de
stabilité et les délais de conservation apres reconstitution et/ou dilution. La reconstitution des
chimiothérapies anticancéreuses s’est progressivement orientée vers une centralisation au sein
de la PUI de I’établissement de santé, et ce, pour deux raisons principales : assurer une
meilleure protection du personnel et assurer une meilleure sécurité thérapeutique vis-a-vis du
patient [9].

Dans le chapitre 7 des BPP [24], on peut lire que la protection des personnes qui
manipulent des médicaments contenant des substances dangereuses est assurée par la mise en
place d’une organisation appropriée. Le matériel utilisé, les équipements de protection
individuelle doivent étre adaptés a la manipulation de ces substances dangereuses a la fois
pour la production et encore plus pour les étapes d’entretien qui nécessitent 1’ouverture et le

démontage des équipements destinés a protéger.
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Une surveillance médicale réguliere doit étre mise en place et tout incident de mise en
contact avec une substance dangereuse doit étre déclaré au médecin du travail. Les locaux

doivent étre dédiés mais une production « par campagne » est envisageable.

La mise en place d’un systéme qualité est également indispensable afin de garantir la
protection du personnel et de I’environnement. Toutes les surfaces (murs et sols, plans de
travail, etc) doivent permettre une parfaite inertie chimique évitant les risques d’adsorption et
doivent étre faciles a nettoyer. Ainsi la conception des évacuations d’eau doit éviter la
contamination de I’environnement. En ce qui concerne le matériel, il est recommandé
d’utiliser des postes de sécurité microbiologique a flux d’air laminaire vertical. Le risque

d’exposition peut ¢galement €tre classifi¢ comme suit :

Tableau VII: Risque d’exposition lors de la manipulation des substances dangereuses

Risque faible Risque modéré Risque élevé (formes

(formes liquides) (formes liquides) pulvérulentes)
-Injection dans un -Ouverture des ampoules -Opération utilisant des
contenant clos -Injection dans un contenant ouvert |poudres en systéme
-Dissolution dans un -Dissolution dans un contenant ouvert par exemple :
contenant clos ouvert pesée, pulvérisation,
-Transfert clos de -Filtration dans un contenant ouvert | répartition
solutions entre plusieurs
contenants
-Filtration en ligne dans
un récipient clos

Les BPP [24] précisent également que le transport des préparations contenant des
substances dangereuses ne doit présenter aucun risque pour le personnel ni pour
I’environnement et doit se faire dans des conditions qui garantissent le maintien des qualités
de la préparation. Les reconstitutions sont effectuées soit dans des postes de sécurité
microbiologique a flux d’air laminaire vertical, soit dans un isolateur comme recommandé

apres le controle et la validation du protocole.

Généralement, les doses de chimiothérapie anticancéreuse sont préparées pour un

patient donné (préparation magistrale) en fonction de sa surface corporelle (Tableau VIII).
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Fréquemment, les doses sont préparées le jour de I’administration, ce qui induit un temps
d’attente pour le patient entre le moment ou le médicament est prescrit et celui auquel il est
administré [31]. Cependant, le délai de mise a disposition des préparations augmente,
provoquant une désorganisation dans les services de soin et une insatisfaction des patients. La
réalisation de préparations prétes a ’emploi a doses standardisées constitue une solution
possible a ces problémes d’ou la notion de dose-banding. Il existe en cancérologie plusieurs
formules mathématiques pour calculer ces doses [15]. Les préparations de chimiothérapie sont
réalisées, soit dans des poches ou dans des flacons avec principalement comme véhicule le G

5% ou le NaCl 0,9%, soit dans des seringues de produits purs ou dilués, soit dans des

diffuseurs portables.
Tableau VIII: Formule de calcul de la surface corporelle

Auteur Formule de calcul de la S.C (mz)
Mosteller \ [taille (cm) « poids (kg) /3600]
Boyd Poids (kg) "**** taille (cm) *°+0.017827
Gehan et George Poids (kg) """ taille (cm) *****°.0.02350
Du Bois et Du Bois Poids (kg) ***«taille *7*+0.007184
Haycock et al. Poids (kg) **"*+taille (cm) *~7°*:0.024265

Les anticancéreux sont pour la plupart des molécules toxiques pour la cellule et ayant
une action au niveau du cycle cellulaire notamment les cellules qui se multiplient dont les
cellules cancéreuses mais aussi d’autres cellules normales. Néanmoins, ces cytotoxiques ont
des effets secondaires pour le patient et le manipulateur d’ou I’imposition des précautions lors
de la préparation. Afin de bien manipuler ces produits, il faut bien comprendre leur toxicité et
le risque de toxicité.

Deux types de toxicité a savoir la toxicit¢é immédiate pouvant avoir en fonction du
produit des réactions générales (perte des cheveux, rougeur du visage, cedéme etc) ou des
réactions locales (irritations, nécrose cutanée etc) et la toxicité retardée due a une exposition
prolongée et a d’éventuelles micro-absorptions itératives qui pourraient étre a I’origine des

effets mutagénes voire carcinogenes.
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Le risque de la toxicité est quantifi¢ en 3 niveaux déterminés en fonction de I’indice de

contact cytotoxique (ICC) calculé par la formule : ICC= nRnd

Ou nR : nombre de reconstitutions réalisées par la méme personne pendant une
période déterminée,
nA : nombre d’administrations réalisées par la méme personne sur la méme
période,
nH: nombre d’heures de travail de la personne durant la période déterminée.
Apres le calcul de 'ICC les trois niveaux du risque de toxicité sont :
e Niveau I (indice <1) : Préparation et administration occasionnelles;
e Niveau II (1< indice< 3) : Préparation et administration modérées;
e Niveau III (indice > 3) : Préparation et administration intensives.
Un niveau de risque III justifie I’existence d’une unité¢ de reconstitution centralisée.
Pour un niveau de risque II, une unité¢ de reconstitution centralisée est souhaitable, au cas
contraire la reconstitution des médicaments anticancéreux devrait étre faite sous le poste de
sécurité microbiologique a flux d’air laminaire vertical. Quant au niveau de risque I, les
conditions précédentes sont souhaitables, faute de moyens il est nécessaire de mettre en ceuvre
des mesures de précautions minimales entre autre la bonne connaissance des médicaments
utilisés, les locaux de préparation, le matériel (vétements, plan de travail, matériel de travail),
le personnel qui manipule ou administre les médicaments, les méthodes de travail

(reconstitution, administration) et la protection de I’environnement [32].

Dans les étapes de préparations des médicaments anticancéreux (Figure 3) la fiche de
fabrication standard doit contenir, le nombre total de flacons du médicament a utiliser, le
solvant de reconstitution ou de dilution, le volume exact de médicament a prélever, la nature
et le volume du conditionnement final, le calendrier de production selon le schéma de cure et

le modele d’étiquetage [33].
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Figure 3: Etapes du circuit des préparations des anticancéreux

1.2 Materiel : Isolateurs et postes de sécurité microbiologique

La reconstitution des cytotoxiques de manicre aseptique doit se faire dans une enceinte
de classe A qui sépare le préparateur du produit dangereux. Il existe aujourd’hui deux grands
types d’équipements offrants ces caractéristiques : les postes de sécurité microbiologique et

les 1solateurs.

I1.2.1 Les postes de sécurité microbiologique (PSM)

Les PSM sont des enceintes partiellement ouvertes, ventilées, destinées a assurer une
protection du manipulateur et de I’environnement vis-a-vis des agents biologiques
pathogenes, par une ventilation qui s’oppose a leur sortie vers le manipulateur et une filtration
a tres haute efficacité de I’air avant son rejet ou recyclage [34]. Les postes de sécurité
cytotoxique (PSC) sont congus pour prévenir la dispersion des agents chimiques et protéger le

produit contre les agents biologiques [34].
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Figure 4: Schéma de principe d’un poste de sécurité¢ microbiologique de type I1

Selon la norme européenne EN 12469 adoptée en 2000, il existe trois types de PSM (I,
IT et IIT). Dans le PSM type I, I’air du local est aspiré par ’ouverture frontale et traverse le
volume de travail. L’air est ensuite extrait apres filtration a trés haute efficacité. L’écoulement
d’air entrant s’oppose a la sortie des aérosols d’agents biologiques vers 1’opérateur et la vitre
frontale baissée protége ’opérateur des projections. L’air du local entrant dans le volume de
travail, la protection des produits manipulés n’est pas assurée. Dans le PSM type II, I’air du
local est aspiré par 1’ouverture frontale et passe sous le plan de travail par des orifices placés
pres de I'ouverture. Cette aspiration empéche la sortie des aérosols d’agents biologiques vers

I’opérateur, qui est également protégé des projections grace a la vitre frontale baissée.

L’air est aspiré a I’arrieére de I’enceinte vers le haut du PSM d’ou une partie est rejetée
apres filtration a trés haute efficacité. L’autre partie de ’air est soufflée verticalement dans
I’enceinte apres filtration a trés haute efficacité. Le flux unidirectionnel descendant d’air
propre protége le produit et limite la contamination croisée. Dans le PSM type III, I’enceinte

en dépression ne comporte pas d’ouverture directe vers le local.
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L’opérateur accede au plan de travail au moyen de gants protecteurs fixés a I’enceinte. L’air
aspiré¢ dans le local traverse un filtre anti-aérosols a haute efficacité, circule dans le volume de
travail, puis est extrait apres une nouvelle filtration a trés haute efficacité. L’air propre entrant
protége le produit des contaminations extérieures, mais le flux d’air turbulent ne protége pas

le produit des contaminations croisées.

Le PSM de type II est adapté a la reconstitution aseptique de cytotoxique car la
ventilation de I’espace de travail est assurée par un écoulement d’air filtré unidirectionnel
descendant improprement appelé laminaire. En plus dans le PSM type II, la dépression
régnant a ’intérieur de I’enceinte permet I’aspiration de I’air extérieur qui est repris en avant
de I’enceinte par un orifice appelé¢ veine de garde. Cette aspiration empéche la sortie des
particules libérées dans I’enceinte. Aprés son passage au travers d’un filtre HEPA,
I’écoulement d’air descendant qui balaye le volume de travail est aspiré au travers des
extrémités du plan de travail s’il est plein ou a travers tout le plan de travail si celui-ci est
perforé. L’air extrait est de nouveau filtré par un second filtre HEPA avant d’étre rejeté vers

I’extérieur par un réseau d’extraction.

I1.2.2 Isolateur

Les isolateurs sont des enceintes étanches, souples ou rigides, maintenues en
surpression ou en dépression. L’air introduit et Iair extrait sont filtrés. L’accés au volume de
travail se fait par des manchettes ou par un hémi-scaphandre [34]. Les isolateurs ont pour but

de séparer le produit de son environnement.

La manipulation sous I’isolateur repose sur deux principes fondamentaux [35] : le
confinement, qui reprend les trois critéres de protection précédents mais également le transfert
qui est le point le plus critique car il ne doit pas rompre 1’étanchéité de I’enceinte. Le transfert
consiste donc a faire entrer du matériel dans I’enceinte étanche et stérile par la connexion a
une autre enceinte stérile sans jamais entrer en contact avec le milieu extérieur. Afin de rendre

les différentes enceintes stériles il faut un autre appareil : un stérilisateur.
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L’agent stérilisant utilis¢ peut étre de I’acide peracétique ou du peroxyde d’hydrogene.
L’air du local passe a travers un filtre anti-aérosols a trés haute efficacité avant d’entrer dans
I’enceinte close. Le produit est ainsi protégé des contaminations de 1’air extérieur. Cependant,
le flux d’air turbulent ne protége pas le produit des contaminations croisées. Dans certains
cas, le flux d’air propre est injecté dans I’enceinte de facon unidirectionnelle et peut alors
protéger le produit des contaminations croisées. L’air de I’isolateur est rejeté de 1’enceinte
apres passage sur filtre anti-aérosols a trés haute efficacité. En présence d’agents chimiques,
I’air extrait est rejeté a I’extérieur du batiment, préférenticllement aprés traitement des
polluants chimiques. La plupart des isolateurs fonctionnent en surpression pour protéger le
produit. Les fuites tolérées d’air sortant ne permettent pas d’assurer la protection compléte de
I’opérateur vis-a-vis des agents chimiques ou biologiques manipulés dans I’enceinte. Seuls les
isolateurs en dépression peuvent prévenir la dispersion des agents chimiques et biologiques et

assurer la protection de I’opérateur.

Figure 5 : Isolateur a gants
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Récemment, les isolateurs en flux continu ont été développés. Le matériel n’est plus
stocké a Dl'intérieur de ’enceinte mais est stérilis¢ au fur et a mesure des besoins via un
systeme de plateau. L’enceinte de stérilisation se trouve a I’arriére ou sur les cotés selon les
fabricants. La sortie des préparations se fait par un SAS de sortie dynamique. La sortie des
déchets se fait par des sacs stériles spécifiques a connexion €tanche. Ce systéme, beaucoup

moins encombrant, limite les phases de transfert [35].

Tableau IX: Différences de fonctionnement: PSM, PSC et isolateur [36]

PSM PSC Isolateur
I 11 111
Dépression XXX | XXXXXX | XXXXXX | XXXXXX | XXXXXXXXX | VVVVVVVV
surpression Vvvv | vvvvvy | VVVVV | VVVVVV | VVVVVVVVV | XXXXXXXX
Flux d’air unidirectionnel | Vvvv | XxxxxxX | VVVVVV | XXXXXX | VVVV | XXXX | VVV | XXXX

Protection contre les agents biologiques
Protection de 'opérateur | XX |XXXX |XXXX |XXXXXXX |XXXXXX|XXX |VVVV|VVVV
Protection du local XXX | XXXX | XXXX | XXXXXXXX | XXXXXX | XXXX |VVVV|VVVV
Protection du produit VvV | X1xxX | X2xX | XIXXXXXX | X2XXXX | X1XXX | X2xX | Xx1XX
Protection contre les agents chimiques

Protection de 'opérateur | xx3x | xx3xx | x3xx |xx3xxxx |xx3X|Xx3X|VVVV|VVVVvV
Protection du local x3xX | Xx3xX | X3xX | xx3XxXxXX | XX3X|XX3X | vVVV | VVVVV

VVVVV | non

XXXXX | oul

PSM : Poste de sécurité microbiologique

PSC : Poste de sécurité cytotoxique

1 : protection du produit de I’air extérieur et des contaminations croisées

2 : protection du produit de I’air extérieur

3 : protection assurée uniquement par rejet de ’air extrait de I’enceinte a 1’extérieur

du batiment
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I1.3 Mise en solution des poudres

Tout le matériel nécessaire a la reconstitution doit étre préparé a I’avance: compresses
stériles, papiers absorbants a base de cellulose surtout, seringues verrouillables de
contenances diverses, tubulures opaques, aiguilles a usage unique de différents calibres, prises
d’air hydrophobes, flacons stériles vides, les antiseptiques, alcool a 70 %, solution
ophtalmique de ringage oculaire en cas de projection des solutions, matériel de transport
rigide, des gants ainsi que diverses €tiquettes si la chimiothérapie est préparée dans une zone
centrale. Les gants doivent €tre portés sur les mains propres et seéches [37]. Que ce soit sous la
poste de sécurité microbiologique ou dans un isolateur, la préparation peut étre effectuée soit

dans un systéme ouvert soit dans un systéme clos.

Apres la désinfection du bouchon du flacon, a I'aide d’une seringue a embout
verrouillable, on préléve la quantité nécessaire du solvant, en inclinant Iaiguille a4 45, la prise
d’air se fait d’une fagon enfoncée dans le flacon et le prélévement en position haute. La
seringue a utiliser doit avoir une contenance au moins supérieure a 25% au volume a injecter.
Ensuite, on transvase lentement le solvant dans le flacon par petites fractions qu’il faut faire
couler doucement le long des parois en ayant soin d’entourer le goulot et ’embase de
I’aiguille d’une compresse stérile afin d’éviter toute dispersion d’aérosol médicamenteux dans
I’atmosphére si on travaille hors de I’isolateur. Cette opération crée, si le volume de solvant
est important, une surpression qu’il est préférable de compenser par les techniques classiques
. soit utiliser une prise d’air hydrophobe dont le percuteur est placé au-dessus du liquide ;
apres ajout du solvant, aspirer dans la seringue une bonne quantité d’air du flacon afin d’y
créer une pression négative. L air peut €tre maintenu dans la seringue ou rejeté dans un flacon
stérile vide ; soit utiliser un dispositif de transfert muni d’un filtre. Le dispositif de transfert
s’utilise comme suit : découvrir le site d’injection puis s’assurer de sa stérilité et le désinfecter
si nécessaire. Ensuite, positionner le dispositif de transfert sur la poche et le flacon a
reconstituer et perforer simultanément les deux contenants dans un méme axe afin d’éviter
toute faute d’asepsie, ensuite utiliser 1’air pour transférer le solvant. Le solvant peut étre
injecté par petites fractions mais en aspirant un peu d’air en position haute du flacon entre

chaque ajout tout en gardant I’aiguille contre les parois du flacon pour I’écoulement.
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L’air aspiré sera, au total, égal au volume de solvant transvasé et peut étre maintenu dans la
seringue ou rejeté dans un flacon stérile vide. Apres avoir transvasé tout le solvant, agiter le
flacon de facon a dissoudre totalement la poudre tout en maintenant piquée dans le bouchon
I’aiguille solidaire de sa seringue. Certains cytotoxiques (cyclophosphamide, ifosfamide)

nécessitent une longue agitation [38-40].

I1.4 Prélévement aprés dissolution

La technique de prélévement dépend de la méthode de compensation utilisée: avec une
prise d’air hydrophobe il faut éviter que du liquide n’entre en contact avec le filtre; avec un
systeme de transfert: aucune difficulté particuliére; avec la technique de I’aspiration d’air on
procéde par ajout d’une quantit¢ d’air emprisonné¢ dans la seringue et aspiration d’une
quantité équivalente de liquide et ainsi de suite jusqu’a aspiration de la quantité nécessaire,
I’exces d’air est rejeté dans le flacon. Apres avoir prélever la solution, retirer avec précaution
I’aiguille solidaire de sa seringue en ayant soin de placer une compresse stérile autour du
goulot. Ajuster précisément le volume en rejetant I’exces de liquide dans une compresse
stérile. Déverrouiller 1’aiguille ayant servi au prélevement et la jeter, sans la recapuchonner
dans un conteneur adapté a cet usage. Aprés avoir fini la préparation, une étiquette est posée
la-dessus et un petit flacon peut étre envoyé au laboratoire pour I’analyse chimique. Tout
transport d’une unité centrale de reconstitution au service utilisateur doit €tre fait dans un

conteneur rigide [38-40].

ITII. NOTION DE DOSE-BANDING (DB)

La dose-banding est définie comme étant des bandes ou fourchettes de doses avec des
intervalles définis, préparées a ’avance et prétes a I’emploi. C’est une détermination de la
dose standard qui correspond en général a la moyenne des doses de la «bande» selon la
surface corporelle du patient et la posologie [41]. Le choix des doses a été fait de telle sorte
que, en utilisant une combinaison d’un maximum de trois ou quatre seringues, la dose
délivrée ne differe pas de plus ou moins 5% de la dose prescrite calculée en fonction de la
surface corporelle du patient. Par exemple, si on prépare une dose X, on couvrira un intervalle
de [x-5%x ; x+5%x]. Dans le cadre des DB, la préparation perd son caractere individuel

destiné a un patient donné pour étre réalisée en lot d’une dose x (notion de «bandey).
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La dose x sera la dose médiane de la bande de concentration et les patients dont les
doses prescrites se situeront entre (x-5%x et x+5%x) mg recevront une dose x [31]. Dans le
cas des DB nous ne sommes plus dans le cas de préparations magistrales mais dans celui des

préparations hospitaliéres.

On entend par préparation hospitaliére «tout médicament, a I’exception des produits de
thérapie génique ou cellulaire, préparé en I’absence de spécialité pharmaceutique disponible
ou adaptée, par une pharmacie a usage intérieure d’un établissement de santé ou par un
¢tablissement pharmaceutique autoris€ au sein d’un établissement de santé». La dose-banding
est une alternative visant a abandonner la préparation magistrale au profit d’une approche plus

industrialisée [42].

IV. CONTROLE QUALITE DE LA RECONSTITUTION

La toxicité¢ spécifique des médicaments anticancéreux poussent les équipes
pharmaceutiques a renforcer toujours leur systéme d’assurance qualité. La qualité est définie
comme «l’aptitude d’un ensemble de caractéristiques intrinséques a satisfaire des exigencesy,
selon 'ISO 9001-2015 [43]. On considére que les exigences sont des besoins ou des attentes,
formulés ou non, qui peuvent étre implicites ou explicites. Selon les BPF [25], la qualité
représente I’ensemble des mesures prises pour s’assurer que les médicaments fabriqués sont
de la qualité requise pour I'usage auquel ils sont destinés. Les BPP [24] ont une approche de
gestion documentaire de la qualité. La qualité englobe différents concepts mais qui sont liés
les uns aux autres. Le contrdle qualité est une forme d’inspection. On vérifie la répétabilité et
la reproductibilité d’un procédé. Il peut par exemple consister a effectuer des tests analytiques
sur des préparations finales afin de garantir que la concentration souhaitée et indiquée sur
I’étiquetage est bien conforme a celle réellement contenue dans la préparation. Actuellement,
il existe des unités de préparation d’anticancéreux couplées a un laboratoire de controle
qualité¢ pour répondre aux besoins et aux exigences réglementaires. Des préparations de
chimiothérapie anticancéreuse y sont réalisées dans des conditions de sécurité optimale pour
le patient et pour le personnel, selon les BPP [24], dans un environnement stérile validé et
controlé et en plus DIefficacité du produit préparé dépend des cing B (Bon produit, Bon

patient, Bonne dose, Bon moment et Bonne voie d’injection).
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Un contrdle rigoureux et systématique des préparations de chimiothérapies en temps réel
avant dispensation est une activité certes non réglementairement obligatoire mais qui semble
indispensable [44]. Malgré une sécurisation du processus de préparations avec le contrdle de

tous les éléments nécessaires, des erreurs se produisent.

Une étude réalisée au CHU (Centre Hospitalier Universitaire) de Nancy en 2009, sur
69663 préparations analysées, 0,36% d’erreurs ont été analysées. A Tours en 2009, 0,52% des
8893 préparations contrélées dans six mois se sont révélées non conformes. Il en est de méme
a I’Hopital Henri-Mondor de Créteil ou 0,32% de non-conformité sur 6 mois ont été
enregistrées. Donc, le contréle apres la préparation permet de déceler et d’éviter certaines

complications liées aux non conformités [45].
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PARTIE II : PARTIE PRATIQUE SUR L’ETUDE DES INCOMPATIBILITES
PHYSICO-CHIMIQUES ET ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DES ATC
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CHAPITRE 1 : INCOMPATIBILITES PHYSICO-CHIMIQUES

I. INTRODUCTION
Les réactions d’incompatibilité physico-chimiques peuvent se produire entre deux
médicaments mais aussi entre un médicament et un solvant, un adjuvant, un récipient ou un
dispositif médical [46].
Les incompatibilités physico-chimiques peuvent étre de deux types :
- Physiques (visibles) : Il peut s’agir de la formation d’un précipité, de I’apparition d’une
coalescence ou d’une coloration, d’un dégagement gazeux etc. La plupart de ces réactions
résultent d’un changement de solubilité d’un produit ou d’une réaction acide-base.
- Chimiques (visibles ou invisibles) : Il s’agit par exemple de réactions d’oxydo-
réductions, de changement de pH, de photo-réactions, d’hydrolyse etc. Ce type
d’incompatibilit¢ peut entrainer la dégradation d’un produit caractérisée par une
inactivation d’un principe actif ou la formation d’un composé toxique.
Les incompatibilités surviennent généralement avant que les médicaments n’atteignent la

circulation générale du patient [47].
I1. APPAREILLAGE ET PRINCIPE

II.1 Infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge est une spectroscopie de bandes, une méthode
d’indentification et de dosages non destructifs qui est basée sur ’absorption des radiations
¢lectromagnétiques. Il s’agit d’une méthode essentiellement qualitative, qui permet d’obtenir
des informations structurales, ou pour tester la pureté d’une substance. Les différentes
fonctions chimiques présentes sur une molécule donnée sont responsables de bandes
d’absorption caractéristiques. Il existe deux sortes de spectromeétres infrarouge : le
spectrometre a balayage et le spectrometre a transformée de Fourier. Ce dernier permet
I’accumulation et le calcul des moyennes des spectres successifs d’un méme échantillon par
une augmentation du temps d’accumulation afin d’obtenir des spectres avec de tres faibles

quantités de substance [48].
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Figure 6: Spectre ¢lectromagnétique de la lumiére et du domaine InfraRouge

Le domaine de I’infrarouge se subdivise en trois régions :

e Proche IR 0,8-2,5u :13300-4000cm™
e IR moyen 2,5-25u :4000-400cm’
e IR lointain 25-1000p :400-10cm’

L’infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une méthode de caractérisation
rapide, sensible et spécifique de la plupart des molécules. Elle est basée sur I’absorption d’un
rayonnement infrarouge par le matériau analysé. Il y a absorption lorsque 1’énergie des
photons incidents correspond a celle d’une transition permise entre deux niveaux d’énergie
vibrationnelle des groupements chimiques caractéristiques des molécules du matériau. Toutes
les vibrations ne donnent pas lieu a une absorption, cela va dépendre aussi de la géométrie de
la molécule en particulier de sa symétrie. Pour qu’une vibration soit active, il faut qu’elle
entrailne une variation du moment dipolaire de la molécule. Donc, I’infrarouge permet
d’identifier un composé inconnu ou les groupes caractéristiques d’une molécule, de suivre un
processus réactionnel en étudiant 1’apparition ou la disparition des bandes caractéristiques de
certains groupes fonctionnels et de vérifier la pureté d’un produit connu par I’absence de

bandes signalant la présence d’impureté [49, 50].
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Figure 7: Schéma du spectrophotometre a transformée de Fourier

La source émet un rayonnement polychromatique qui est envoyé dans un
interférometre de Michelson. Ce dernier est constitu¢ d’une lame séparatrice qui permet
d’envoyer une partie du faisceau vers un miroir fixe tandis que 1’autre partie est envoyée vers
un miroir mobile oscillant. Les deux faisceaux sont réfléchis a la surface des deux miroirs et
se recombinent sur le diviseur créant alors des interférences constructives ou destructives
suivant la position du miroir mobile par rapport au miroir fixe. Le faisceau résultant passe
ensuite a travers 1’échantillon ou il se produit une absorption sélective. L’énergie qui atteint le
détecteur est donc la somme des énergies des deux faisceaux. Le signal transmis au cours du
temps par le détecteur est traduit sous forme d’interférogramme. Cet interférogramme est
ensuite traité par transformée de Fourier. C’est un processus mathématique permettant de
décomposer un signal complexe, fonction du temps mais pas forcément périodique, en une
somme de signaux simples de fréquences connues donc périodiques. Contrairement aux
appareils a balayage a double faisceau, ou le spectre de 1’échantillon est obtenu directement
par différence entre les deux trajets optiques (€chantillon et milieu ambiant), en IRTF il est
nécessaire de soustraire le spectre du milieu ambiant par ce qu’on appelle le «background»

[49, 50].
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Figure 8: Exemple d’un spectre infrarouge d’un composé

L’infrarouge a Transformée de Fourier est une méthode tres utilisée dans ’analyse
des médicaments [51].

I1.2. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie UV-Visible correspond a I’étude des variations de grandeurs
photométriques spectrales ou de leur équivalent énergétique résultant de I’interaction du
rayonnement avec une substance placée sur le faisceau. Le domaine de longueur d’onde de

I’UV se situe entre 10 nm a 400 nm, celui du visible se situe entre 400 nm a 800 nm.
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Figure 9: Principe du spectrophotometre UV-Visible
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Figure 10: Spectre ¢lectromagnétique de la lumicre et du domaine UV-Visible

Les applications analytiques de la spectrophotométrie d’absorption moléculaire UV-
Visible concernent les molécules en solution ; elles peuvent étre qualitatives et/ou
quantitatives. Dans les deux cas, elles font appel a la loi de Beer-Lambert qui établit la
relation entre intensité transmise I et intensit¢ incidente Iy. Il a été démontré que :

I=Ioe'KCL, avec :

e [ : Intensité transmise

Iy . Intensité incidente
e K : Constante de proportionnalité
e (: Constante de la solution en soluté absorbable

e L : Epaisseur de la solution traversée par le flux lumineux

Les groupements responsables de I’absorption UV-Visible (chromophores) sont des
groupements fonctionnels dans lesquels les électrons sont délocalisés (doubles liaisons
conjuguées, noyaux aromatiques etc). Le spectre UV-Visible d’une molécule en solution se
définit comme la variation de I’absorbance en fonction de la longueur d’onde (A) de la lumiere
incidente. Un spectre est enregistré a partir d’une solution de concentration connue dans un

solvant déterminé, disposé dans une cuve d’épaisseur calibrée.
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Une molécule pourra étre caractérisée en spectrophotométrie d’absorption moléculaire UV-
Visible par la description de son spectre Abs = f(A). Le spectre d’absorption UV-Visible
permet de caractériser une molécule. Il est, par conséquent, un des critéres d’identification de
la molécule. Toutefois, I’absorption dans I’UV-visible permet plutét de caractériser des

groupements fonctionnels, et non une molécule dans son ensemble [48].

IHI.MATERIELS ET METHODES
I1I.1 Mise en contexte

Notre travail a été effectué¢ au sein du laboratoire de chimie analytique de la Faculté de
Médecine et de Pharmacie de Rabat. Nous avons procédé¢ a un screening en étudiant, in situ,
les incompatibilités physico-chimiques de quelques médicaments anticancéreux avec certains

cations métalliques.

I11.2 Les 1ons

Des ions de calcium (Ca?"), du cuivre (Cu®"), du fer (bivalent et trivalent), du

magnésium (Mg”") et du zinc (Zn*") ont été sélectionnés pour notre travail.

I11.2.1 Le calcium

a. Préparation de la solution du calcium

Le chlorure de calcium dihydraté (CaCl,, 2H,O) dont le PM=147,02g/mole a été
utilisé pour préparer 5% du calcium. Pour se faire, 18,37g de CaCl,, 2H,0 exactement pesés a
I’aide d’une balance ont été dissous dans de 1’eau distillée dans une fiole jaugée de 100 mL de
maniére a obtenir 5% de Ca’'. Les 18,37g de CaCl,, 2H,O contiendraient 5g de calcium.

L’équation de dissolution de ce composé peut s’écrire :

(:acb(s)(;:ca2+ (aq) + 2CI(aq)
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b. Réactions entre le calcium et les médicaments

Le mélange ion-médicament a été effectué¢ dans un tube a hémolyse en verre. Nous
avons mélangé 2 mL de la solution de calcium 5% prélevée par une pipette avec 0,2 mL de

chaque médicament a partir du flacon initial en utilisant une micropipette.

111.2.2 Le cuivre

a. Préparation de la solution du cuivre

Le chlorure de cuivre dihydraté (CuCl,, 2H,0; PM=170,48g/mole) a été utilisé. Pour
se faire, 13,41g ont été pesés puis dissous dans de I’eau distillée dans une fiole jauge de 100
mL. Cette masse contiendrait 5g en cuivre. Apres dissolution une solution a 5% en cuivre a

¢té obtenue. L’équation de dissolution peut s’écrire :

CuCly(s) S Cu”" (aq) + 2CI (aq).

b. Réactions entre le cuivre et les anticancéreux

Comme pour le calcium, la solution de 5% en cuivre a été utilisée. Ainsi 0,1 mL de la
solution prélevée par une pipette jaugée munie d’une pro-pipette ont été mélangé dans un tube
a hémolyse en verre avec 1 mL de chaque médicament prélevé avec une micropipette de 100-

1000 pL. Les médicaments étaient utilisés avec leurs concentrations initiales.

111.2.3 Le fer

a. Préparation des solutions de fer

Les solutions de fer bivalent et trivalent ont été préparées par dissolution dans 100 mL
de I’eau distillée dans une fiole jaugée des quantités exactement pesées de 13,6 g FeSO, et
24,2 g de FeCl;, 6H,0, de manic¢re a obtenir 5% fer Fe*" et Fe’* respectivement. Les

¢quations de dissolution peuvent s’écrire :

FeSO;;(s)EzFe2+ (aq) + SO4”(aq)

FeCls, 6H,O(s) eau Fe'* (aq) + 3CI(aq)
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b. Réactions entre le fer et les anticancéreux

Nous avons mélangé 0,1 mL de la solution 5% en fer avec 1mL de médicament dans

un tube en verre a hémolyse : sans agitation et nous avons observé le résultat.

II1.2.4 Le magnésium

a. Préparation de la solution du magnésium

Le chlorure de magnésium hexahydraté (MgCl,, 6H,O) dont le PM=203,30g/mole a
¢été utilisé. La solution de 5% en Mg a ¢été préparée apres avoir pesé 41,83 g de MgCl,, 6H,O.
Cette masse contiendrait 5g de magnésium ; ensuite elle a été dissoute dans de I’eau distillée
dans une fiole jaugée de 100 mL. Ultérieurement, 62,746 g de MgCl,, 6H,O ont servi pour la

préparation de 7,5% en Mg. L’équation de dissolution peut s’écrire :

MgCl(s) S— Mg™" (aq) +2Cl'(aq)

b. Réactions avec les anticancéreux

Pour I’étoposide, le carboplatine, le cyclophosphamide, la cytarabine, la dacarbazine et
la vinblastine 0,2 mL de chaque médicament testé a été mélangé avec 2 mL de I’ion concentré
a 5%. Mais pour la doxorubicine, cisplatine, méthotrexate, I’épirubicine et ifosfamide nous

avons pris 0,5 mL du médicament mélangé avec 2 mL de I’ion concentré a 5%.

c. Droite d’étalonnage

La gamme d’étalonnage consistait a préparer une série de dilutions d’une solution
¢talon «mere», a mesurer 1’absorbance de chacune de ces solutions étalons «fillesy, puis a
tracer la courbe d’étalonnage : Absorbance en fonction de la concentration (A = f(c)).
L’absorbance de la solution a doser est mesurée dans les mémes conditions, puis reportée sur
la courbe d’étalonnage si I’on veut chercher sa concentration [49]. Nous avons utilisé¢ pour

notre étude Microsoft Excel® version 2007 pour tracer nos courbes d’étalonnage.
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d. Le coefficient de corrélation

Le coefficient de corrélation de Bravais-Pearson est un indice statistique qui exprime
I’intensité et le sens (positif ou négatif) de la relation linéaire entre deux variables

quantitatives.

C’est une mesure de la liaison linéaire, c’est-a-dire de la capacité de prédire une variable x par
une autre y a I’aide d’un mod¢le linéaire. C’est un paramétre important dans I’analyse de la
régression linéaire. En revanche, ce coefficient est nul lorsqu’il n’y a pas de relation linéaire
entre les variables. Ce coefficient varie entre +1 et -1. L’intensité de la relation linéaire sera
donc d’autant plus forte que la valeur du coefficient est proche de +1 ou -1 et d’autant plus

faible qu’elle s’approche du zéro.

Une valeur proche de +1 montre une forte liaison entre les deux caractéres : ¢’est une
relation linéaire croissante. Une valeur proche de -1 montre également une forte liaison mais
la relation linéaire entre deux caractéres est décroissante. Une fois la relation est linéaire, on

peut utiliser la connaissance de x pour prédire les valeurs de y.
II1.2.5 Le Zinc
a. Préparation de la solution

Le chlorure de zinc (ZnCl,; PM=136,28g/mole) a été utilisé pour la préparation d’une
solution du zinc (Zn*") a4 5%. Pour cela, une dissolution dans de I’eau distillée d’une quantité
exactement pesée de 10,42¢g a été effectuée dans une fiole jaugée de 100 mL. L’équation de

dissolution peut s’écrire :

ZnCly(s) ﬂzﬁ* (aq) + 2CI(aq)

b. Réactions avec les anticancéreux

Nous avons mélangé 0,1 mL de la solution 5% en fer avec 1 mL de médicament dans un tube

en verre a hémolyse : sans agitation et nous avons observé le résultat.
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I11.3 Les médicaments

La bléomycine sulfate, Carboplatine, cisplatine, cyclophosphamide, cytarabine,
dacarbazine, doxorubicine sous forme chlorhydrate, épirubicine, ifosfamide, méthotrexate et
la vinblastine ont été testés lors de notre travail. Le tableau X résume tous les médicaments
testés pour I’étude des incompatibilités physico-chimiques entre ceux-ci et les ions

métalliques.

La reconstitution des médicaments a ¢été effectuée directement dans les flacons
d’origine a I’aide des seringues stériles ; une légere agitation pour homogénéiser certains
produits était nécessaire. Les médicaments ont été testés directement apres la reconstitution et
par la suite gardés au réfrigérateur. Pour la reconstitution de la doxorubicine un ultrason a été

utilisé pour bien homogénéiser la solution.
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Tableau X:

Médicaments utilisés pour 1’étude physico-chimique

Médicaments (DCI)

Concentration

Etoposide

Un flacon de 100 mg/5 mL, une solution injectable pour
perfusion en intraveineuse a €té utilisé. Excipients : acide
citrique, alcool benzylique, polysorbate, macrogol et I’éthanol

Carboplatine

Dosage de 150 ngg/ 15 mL, a conserver a une tempeérature ne
dépassant pas 25 C dans I’emballage d’origine a I’abri de la
lumiére. Solvants de dilution G5% ou NaCl 0,9%

Epirubicine

Dosage : 2 mg/mL, un flacon de 25 mL
Excipients : NaCl, HCI (E507) et EPPI

Cyclophosphamide

Dosage 200 mg de cyclophosphamide anhydre a conserver en
dessous de 25°C. Il a été reconstitué avec 10mL de I’eau distillé
pour notre analyse. Excipients: carbonate de calcium,
hydrogénophosphate de calcium, carmellose sodique, gélatine,
glycérol, lactose, amidon de mais, stéarate de Mg, macrogol,
cire de glycérol minéral, polysorbateet polyvidone.

Cytarabine

Dosage 500 mg: lyophilisat pour usage parentéral. Le
lyophilisat a été reconstitué¢ avec 10 mL de NaCl 0,9% pour
notre travail.

Vinblastine sulfate

Dosage Img/mL solution injectable, dans un flacon de 10mL.
Solution jaune claire et transparente

Bléomycine sulfate

Dosée al15 mg de poudre et solvant pour solution injectable.
Un flacon de poudre est reconstitu¢ avec une ampoule d’EPPI

Vincristine Dosée a 1mg dans flacon de 1 mL
Excipients : Mannitol, parahydroxybenzoate de méthyle
sodique, parahydroxybenzoate de propyle sodique

Dacarbazine Dosage : 100 mg, poudre pour suspension injectable
Le produit a été reconstitué¢ avec 10mL de NaCl 0,9%
Excipients : Acide citrique et mannitol

Doxorubicine Dosage : 50 mg, reconstitué¢ avec 20 mL et 50 mL de I’eau

Chlorhydrate distillée pour notre analyse. Excipients : Lactose, hydroxyde de
sodium et EPPI

Ifosfamide Dosage 500 mg de poudre, reconstitué¢ avec 10 mL d’eau
distillée pour notre analyse.

Cisplatine Dosée a Img/mL de solution injectable. Excipients : chlorure
de sodium, hydroxyde de sodium, acide chlorhydrique
acide, EPPI

Méthotrexate Dosage 25mg/mL de solution injectable a conserver a 1’abri de

la lumiére & une température <25 C. A utiliser extemporanément
apres dilution. Excipients : chlorure de sodium, hydroxyde de
sodium (E524), EPPI.
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II1.4 Analyse par I’examen visuel, UV-Visible et Infrarouge

II1.4.1 Analyse par I’examen visuel
Nous avons observés a 1’ceil nu, les tubes dans lesquelles nous avons mélangé 1’ion et
le médicament et nous nous sommes limités a trois jours pour observer le changement dans

des tubes.

II1.4.2 Analyse par infrarouge

Pour notre étude, nous avons utilisé la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (IRTF) de marque Jasco-460,,s du laboratoire de chimie analytique dont le controle
s’effectue continuellement par laser, pour I’analyse de quelques résultats surtout les
précipités. Chaque précipité formé a été lavé (avec 1’eau distillée) lors de la filtration sur du
papier filtre puis séché dans une étuve jusqu’a 1I’obtention d’ une poudre. Nous avons procédé
par la suite au pastillage. Le pastillage consistait a un mélange du précipité avec du KBr (1 a
2% du précipité, 98 a 99% de KBr) pour former une poudre fine dans un petit mortier suivi
d’une compression de cette poudre a I’aide d’une presse hydraulique pour obtenir une pastille
de 2-3 mm de diamétre, puis la pastille était placée devant le faisceau IR. L’analyse était

précédée par un «background» afin de soustraire le spectre du milieu ambiant.

II1.4.3 Analyse par UV-Visible

La méthode que nous avons utilisée, pour I’analyse de certaines colorations, repose sur
I’utilisation d’un spectrophotometre UV-Visible (UV-1800 RAY LEIGH) du laboratoire de
chimie analytique et I’emploi des cuves en quartz. L’appareil nous a permis de travailler dans
une gamme de longueurs d’ondes allant de 200 a 800 nm. Des dilutions ont été effectuées sur

les médicaments et sur les ions avant I’analyse.

44



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne

IV. RESULTATS ET DISCUSSION

IV.1 Le calcium

IV.1.1 Par I’analyse visuelle

Le calcium a formé a j; un précipité blanc avec 1’étoposide (Figure 11). Ce dernier a
¢té analysé par IRTF. Il a formé avec la doxorubicine des particules en suspension et une
coloration jaunatre avec le méthotrexate. Il n’y a eu ni changement ni coloration avec le
Carboplatine, le cyclophosphamide, la cytarabine, la vinblastine, la dacarbazine, I’ifosfamide,

la cisplatine, la vincristine, et la bléomycine.

Figure 11: Précipité obtenu entre I’Etoposide et le calcium

IV.1.2 Par analyse IR : Etoposide-calcium

L’¢étoposide dont la formule développée est indiqué (Figure 12) a formé lors d’un mélange
avec le calcium un précipité blanc (Figurell).

H3C“%
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HO
OH
O
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3 \O O/
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Figure 12 : Formule développée de 1'étoposide
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L’analyse du précipité blanc obtenu a donné le spectre ci-apres (Figure 13).
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Figure 13: Spectre IR du précipité¢ formé entre I’étoposide-calcium

\

Remarque: Pour tous les spectres obtenus par ’analyse IRTF, nous avons procédé a
une analyse fonctionnelle en déterminant les groupements chimiques de la molécule qui a été
mélangé avec I’ion. Pour se faire, nous nous sommes basés sur la position des bandes,
I’intensité des bandes et la largeur des bandes en divisant le spectre en 6 zones. Et aprés nous

avons compar¢ le résultat avec le spectre d’origine de la molécule seule.

Ainsi, le spectre obtenu (Figure 13) est un spectre de bandes. Pour identifier cette
molécule, nous avons cherché a déterminer les groupements fonctionnels de I’étoposide et
leurs domaines d’absorption en se basant sur la position des bandes, I’intensité des bandes et
largeurs des bandes afin de déterminer sa structure. Pour conclure sur I’analyse, la

comparaison résultat obtenu a celui d’origine a été nécessaire (Figure14).
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Figure 14: Spectre IR de 1’étoposide dans le disque de KBr

Ce spectre original de 1’étoposide donne les nombres d’ondes suivants :

3448 30 1518 48 1390 66 1116 19 885 74
2989 84 1506 48 1333 55 |1077 25 801 85
2886 74 1485 33 1283 65 |1035 40 766 80
1769 38 1459 56 11230 30 998 46 701 86

1614 60 1424 66 1159 46 (926 73 |683 83

Figure 15: Nombre d’ondes du spectre de 1’étoposide

L’¢étoposide (Figure 12) a plusieurs groupements fonctionnels. L’analyse fonctionnelle
par découpage du spectre (Figure 13) en 6 zones donne les bandes principales suivantes :

Zone 1 > & 3200 cmdans cette zone nous observons des vibrations d’allongement.
Nous avons une bande large et intense a 3411,48 cm” qui correspondrait aux deux
groupements OH de I’étoposide.

Zone 2 entre 3000 et 3100 cm™dans cette zone nous n’avons aucun pic. Et par ailleurs
cette zone correspondrait au groupement =C-H qui n’est pas présent dans notre molécule.

Zone 3 de 2700 a 3000 cm™ nous avons dans cette zone une bande a 2906,63 cm’ce
qui correspondrait aux groupements -CH; ou -CH3 du composé.

Zone 4 de 1600 a 1800 cm™ nous avons dans cette zone deux bandes a 1763,1 cm’ et a
1609,79 cm™ ce qui correspondrait aux groupements cétones C=0 de notre composé.
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Zone 5 de 1450 a 1600 cm™ nous observons une bande principale & 1484,92 cm™ et
d’autres bandes faibles ce qui correspondrait aux groupements C=C de notre composé
autrement dit aux deux cycles benzéniques de la molécule.

Zone 6 de 1000 a 1200 cm™ nous avons deux bandes a 1108.87 cm™ et a 1035,59 cm”
ce qui correspondrait aux groupements C-O du composé.

Des spectres < 1000 cm™ sont aussi présents sur les deux spectres et pourraient étre
des empreintes de la molécule.

Par cette analyse, les principaux groupements fonctionnels de I’étoposide sont
représentés. Avec la comparaison des nombres d’ondes de la molécule originale nous pouvons
confirmer que notre précipité était de I’étoposide.

Donc I’étoposide concentré a 20mg/mL précipite in situ en présence du calcium a 5%.

IV.2 Le cuivre

IV.2.1 Par analyse visuelle

Une coloration bleue ciel a été observée quand nous avons mélangé le cuivre avec la
carboplatine, la vinblastine, ifosfamide, cisplatine et la cytarabine. Une coloration verte entre
dacarbazine et cuivre. Un trouble avec le méthotrexate et une coloration mauve avec
I’épirubicine et doxorubicine. Toutes ces changements indiqueraient une incompatibilité
¢ventuelle mais nous avons pris pour notre étude d’observer la coloration verte qui s’était
formée entre la dacarbazine et le cuivre (Figure 16) et d’analyse le trouble formé avec le
méthotrexate. Il n’y a eu ni précipité ni coloration avec la vincristine, bléomycine et
I’¢toposide. Tout manque de changement de coloration n’exclut pas une éventuelle

complexation.
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e ——

Solution du Cu*

Figure 16: Photo montrant la coloration verte formée entre dacarbazine-cuivre

IV.2.2 Analyse par IR : Méthotrexate-cuivre
Le méthotrexate dont la formule développée (Figure 17) a formé un trouble qui par

apres avait précipité lors du mélange avec le cuivre.

HO. _O
0
OH
NH, N
N : 0
N7 | N N
)\ Z CH,
H,N~ "N~ °N

Figure 17 : Formule développée du méthotrexate
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Le spectre obtenu aprés 1’analyse infrarouge du précipité formé entre méthotrexate-

cuivre est le suivant :
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Figure 18: Spectre IR du précipité¢ formé entre Méthotrexate-cuivre

Pour identifier le précipité obtenu, nous avons utilis¢é I’analyse fonctionnelle des

groupements suivie d’une comparaison avec le spectre original du méthotrexate (Figure 19).
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Figure 19: Spectre IR du méthotrexate dans les disques du KBr

50



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne

L’analyse fonctionnelle du spectre (Figure 18) par découpage en 6 zones donne les
bandes principales suivantes :

Zonel > a 3200 cm™ nous avons dans cette zone une bande trés large avec un pic
principal & 3358,91 cm™et d’autres pics qui ne sont pas répertoriés. Cette bande pourrait étre
due aux groupements voy carboxyliques et aux groupements vyy des amines primaires et

secondaires du composé€.

Zone 2 entre 3000 et 3100 cm™ pas de bande principale mais le prolongement de la

bande précédente.

Zone 3 de 2700 a 3000 cm'nous avons dans cet intervalle une bande qui apparait

méme si elle n’est pas répertoriée : présence des groupements -CH, et -CH; dans le composé.

Zone 4 de 1600 a 1800 cm™'nous avons une bande a 1604,97 cm™ et une autre qui

n’est pas répertori€e : présence des groupements C=0

Zone 5 de 1450 a 1600 cm™ : Zone représentée par une bande a 1511,44 cm™ce qui

correspondrait a la présence du noyau benzénique dans le composé

Zone 6 de 1000 & 1200 cm™ nous pouvons attribuer a cette zone la bande a 1206,28

cm’. Cette zone correspondrait au groupement C-O ou C-N

Par cette analyse, les principaux groupements fonctionnels du méthotrexate sont
représentés. Avec la comparaison du spectre de la molécule originale nous pouvons confirmer

que notre précipité était du méthotrexate.
Donc le méthotrexate concentré a 25mg/mL précipite in situ en présence du cuivre a

5%.

IV.2.3 Analyse par UV-Visible : Dacarbazine-cuivre
Pour analyser les spectres, 1 mL de la dacarbazine dosée a 10 mg/mL a été mélangé
avec 0,ImL de cuivre 5% et complété avec de I’eau distillée pour avoir un volume de 2mL et

nous avons enregistré le spectre.
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Par cette analyse a partir des solutions concentrées, le spectre n’apparaissait pas clair d’ou des
dilutions, ont été nécessaires (Tableau XI), pour bien visualiser I’allure du spectre lors de
I’analyse. Par la suite, nous avons effectu¢ un mélange volume par volume (v/v) sans ajout
d’eau distillée. Le volume total analysé¢ était de 2 mL et nous avons gardé ces spectres obtenus

par mélange v/v.

Tableau XI: Dilutions et concentrations de la dacarbazine

Dilutions de la dacarbazine | Concentration (g/L)
1/5 2
1/10 1
1/20 0,5
1/40 0,25
1/60 0,16666

Nous avons remarqué qu’il y a dans le spectre dacarbazine seule, une absence du pic
entre 350-400 nm. Les spectres ont été analys€s et nous avons constaté qu’il y a une
augmentation du pic a 378 nm proportionnelle a la concentration en dacarbazine en présence
du cuivre. Entre 350 et 400 nm nous avons constaté I’apparition d’un pic en présence du
cuivre, ce qui a mis en évidence une éventuelle interaction cuivre-dacarbazine. La
complexation cuivre-dacarbazine pourrait étre de couleur jaune mais avec I’exces de cuivre,

elle apparait sous forme verdatre.
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Figure 20: Spectre UV-Visible de la solution du cuivre 1% seul
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Figure 21: Spectre UV-Visible de la solution de dacarbazine 1/60 seule
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Figure 22: Spectre UV-Visible de la solution de dacarbazine 1/20-cuivre 1%
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Figure 23: Spectre UV-Visible de la solution de dacarbazine 1/60-cuivrel%

Les amines forment avec le cuivre des complexes stables [52] et nous avons remarqué

au cours de I’é¢tude que la coloration des solutions n’a pas changé. Le complexe formé avec la

dacarbazine-cuivre pourrait ressembler a celui du complexe synthétisé entre la dacarbazine-

zinc [23].
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Figure 24 : Complexe synthétisé entre dacarbazine-zinc

IV.3 Le fer

IV.3.1 Par analyse visuelle

Pour le fer bivalent (Fe’") : Un trouble a été formé avec [’étoposide, le
cyclophosphamide et le méthotrexate a jo. Une coloration noirdtre a été observée avec la
doxorubicine et I’épirubicine. Un précipité avec la cytarabine et le méthotrexate a j;. [In’y a

eu ni précipité ni coloration avec la bléomycine, dacarbazine, vinblastine et carboplatine.

Pour le fer trivalent (Fe*") : Une coloration rouge avec I’étoposide et la cytarabine a
¢té observée. Une coloration jaune avec la carboplatine, le cyclophosphamide, la vinblastine,
la dacarbazine, I’ifosfamide et la cisplatine. Une coloration noiratre avec la doxorubicine et
I’épirubicine. Un précipité a j; avec le méthotrexate. Il n’y a eu ni précipité ni coloration avec

la vincristine et la bléomycine sulfate.

IV.3.2 Analyse par UV-Visible : Cytarabine -Fe*"
La coloration rouge-brique formée par la cytarabine avec le fer’™ a été exploitée par

spectrophotométrie UV-Visible.

Des dilutions de la solution du fer et de la cytarabine ont été effectuées. Pour se faire,

1 mL de cytarabine diluée au 1/20 a été mélangé avec 1mL de Fe®™ au 1/200.
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Figure 25: Spectre UV-Visible de la solution de cytarabine et I’eau (275 ; 1,07)
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Figure 26: Spectre UV-Visible de la solution de cytarabine-fer’” (275;1,05)

56



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne
________________________________________________________________________________________________________________________]

I
1,20 “‘ / \
| [
| \
\ x
1,00 [y Y
i \
\
\ | |
0,80 \\‘ “‘ “‘
W AR
| | |
.
0,40 1 / |
o \
0,20 ‘\ ‘\‘
4 x
0,00 \
2(‘)0 2;0 3(‘)0 3‘50 4(‘)0 4‘50 5(‘)0 5‘50 S(‘)O SgO 7(‘)0 7;0 B(‘)O
Wavelength
Figure 27: Spectre cytarabine-eau-HCI (280;1.21); (275 ; 1,14)
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Figure 28 : Spectre UV-Visible de cytarabine-fer’ -HCI (280;1,29); (275;1,24)

Nous avons remarqué que la A maximale d’absorption (275 nm) est la méme en
présence comme en absence du fer ; ainsi I’intensité est presque la méme. Nous avons acidifié
les solutions contenant la cytarabine-fer et nous avons enregistré les spectres (Figure 28),
aucun changement n’a été observé. Aux solutions acidifiées par 0,1 mL de HCI IN, de la

soude concentrée a été ajoutée et on a assisté a une précipitation spontanée du fait que la
soude réagirait avec le fer.

Apres I’analyse de ces spectres, nous avons conclu que la coloration n’était pas due a
une éventuelle complexation.
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IV.3.3 Analyse par IR : Le fer avec le méthotrexate, étoposide et cytarabine

La cytarabine (Figure 29) a formé un précipité avec le fer bivalent.

NH,

Figure 29 : Formule développée de la cytarabine

e L’analyse du précipité formé entre Cytarabine-Fe’" a donné le spectre suivant
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Figure 30: Spectre IR du précipité formé entre cytarabine-Fer®"

Apres avoir obtenu ce spectre nous avons procédé a I’analyse fonctionnelle de ce
spectre pour identifier le composé. L’analyse fonctionnelle était suivie d’une comparaison du

résultat avec le spectre d’origine (Figure 31).
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Figure 31: Spectre IR de la cytarabine dans des disques du KBr

Le nombre d’ondes et la transmittance sont les suivant :

3477 41 2939 42 1400 46 | 1071 23 | 815 38 | 622 76
3441 21 1658 5 1354 47 | 1004 73 | 798 37 | 605 56
3358 33 1582 10 1281 26 973 77 | 779 64 | 577 57
3265 47 | 1599 47 | 1200 57 | 924 60 | 713 74 | 562 54

Figure 32: Nombre d’ondes de la cytarabine en IR

L’analyse fonctionnelle du spectre cytarabine-Fe** donne les principales bandes

suivantes :

Zone 1 > 3200 cm™ :nous avons 4 cette zone une bande large dont le pic principal est
a 3375,3 cm™. Cette bande correspondrait aux groupements voy et aux groupements amines

primaires et secondaires vnpy.

Zone 2 entre 3000 et 3100 cm™ : pas de bande dans cette zone sauf le prolongement de

la bande précédente.
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Zone 3 entre 2700 et 3000 cm™ : pas de bande répertoriée dans cette zone

Zone 4 de 1600 a 1800 cm™ : une bande a 1624,26 cm™ est présente ce qui

correspondrait au groupement cétone du composé
Zone 5 de 1450 4 1600 cm™ : pas de bande visible dans cette zone

Zone 6 de 1000 4 1200 cm™ : une bande intense & 1133,48 cm’ et une autre a 1017,27

cm’! sont bien visibles

Par comparaison de cette analyse du spectre obtenu avec les nombres d’ondes de la

cytarabine originale nous pourrons dire que le précipité obtenu n’était pas de la cytarabine.
e Etoposide-Fer*"

Le spectre obtenu par analyse du précipité dans du KBr est le suivant :

3407.12 eme1
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2912.95 cm1
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Figure 33:Spectre IR du précipité formé entre étoposide-Fer®”

Nous avons effectué¢ une analyse fonctionnelle de ce spectre suivi d’une comparaison a
celui de I’étoposide originale. Le découpage en 6 zones donne les bandes principales

suivantes :

Zone 1 > a 3200 cm” : nous avons une bande large a 3407,12 cm’ ce qui

correspondrait au groupement OH du composé
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Zone 2 entre 3000 et 3100 cm™ : pas de bande dans cette zone si ce n’est que le

prolongement de la précédente

Zone 3 de 2700 a 3000 cm” : une bande a 2912,95 cm’ est bien visible, ca

correspondrait aux groupements -CH; et -CHj3

Zone 4 de 1600 4 1800 cm™ : nous avons une bande & 1641,13 cm'l, cette bande

correspondrait au groupement C=0 du composé

Zone 5 de 1450 a 1600 cm™ : nous avons une bande a 1455,99 cm™ correspondrait au

groupement C=C du composé

Zone 6 de 1000 a 1200 cm™: nous avons une bande intense a 1104,53 cm'l, cette

bande serait celle du groupement C-O du composé

Par cette analyse, les principaux groupements fonctionnels de I’étoposide étaient
représentés. Avec la comparaison du spectre de la molécule originale nous pouvons confirmer
que notre précipité était de 1’étoposide. Donc, 1’étoposide concentré a 20mg/mL précipite in

. , +
situ en présence du Fe’" 4 5%.
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e Méthotrexate-Fe
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Figure 34: Spectre IR du précipité formé entre Méthotrexate-Fer”™

Comme précédemment, pour identifier le composé précipité nous avons procédé par
une analyse fonctionnelle des groupements chimiques du méthotrexate (Figure 17) en

découpant le spectre en 6 zones. Ainsi, différentes bandes sont a signaler :

Zone 1 > a 3200 cm™' nous avons dans cette zone une bande trés large avec pic
principal & 3366,62 cm™. Cette bande pourrait étre due aux groupements voy carboxyliques et

aux groupements vy des amines primaires et secondaires du composé.

Zone 2 entre 3000 et 3100 cm'pas de bande principale mais le prolongement de la

bande précédente.

Zone 3 de 2700 & 3000 cm'nous avons dans cet intervalle une bande qui apparait

méme si elle n’est pas répertoriée : présence des groupements -CH, et -CH; dans le composé.

Zone 4 de 1600 & 1800 cm'nous avons une bande a 1604,48 cm’ et une autre a

1642,09 cm™ : présence des groupements C=0 dans le composé

Zone 5 de 1450 a 1600 cm™ : Zone représentée par une bande a 1508,54 cm™ce qui

correspondrait a la présence du noyau benzénique dans le composé
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Zone 6 de 1000 & 1200 cm™ nous pouvons attribuer a cette zone la bande a
1206,74cm’™ et une autre a 1117,55 cm™. Cette zone correspondrait au groupement C-O ou

C-N du composé

Par cette analyse, les principaux groupements fonctionnels du méthotrexate sont
représentés. Avec la comparaison du spectre de la molécule originale (Figure 19) nous

pouvons confirmer que notre précipité était du méthotrexate.

Donc, le méthotrexate concentré 4 25mg/mL précipite in situ en présence du Fe*' a
5%.

e Méthotrexate-Fe*
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Figure 35: Spectre IR du précipité formé entre Méthotrexate-Fer® ™

L’analyse fonctionnelle par découpage du spectre (Figure 35) en 6 zones donne le

résultat suivant :

Zone 1 > a 3200 cm™' nous avons dans cette zone une bande trés large avec pic
principal & 3407,6 cm™. Cette bande pourrait étre due aux groupements voy carboxyliques et

aux groupements vy des amines primaires et secondaires du compos€.
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Zone 2 entre 3000 et 3100 cm'pas de bande principale mais le prolongement de la

bande précédente.

Zone 3 de 2700 & 3000 cm'nous avons dans cet intervalle une bande qui apparait
méme si elle est cachée par le prolongement de la bande de la zone 1 : présence des

groupements -CH, et -CHj; dans le composé.

Zone 4 de 1600 a 1800 cm'nous avons une bande a 1603,04 cm’et une autre a

1640,64cm™: présence des groupements C=0 dans le composé

Zone 5 de 1450 4 1600 cm™ : Zone représentée par une bande a 1508,54 cm™ et une

autre & 1420,8 cm™ ce qui correspondrait 4 la présence du noyau benzénique dans le composé

Zone 6 de 1000 & 1200 cm™ nous pouvons attribuer & cette zone la bande a 1206,26

cm’, cette zone correspondrait au groupement C-O ou C-N

Par cette analyse, les principaux groupements fonctionnels du méthotrexate sont
représentés. Avec la comparaison du spectre de la molécule originale (Figurel9) nous

pouvons confirmer que notre précipité était du méthotrexate.

Donc le méthotrexate concentré a 25 mg/mL précipite in situ en présence du Fe’ a

5%.
IV.4 Le magnésium

IV.4.1 Par I’analyse visuelle

Des précipités ont été obtenus avec 1’étoposide et la vinblastine. Cependant ce dernier
a disparu apres quelques heures. L’épirubicine et la doxorubicine ont formées avec le
magnésium une coloration violette. Le méthotrexate forme quant a lui, une coloration
jaunatre. Il n’y a pas eu changement observable a I’eeil nu avec la bléomycine sulfate,
I’ifosfamide, la cisplatine, la dacarbazine, la cytarabine, le cyclophosphamide et la

carboplatine.
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IV.4.2 Par analyse IR : étoposide-Magnésium

Le spectre obtenu par 1’analyse IR du précipité entre étoposide-Mg est le suivant :

15

Abs

77.374 em1

/1093.44 om1
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Figure 36: Spectre IR du précipité formé entre étoposide-magnésium

Remarque : La vinblastine a formé avec le Mg un trouble laiteux qui s’est précipité un
peu, cependant avec la filtration ce précipité a été dissous et apres séchage, il n’y avait pas de
produit. Ainsi, I’étoposide-Mg dont le spectre est représenté (Figure 36), c’est un spectre
obtenu par I’analyse du précipité filtré mais non lavé a I’eau distillée. Car une fois lavé, ce

précipité disparaissait, autrement dit le précipité étoposide-Mg était soluble dans 1’eau.

L’analyse fonctionnelle des groupements chimiques de I’étoposide (Figurel2) par

découpage du spectre (Figure 36) en 6 zones donne les bandes principales suivantes :

Zone 1 > 43200 cm dans cette zone nous avons une bande intense a 3389,76 cm™ qui
correspondrait aux deux groupements OH de 1’étoposide.

Zone 2 entre 3000 et 3100 cm™ dans cette zone nous n’avons aucun pic.

Zone 3 de 2700 a 3000 cm™ nous avons dans zone deux bandes non répertoriées mais
bien visibles ce qui correspondrait aux groupements -CH; ou -CH3 de notre composé.

Zone 4 de 1600 & 1800 cm™ nous avons une bande a 1644,5 cm™ ce qui correspondrait
au groupement cétones C=0 de notre composé.
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Zone 5 de 1450 a 1600 cm'nous observons une bande a 145599 cm” ce qui
correspondrait aux groupements C=C

Zone 6 de 1000 a 1200 cm™ nous avons une bande principale a 1093,44 cm™ce qui
correspondrait au groupement C-O du composé€.

Par cette analyse, les principaux groupements fonctionnels de I’étoposide sont
représentés. La comparaison du résultat avec les nombres d’ondes du spectre (Figure 14 et 15)

de la molécule originale nous pouvons confirmer que notre précipité était de 1’étoposide.

Donc I’étoposide concentré a 20mg/mL précipite in situ en présence du Mg a 5%.

IV.4.3. Analyse par UV-Visible : Doxorubicine et Epirubicine

a. Doxorubicine

Pour mener cette analyse, la doxorubicine a ¢été d’abord analysée a concentration
initiale puis des dilutions ont été effectuées : 1/5, 1/10, 1/20, 1/40 et 1/60. La solution du
magnésium 5% aussi a été diluée : 2,5%, 1%, 0,1%. Ces dilutions ont ét¢ mélangées v/v en
raison de 1 mL respectivement ; le mélange a été analysé par UV-Visible dans une cuve en
quartz. Pour I’analyse de la doxorubicine seule ou du magnésium ImL de chacun a été
mélangé avec 1 mL de I’eau distillée pour avoir 2 mL (PM pexe= 580 g/mol ; m= 50 mg; V=
20 mL).

Différents spectres ont été enregistrés en variant la concentration de la doxorubicine
d’une part et d’autre part celle du magnésium. Ensuite 5%, 7,5% et 10% du Mg ont été
analysées avec la doxorubicine diluée a 1/10. Nous avons constaté une complexation totale a
partir de 7,5% du Mg. Cela nous a poussés a chercher la stabilité du complexe. Le zéro de
I’appareil a été réglé avec de I’eau distillée pour I’analyse des produits seuls et pour le

mélange avec du magnésium.
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Tableau XII: Dilutions et concentrations de la doxorubicine

Concentration | Concentration n (nombre de mole)
Dilutions doxo | Massique molaire (M en

(g/L) mol/L)

m

= 0,0043103 mol/l

Ci=2,5¢/1
1/5 0,5 0,000862 o
1/10 0,25 0,00043103 _PM
120 0,125 0,0002155 0,0000862 mole
1/40 0,0625 0,000107758
1/60 0,0416 0,000071839
1/80 0,03125 0,000053879

Les différents spectres obtenus sont les suivants :
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Figure 37: Spectre UV-Visible de la doxorubicine 1/10
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Figure 38: Spectre UV-Visible du Magnésium 5%
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Figure 39: Spectre UV-Visible de la Doxorubicine 1/10-Mg 1%
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Figure 40: Spectre UV-Visible de la Doxorubicine 1/10- Mg 5%
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Figure 41: Spectre UV-Visible de la Doxorubicine 1/10-Mg 1% a j;
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Figure 42: Spectre UV-Visible de la Doxo 1/10-Mg5% a j,

Pour s’assurer des résultats trouvés précédemment, une solution faite des principaux
excipients a €té préparée puis analysée par UV-Visible. Elle contenait du lactose et de NaOH.

En effet, 5g du lactose et 0,01388 g de la soude ont été dissous dans 40 mL d’eau distillée
conformément a la composition du produit.
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Figure 43: Spectre UV-Visible de la solution du lactose-NaOH dilution a 1/10
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Figure 44: Spectre UV-Visible de la solution du lactose-NaOH et Mg 1%

Apres cette analyse nous avons remarqué que les résultats trouvés entre la
doxorubicine et le magnésium sont seulement dus a I’interaction entre les deux produits et
non aux excipients du fait de I’absence d’absorption entre 400-600 nm de la solution formée

avec le lactose et le NaOH.

A j; nous avons observé une diminution de I’intensité d’absorption et par ailleurs
I’intensité de la coloration apparaissait diminuée.

De méme, comme les résultats de jo et j; étaient différents vis-a-vis de I’intensité
d’absorption, nous avons par la suite effectué une étude de la stabilité de ce complexe.

Remarque : Le magnésium 5%, quelle que soit la concentration de la doxorubicine,
donnait toujours la coloration violette. L’intensité de cette coloration était proportionnelle a la

concentration de la doxorubicine. Cette coloration disparaissait apres ajout de HCI 0,1N.

a.1 Stabilité¢ du complexe Doxorubicine-Mg

La doxorubicine diluée a 1/10 a été mélangée v/v avec du Mg 5%, 2,5%,1% et nous
avons ¢tudié la stabilité de la coloration pour mettre en évidence les résultats de j;. Pendant
I’analyse, les solutions ont été gardées a I’abri de la lumiére. L’¢tude a duré quatre heures,

I’intensité d’absorption a diminué au fur et a mesure mais la A maximale était pratiquement la
méme.
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Figure 45: Spectre UV-Visible de la Doxo 1/10-Mg 5% début de I’analyse
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Figure 46: Spectre UV-Visible de la Doxorubicine 1/10-Mg 5% fin de 1’analyse
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Figure 47: Spectre UV-Visible de la Doxorubicinel/10-Mg 2,5% début de 1'analyse
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Figure 48: Spectre UV-Visible de la Doxorubicine 1/10-Mg 2,5% fin d’analyse

La doxorubicine a une longueur d’onde maximale de 480 nm et 592 nm

respectivement en absence et en présence du magnésium.
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Tableau XIII: Stabilité pendant quatre heures du complexe Doxorubicine-Mg
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Afin de bien mettre en évidence la diminution de I’intensité, nous avons tracé les

courbes montrant 1’intensité d’absorption en fonction du temps a partir des données ci-haut.
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Avec le magnésium 1%, la courbe suivante a été tracée :

1,135 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Temps(min)

Figure 49: Courbe d’intensité d'absorption en fonction du temps Doxo-Mg 1%

Avec le Mg 2,5%, a partir des résultats du tableau du Tableau XIII la courbe suivante

a été tracée :

75



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne
________________________________________________________________________________________________________________________]

2,5

1,5

Abs

0,5

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Temps (min)

Figure 50: Courbe d’intensité d’absorption en fonction du temps doxo-Mg 2,5%

Avec le magnésium 5% la courbe suivante a été tracée :
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Figure 51 : Courbe d’intensité d’absorption en fonction du temps Doxo-Mg5%
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Apres cette étude de stabilité, nous avons constaté¢ qu’il y a eu diminution de
I’intensité donc I’intensité de 1’absorption était proportionnelle a 1’intensité de la coloration
observée pour le magnésium 2,5% et 5%. Cependant, pour le magnésium 1% (Figure 49),
nous avons remarqué que I’intensité d’absorption n’était pas stable bien que tous les tubes
fussent gardés dans les mémes conditions. Donc, le complexe formé entre le magnésium et la

doxorubicine était instable.

b) Epirubicine

Le chlorhydrate d’épirubicine (2mg/mL) a été analysé pour voir s’il y’a une différence
avec la doxorubicine L’épirubicine seule a concentration initiale a été analysé en mélangeant
v/v avec de I’eau distillée. Ensuite, nous ’avons mélangé avec le magnésium. Les spectres ont
¢té observés aprés I’analyse UV-Visible en procédant par un balayage de 200-800nm pour
chercher les longueurs d’onde d’absorption maximale. Ainsi, des dilutions ont été effectuces

pour bien analyser les spectres.
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Tableau XIV: Dilutions et concentrations de 1’épirubicine

Dilutions de Concentration (g/L) M (mol/L)

I’Epirubicine C=2g/L 0,003448275
1/20 0,1 0,000172413
1/40 0,05 0,000086206
1/60 0,0333 0,00005747

1/80 0,025 0,000043103
1/100 0,02 0,000034482
1/200 0,01 0,000017241

Nous avons remarqué que comme pour la doxorubicine, 1’épirubicine (Figure 52)

absorbe a une A maximale de 480 nm et qu’avec le Mg (Figure 53) il y a un déplacement du

pic et apparition de deux pics I'un vers 552 nm et ’autre vers 592 nm. Donc I’épirubicine-Mg

absorbe a une longueur d’onde maximale de 592 nm.
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Figure 52: Spectre UV-Visible de I’épirubicine seule a 1/20
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Figure 53: Spectre UV-Visible de I’épirubicine 1/20-Magnésium 5%

IV.4.4 Droite d’étalonnage

T
350

T T
400 450 500
Wavelength

T
550

Nous avons utilisé pour notre étude le Microsoft Excel” version 2007 pour tracer les

courbes d’étalonnage.

a) Droite d’¢talonnage de la doxorubicine

Des dilutions de la doxorubicine ont été préparées puis analysées par la suite par UV-

Visible a 480 nm. Chaque mesure était effectuée trois fois et nous avons calculé la moyenne

des trois mesures. Une droite d’étalonnage a été tracée pour la doxorubicine seule (Figure54)

et pour le mélange avec le Mg (Figure 55).

e Doxorubicine seule

Tableau XV: Absorbance de la Doxorubicine en fonction de la concentration

Dilutions doxo C en mmol/L DO
20 0,216 1,055
40 0,108 0,62
60 0,072 0,42
70 0,062 0,384
80 0,054 0,337
100 0,043 0,278
200 0,022 0,186
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La courbe obtenue est la suivante :

1,2
y =4,5042x + 0,0973 /’
1 R%=0,9963 /
0,8
Qo6
0,4
0,2
0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Molarité(mmol/L)

Figure 54: Droite d’étalonnage de la doxorubicine

La courbe de tendance obtenue pour la doxorubicine seule montre que le coefficient de
corrélation R? est proche de +1 donc la relation est linéaire et croissante entre deux caractéres

(la densité optique et la molarité).
e Doxorubicine avec le magnésium 7,5%

Le zéro de lappareil a été réglé avec la solution de magnésium 7,5% pour
n’enregistrer que les spectres dus aux seuls complexes. Nous avons effectu¢ la lecture a 592
nm et chaque mesure nous I’avons faite trois fois puis une moyenne a été calculée.

Tableau XVI: Absorbance du complexe doxo-Mg 7,5% en fonction de la

concentration
Dilutions Doxo C en mmol/L DO
20 0,216 1,696
40 0,108 0,973
60 0,072 0,708
70 0,062 0,616
80 0,054 0,542
100 0,043 0,442
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A partir de ces données la courbe suivante a été tracée :

1,8

=7,2767x + 0,15
L6 y Z X [
R%=0,996 /
1,4 /
1,2 /
1 /
0,8

0,6

0,4 (

0,2

DO

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Molarité(mmol/L)

Figure 55: Droite d'¢talonnage du complexe doxo-Mg

Avec le magnésium, la droite de tendance obtenue donne le coefficient de corrélation
de 0,996; nous pourrons dire qu’il existe une relation linéaire entre les points autrement dit

entre la concentration et 1’absorbance.

b) Droite d’étalonnage d’Epirubicine

e Epirubicine seule a 480 nm : chaque mesure a ¢été effectuée trois fois puis nous avons

calculé la moyenne. Le zéro de I’appareil a été réglé avec de I’eau distillée.
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Tableau XVII: Absorbance de I'épirubicine en fonction de la concentration

Dilutions C en mmol/L Abs
20 0,173 0,802
40 0,086 0,468
60 0,058 0,325
80 0,043 0,227
100 0,035 0,189
200 0,017 0,115

A partir de ces données ci-haut, la courbe suivante a ¢té tracée:

0,9
08 y = 4,4533x + 0,0485 /
0’7 R2 = ﬂ]QQ??
" /
0,5

P
0,4

0,3

Abs

0,2

0,1

0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Molarité(mmol/L)

Figure 56: Droite d'¢talonnage de I’épirubicine

Comme pour la doxorubicine, le coefficient de corrélation R* est proche de +1, donc

une linéarité existe entre les points.

e Epirubicine avec le magnésium a 592 nm (avec magnésium 7,5% comme blanc)
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Tableau XVIII: Absorbance du complexe Mg-épirubicine

Dilution C en mmol/L Abs
20 0,173 1,452
40 0,086 0,883
60 0,058 0,582
80 0,043 0,425
100 0,035 0,357
200 0,017 0,231
1,6
1,4 y.=7,9769x +0,1073 P

R? = 0,9891
1,2 /
) /
80,8 )/

0,6

0,4
0,2

0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Molarité(mmol/L)

Figure 57: Droite d'é¢talonnage du complexe épirubicine—Mg

Pour toutes les droites d’étalonnage le coefficient de corrélation R? était proche de + 1.
Ainsi, une linéarité existe entre I’absorbance et la molarité.

IV.5 Le zinc

IV.5.1 Par I’analyse visuelle
Une coloration rouge a ¢été obtenue en mélangeant le zinc avec la doxorubicine et
I’épirubicine. Un précipité a été obtenu avec le méthotrexate et I’ifosfamide. Mais ce dernier a

disparu apres quelques heures.
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Il n’y a pas eu changement observable a 1’ceil nu avec la vincristine, la bléomycine, la

dacarbazine, la vinblastine, la cytarabine, le cyclophosphamide, la carboplatine et I’étoposide.

IV.5.2 Analyse par IR : Méthotrexate-zinc

Par analyse du précipité formé entre le méthotrexate et le zinc, on a obtenu le spectre
suivant :

08
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Figure 58: Spectre IR du précipité formé entre Méthotrexate-Zinc

L’analyse fonctionnelle des groupements chimiques du méthotrexate (Figurel7) par

découpage en 6 zones du spectre (Figure 58) a donné le résultat suivant :

Zone 1 >4 3200 cm™ nous avons observé dans cette zone une bande trés large avec
pic principal a 3375,3cm™. Cette bande pourrait étre due aux groupements voy carboxyliques

et aux groupements vyy des amines primaires et secondaires du composé.

Zone 2 entre 3000 et 3100 cm'pas de bande principale mais le prolongement de la

bande précédente.

Zone 3 de 2700 a 3000 cm'nous avons dans cet intervalle une bande qui apparait
méme si elle est cachée par le prolongement de la bande de la zone 1 : présence des

groupements -CH, et -CHj; dans le composé.

Zone 4 de 1600 a 1800 cm'nous avons une bande & 1605,93 cm™: présence des

groupements C=0O dans le composé.
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Zone 5 de 1450 a 1600 cm™ : Zone représentée par une bande a 1510,95 cm™et une

autre & 1554,34cm’ ce qui correspondrait & la présence du noyau benzénique dans le composé.

Zone 6 de 1000 a 1200 cm™ nous pouvons attribuer a cet intervalle la bande a 1207,7

cm’ qui correspondrait au groupement C-O ou C-N.

Par cette analyse, les principaux groupements fonctionnels du méthotrexate sont
représentés. Avec la comparaison des nombres d’ondes de la molécule originale nous pouvons

confirmer que notre précipité €tait du méthotrexate.

Donc le méthotrexate concentré a 25mg/mL précipite in situ en présence du Zinc a

5%.
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IV.6 Récapitulatif des résultats des réactions physico-chimiques

Tons Fe?* |Ca™ Mg**  |Fe™ Cu®” Zn™"
Médicaments
Etoposide Jo:Tr +al; +al; Rouge - -
5* -
Carboplatine - - - jaune Bleu ciel -
Cyclophosphamide | Jy : Tr - - jaune Tr bleu ciel -
J1:-
Cytarabine + - - Rouge brique | Bleu foncée -
Vinblastine - - Jot+ jaune Bleu ciel Tralo
AJE=
Dacarbazine - - - Jaune foncée verte -
Doxorubicine(HCI) | noiratre | Suspension | violette | + noiratre mauve Rouge
Epirubicine
Ifosfamide - - - jaune Bleu ciel Jot+
Cisplatine - - - Jaune clair bleu Ji
Méthotrexate Jo Tr | Jaune clair | Jaune Jo Tr Jo Tret + jaunatre
Vincristine - - - - - -
Bléomycine sulfate - - - - - -

Ou:
n
+
Jo
A

: Précipitation ;

: disparition du précipité ;

- : Pas de précipité

: le jour de la reconstitution et du premier essai

Tr : Formation d’un trouble

: le lendemain de la reconstitution ou le jour suivant I’essai

J5: Formations des pastilles a J, qui sont séchées puis analysés par IR
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On peut remarquer dans ce tableau récapitulatif que la doxorubicine et
I’épirubicine ont réagi avec tous les ions testés. Par contre la vincristine et la bléomycine

sulfate n’ont pas réagi avec les ions testés dans les conditions de travail.

CHAPITRE 2 : ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DE QUELQUES
ATC IN VITRO

Une substance antimicrobienne est une substance capable de tuer ou d’inhiber la

croissance des microorganismes.

I. MATERIELS ET METHODES

1.1 Mise en contexte

L’¢tude microbiologique a été effectuée au sein du laboratoire de Bactériologie-
Sérologie et Hygiéne de I’Hopital Ibn Sina de RABAT. Nous avons procédé a un screening en
¢tudiant 1’activité de certains anticancéreux sur des souches pures de microorganismes

commercialisés et d’autres isolées cliniquement.

1.2 Les médicaments

Les médicaments utilisés pour I’étude de I’activité antibactérienne sont présentés dans
le tableau XIX. A noter que les médicaments représentés en poudre ont €té reconstitués avec

de I’eau physiologique stérilisée dans 1’autoclave du laboratoire.
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Tableau XIX: Médicaments utilisés pour le test de I’activité antibactérienne

(3]

DCI N Concentration

Cytarabine 8 | Flacon de 100mg poudre et solvant (alcool benzylique et EPPI)
pour solution injectable de SmL. Donc 20mg/mL

Carboplatine 3 |Flacon de 10mg/mL, excipient ’EPPI

Dacarbazine 1 |Flacon de 200mg de poudre a été reconstitué¢ avec 20mL d’eau
physiologique stérile pour avoir une C de 10mg/mL

Cyclophosphamide | 2 |Flacon de 200mg de poudre reconstitué¢ avec 10mL d’eau
physiologique stérile donc la concentration était de 20mg/mL

Bléomycine sulfate | 4 |Flacon de 15mg avec une ampoule de solvant de SmL donc la
concentration ¢était de 3mg/mL. Excipient a effet notoire le
mannitol

Vincristine sulfate 5 | Flacon contenant une solution injectable a 1mg/mL avec comme
excipients : mannitol, parahydroxybenzoate de méthyle sodique,
parahydroxybenzoate de méthyle sodique

Doxorubicine 6 |Flacon de 50mg reconstitué¢ avec 25mL d’eau physiologique

chlorhydrate stérile pour avoir une concentration de 2mg/mL. Les principaux
excipients €taient le lactose et le NaOH

Etoposide 7 | Flacon contenant une solution injectable a 20mg/mL

N : Numéro du médicament sur les disques correspondants
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1.3 Les souches bactériennes utilisées

Les souches des microorganismes d’essai étaient dans des « Culti-Loops™ » (Figure
59) commercialisés.

Figure 59: Culti-Loops” (sticks) contenant des microorganismes

Ces souches ont été mises en solution dans de 1’eau physiologique stérile utilisée pour
I’antibiogramme automatisé. Le disque du stick contenant le microorganisme a été laissé
jusqu’a la dissolution complete.

Figure 60: Mise en solution des souches pures

La mise en solution des souches a été suivie par un ensemencement dans différents

milieux de culture et ’incubation des souches pendant 24H & 37 C.
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Le Streptococcus mutans et Streptococcus pneumoniae ont €té ensemencés par inondation
dans un milieu chocolaté. Les autres souches ont ét¢ ensemencées par épuisement en utilisant
le «stick» qui contenait la souche pure dans le milieu Mueller Hinton (MH). Quant aux
souches isolées cliniquement, I’ensemencement était effectué par une dse stérile et cela par

épuisement.
Les souches bactériennes utilisées sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau XX : Souches des microorganismes utilisés pour 1'é¢tude de l'activité

antibactérienne
Bactéries
Escherichia coli ATCC 35218 ; REF R4601971
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ; REF R4607030
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; REF 4607060
Streptococcus mutans ATCC 25175 ; REF 4607001
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 ; REF 4609015
Staphylococcus aureus Isol¢ cliniquement
Haemophilus influenzae Isol¢ cliniquement
Champignons
Levures Isolées cliniquement

1.4 Milieux de culture et les disques

[.4.1 Les milieux de culture
Les milieux de culture chocolat et MH ont ét¢ préparés comme indiqué par le fabricant
en utilisant de I’eau distillée. La pesée des quantités nécessaires ¢€tait réalisée a I’aide d’une

balance du laboratoire.

Apres la préparation, ils sont répartis dans des flacons puis stérilisés dans I’autoclave.
Une fois la stérilisation terminée, les milieux sont répartis dans des boites de Pétri et apres

refroidissement gardés au réfrigérateur.
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1.4.2 Les disques
Des disques d’antibiotiques stériles «BLANK» de marque Thermo Scientific™ ont été

utilisés :

Figure 61 : Disques OXOID™utilisés pour I’étude de 1’activité microbiologique

1.5 Etude de I’activité antimicrobienne

[.5.1 Préparation de I’inoculum

A partir des souches ensemencées, un inoculum de densité¢ d= 0,5 a été préparé en
utilisant I’eau physiologique stérile pour chaque souche. Cet inoculum, a servi pour préparer
une dilution de 1/10 en prélevant 1mL dans 10mL de 1’eau physiologique stérile. La dilution
de 1/10 contenait une densit¢é = 0,10 a 0,20. L’inoculum de d = 0,5 a servi pour
I’identification de certaines souches par I’automate BD Phoenix™ du laboratoire et la culture
des souches ensemencées par inondation notamment le Streptococcus mutans et
Streptococcus pneumoniae. L’inoculum de d = 0,10 a 0,20 a servi pour ensemencer les boites

de Pétri qui ont servi a I’étude.
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Figure 62: Boites de Pétri montrant des colonies d’E. Coli et d’E.faecalis

1.5.2 Inondation des boites de Pétri et la pose des disques

A partir de I’inoculum d= 0,10 a 0,20, nous avons inond¢ les milieux de culture autour
du bec bunsen pour garder la stérilité (Figure 63). Un milieu témoin a ét¢ inond¢é avec de I’eau
physiologique stérile pour confirmer la stérilité des milieux de culture. Aprés inondation, nous
avons essoré puis séché les boites de Pétri pour poser des disques a 1’aide d’une pince flamber
a chaque fois ; des disques témoins ont €té imbibés de 1’eau physiologique stérile. Apres avoir
posé des disques, nous avons imbibé chaque disque avec 10uL de chaque médicament en
utilisant une micropipette et des embouts stériles commerciaux. Les médicaments ont été
utilisés avec des concentrations initiales indiquées en haut. Par la suite, nous avons incubé les

boites 4 37 C pendant 24H.

Figure 63 : Boites de Pétri ensemencées et contenant les disques
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II. RESULTATS ET DISCUSSION

e Résultats

Apres 24H d’incubation, nous avons effectu¢ une lecture des résultats et nous avons
mesuré a 1’aide d’une régle transparente les auréoles autour des disques. Les résultats sont

présentés dans le tableau suivant :
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Tableau XXI : Diamétres d'inhibitions en mm des médicaments vis a vis des
microorganismes testés

Produits 1 2 (3 4 5 6 7 8
Souches
Escherichia coli 14 0 0 26 |0 10 0 0
Enterococcus faecalis 22 0 0 0 0 16 22 0
Pseudomonas aeruginosa 10 0 0 7 0 <1 0 0
Streptococcus mutans 20 <110 10 |0 0 24 0
Streptococcus pneumoniae 16 0 0 10 |0 16 30 0
Staphylococcus aureus 18 0 0 20 {0 14 26 0
Haemophilus influenzae 18 0 0 16 |0 0 0 0
Levures 0 0 0 14 |0 0 0 0
v
Diametres d’inhibition en mm
Ou: 1 : Dacarbazine

2 : Cyclophosphamide

3 : Carboplatine

4 : Bléomycine sulfate

5 : Vincristine sulfate

6 : Doxorubicine chlorhydrate

7 : Etoposide

8 : Cytarabine
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Les disques aprés incubation avec les microorganismes étaient présentés comme

I’exemple suivant :

Figure 64: Photo montrant les diametres d’inhibition avec le Staphylococcus aureus

e Discussion des résultats

Apres incubation, si ’on obtient une croissance microbienne clairement observable
autour du disque et visuellement comparable a celle observée avec le témoin positif, le produit
ne possede pas d’activité antimicrobienne dans les conditions d’essais. Au cas contraire, le

produit posséde une activité antimicrobienne dans les conditions d’essais.

Par conséquent, parmi les échantillons testés, le cyclophosphamide, la carboplatine, la
vincristine sulfate et la cytarabine n’ont montré aucune activité antibactérienne sur tous les
microorganismes testés aux concentrations utilisées et dans les conditions d’essais du travail.
La dacarbazine a montré une activité sur les microorganismes testés sauf sur les levures. La
bléomycine sulfate a montré une activit¢ sur les microorganismes d’essais sauf sur
I’Enterococcus faecalis. Ainsi, seule la bléomycine sulfate a montré une activité sur les

levures avec un diameétre de 14mm.
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La doxorubicine chlorhydrate n’a pas présenté d’activité antibactérienne dans les conditions
d’essais sur le Pseudomonas aeruginosa, le Streptococcus mutans, Haemophilus influenzae et
sur levures. Par contre, elle a présenté une activité antibactérienne sur 1’Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae et Staphylococcus aureus. L’¢étoposide n’a
pas présenté d’activité antibactérienne dans les conditions d’essais sur le Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Haemophilus influenzae et sur levures. Cependant, 1I’étoposide a
montré une activité sur I’Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus

mutans et sur Staphylococcus aureus dans les conditions d’essais.
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DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS

Les médicaments anticancéreux sont des molécules dangereuses par leur toxicité
spécifique et leurs procédures de préparation complexe. La manipulation de ces molécules
doit étre effectuée avec protection requise et sous les postes de sécurité appropriés, ainsi le
temps d’exposition doit étre le plus court possible. Les données de stabilit¢é physico-
chimiques des doses injectables reconstituées sont disponibles dans des manuels ou des bases
de données ¢électroniques [13, 14]

Malgré la protection par des gants et des masques, nous nous sommes limités a
quelques mois vu les conditions dans lesquelles nous travaillions contrairement aux BPP et
BPF [24, 25], cela a constitué entre autres une limite de notre étude.

Dans ce travail, nous avons utilisé pour ’analyse physico-chimique 1’examen visuel,
la spectrophotométrie UV-Visible et 'IRTF qui sont des appareillages tres utilisés dans les
¢tudes analytiques [11, 51, 53]. Nous avons trouvé que certains anticancéreux précipitent en
présence des ions métalliques (étoposide-calcium, étoposide-Mg, méthotrexate-Zinc etc.),
d’autres changent de coloration (doxo-Mg, dacarbazine-cuivre, cisplatine-cuivre, etc.) et
d’autres restent limpides surtout la vincristine et bléomycine sulfate qui n’ont marqué aucun
changement observable a I’ceil nu avec tous les ions testés (Fe*', Fe'", Mg, Cu®", Ca’" et
Zn™).

L’analyse par IRTF des précipités obtenus a montré que certains ions provoquent la
précipitation de certains médicaments. Certains résultats, analysés par UV-Visible, étaient
stables c’est le cas du complexe dacarbazine-cuivre et d’autres ne 1’étaient pas c’est le cas de
la doxorubicine-magnésium. Ce dernier nous a poussés a chercher sa stabilité pendant quatre
heures.

Tous ces changements observés indiquent une incompatibilité entre 1’ion testé et le
médicament dans les conditions de travail. Ainsi, pour confirmer I’absence ou la présence
d’une incompatibilité, 1’utilisation des méthodes beaucoup plus développées qui mettront en

¢vidence les types d’incompatibilités mis en jeu a une importance capitale.
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Des études sur les interactions anticancéreux-ions métalliques font défaut, mais une
fois la molécule est complexée, son activité peut étre changée sur le plan pharmacologique ou
microbiologique [23]. Subséquemment, des études approfondies pourront décrire I’activité
pharmacologique des interactions obtenues et mettre en évidence les liaisons chimiques mises
en jeu. Nous avons trouvé que la doxorubicine seul ou en interaction avec le magnésium
donne une droite linéaire, cela servirait aux dosages de la doxorubicine a des fins analytiques.

Pour la recherche de D’activité antimicrobienne, nous avons utilisé la méthode des
disques et la mesure des auréoles d’inhibition, la méme technique a été utilisée dans d’autres
¢tudes. Des diametres a partir de 20 mm nécessiteraient une recherche de la concentration
minimale inhibitrice [54].

La recherche de I’activité¢ antibactérienne de certains anticancéreux a montré que
certains anticancéreux présentent une activité antibactérienne avec des auréoles d’inhibition
bien visibles. Ainsi, la dacarbazine a montré une activité sur toutes les souches bactériennes
testées (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
mutans, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae). La
cytarabine, la vincristine sulfate, le cyclophosphamide et la carboplatine n’ont montré aucune
activité sur les microorganismes testés et seule la bléomycine sulfate a montré une activité sur
les levures isolées cliniquement. Quant a [’étoposide, il a montré une activité sur
I’Enterococcus  faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae et sur le
Staphylococcus aureus.

Néanmoins, nous n’avons pas pu chercher des concentrations minimales inhibitrices
pour les molécules qui ont présenté un diametre d’inhibition importante afin de conclure sur
’activité de ces molécules.

Du fait de la taille des échantillons testés, nous n’avons pas pu €lucider ni tous les
mécanismes physico-chimiques mis en jeu ni calculer la concentration minimale inhibitrice

sur les microorganismes testés ce qui pourrait étre I’objet d’autres recherches.
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PERSPECTIVES

Toutes les micro-précipitations et les différentes colorations obtenues avec différentes
réactions ion-médicament indiquent une incompatibilité physico-chimique et nécessiteraient

une ¢tude approfondie utilisant du matériel adéquat afin d’¢lucider les mécanismes mis en jeu.

L’absence de micro-précipitations ou de coloration nécessiterait encore d’étre étudiée
afin de confirmer ou infirmer une éventuelle incompatibilité physico-chimique car elle peut

étre invisible.

L’analyse par UV-Visible pourrait étre développée avec des études pouvant mettre en

¢vidence des liaisons du complexe ce qui n’a pas été développé dans ce travail.

Des ¢études de ces incompatibilités dans des conditions physiologiques de 1’organisme

sont encore souhaitables.

L’ ¢étude comparative de I’activité des excipients et celle de la molécule est souhaitable

afin de voir si ’activité antimicrobienne est due aux seuls principes actifs.
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CONCLUSION

La stabilit¢ des médicaments est le résultat de nombreux parametres. Nombreuses
données bibliographiques ont été centrées sur la stabilité des reconstitutions dans leurs poches

pour perfusion, les flacons d’origine et le milieu de conservation.

Ce travail a apporté un apercu général sur la stabilité physico-chimique et
microbiologique ainsi que sur la reconstitution hospitalicre au sein des PUI des

chimiothérapies anticancéreuses.

Nous avons évalué I’incompatibilité physico-chimique de certains médicaments vis-a-
vis de certains ions métalliques afin d’en déduire une éventuelle incompatibilité physico-
chimique, les résultats de notre travail ont montré une instabilité de certaines molécules vis-a-
vis de certaines minéraux. Certaines incompatibilités ont été analysées par IRFT et par UV-
Visible. L’activité antimicrobienne de quelques molécules a fait, aussi, I’objet de notre étude,
cela nous permis de confirmer que certaines anticancéreux possedent une activité sur les

bactéries et les levures.

Une étude mettant en évidence les caractéristiques de ces incompatibilités et la
détermination d’une concentration minimale qui a une activité antimicrobienne serait

nécessaire.

Du fait de la taille des échantillons testés, nous n’avons pas pu ¢€lucider ni tous les
mécanismes physico-chimiques mis en jeu ni calculer la concentration minimale inhibitrice

sur les microorganismes testés.

100



Stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution, Incompatibilités physico-chimiques et activité antimicrobienne

RESUME

Titre : Stabilité¢ des médicaments anticancéreux apres reconstitution, incompatibilités
physico-chimiques et activité¢ antimicrobienne

Auteur : NSHIMIRIMANA Anabella
Mots clés : Anticancéreux, Reconstitution, Stabilité, Incompatibilité, Activité
antimicrobienne

La bibliographie sur la stabilité des médicaments anticancéreux apres reconstitution
fournit différentes données de stabilité physico-chimique et les conditions nécessaires pour
préserver la stérilité sur le plan microbiologique. La stabilité¢ est influencée par différents
facteurs et nous avons fixé notre objectif a 1I’étude des incompatibilités physico-chimiques de
quelques anticancéreux vis-a-vis de certains ions métalliques ainsi qu’a 1’étude de I’activité
antimicrobienne de ces molécules sur quelques germes pathogénes.

Des médicaments (doxorubicine, dacarbazine, cytarabine etc) reconstitués dans leurs
flacons, ont été mélangés avec des ions (Fe*', Fe’*, Mg*", Cu*", Ca®" et Zn®") en solution
aqueuse. Puis, certains ont été testés sur des germes pathogeénes (Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae et les levures). L’examen
visuel, I’'UV-visible, I'IRTF et la mesure des diameétres d’inhibition ont été utilisés.

Par T’analyse visuel, certains précipités ont été observés lors du mélange ion-
médicament (étoposide-calcium, étoposide-Mg, méthotrexate-Zinc etc), des changements de
coloration ont été¢ aussi observés (doxorubicine-Mg, dacarbazine-cuivre, cisplatine-cuivre,
etc) et pour d’autres surtout la vincristine et bléomycine sulfate aucun changement n’a été
observé a I’ceil nu avec tous les ions testés. Par ’analyse IRTF, certains précipités étaient des
médicaments qui ont ét¢ mélangés avec les ions. Et, par ’analyse UV-visible de certaines
colorations, certains médicaments ont changé leur longueur d’onde d’absorption et d’autres
colorations n’étaient pas stables. Par la mesure des diametres d’inhibition, certains
médicaments ont montré une activité antimicrobienne notamment la dacarbazine et d’autres
non; c’est le cas de la cytarabine et la carboplatine.

En conclusion, nous pouvons dire que, certains anticancéreux sont incompatibles in
situ vis-a-vis de certains ions métalliques et que d’autres présentent une activité
antimicrobienne in vitro.
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SUMMARY

Title: Stability of anticancer drugs after reconstitution, physicochemical incompatibilities and
antimicrobial activity

Author: NSHIMIRIMANA Anabella
Keywords: Anti-cancer drugs-Reconstitution-Incompatibility-Stability-Antimicrobial activity

The bibliography on the stability of anti-cancer drugs after reconstitution provides
various data on physico-chemical stability and the necessary conditions to preserve the
microbiological sterility. Stability is influenced by various factors and we have set our
objective to study the physicochemical incompatibilities of some anticancer drugs facing to
some metal ions and to study the antimicrobial activity of these molecules on some

pathogenic germs.

Drugs (doxorubicin, dacarbazine, cytarabine etc) reconstituted in their vials were
mixed with ions (Fe* ", Fe’ ©, Mg?", Cu®", Ca’ " and Zn’ ") in aqueous solution. Then, some
have been tested on pathogenic germs (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae and yeasts). Visual examination, UV-visible spectroscopic, Fourier

transform infrared (FTIR) and measurement of inhibition diameters were used.

By visual analysis, some precipitates were observed during ion-drug mixing
(etoposide-calcium, etoposide-Mg, methotrexate-zinc, etc), changes in coloring were also
observed (doxorubicin-magnesium, dacarbazine-copper, cisplatin-copper, etc) and for others
especially vincristine and bleomycin sulfate no visible change was observed with all the ions
tested. By FTIR analysis, some precipitates were drugs that were mixed with ions. And, by
UV-visible analysis of some coloring, some drugs have changed their wavelength absorption
and other colorations were not stable. By measuring the inhibition diameters, some drugs
have shown antimicrobial activity, notably dacarbazine and others not; it’s the case of

cytarabine and carboplatin.

In conclusion, we can say that some anti-cancer drugs are incompatible in situ facing

to certain metal ions and others have antimicrobial activity in vitro.
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Annexe [

ANNEXES

Tableau XXII : Stabilité physico-chimique de la chimiothérapie anticancéreuse apres

reconstitution
Contenant véhicule concentrati | Stabilité des solutions
Produit (Poche ou on
flacon)
o .
Alemtuzumab[55] Poche en PP NaCl 0,9% 0,28mg/mL SH ? TOA
14ja6C
PP NaCl 0,9% 80 Ul/mL i a2-8
Asparaginase[56] a ° 71a2-8C
PP EPPI (4 C) 25mg/ml 23ja-20C
[59] Seringues en RL 0,5mg/mL 30j4-20C
= PP
Azacitidine Verre RL 0,2mg/mL 1,O9HaTA
[60] 2mg/mL 2,8HaTA
NaCl 0,9% 2mg/mL 2,4H aTA
0,2mg/mL 1,9H a TA
Bevacizumab[13] PP NaCl0,9% 2al6mg/m 90j a 40u25 C
- L
Bléomycine sulfate[61] PP NaCl 0,9% 0,75mg/mL | 7ja4Ceta22C AL
Verre et NaCl0,9% Img/mL 35j42-8C
seringue en PP 14jaTA
Bortezomib[62-64]
Verre (flacon) NaCl 0,9% 2,5mg/mL 30j42-8C
PP - 6mg/mL | 28j418-20C oua2-8 C
[65] a lum
Busulfan [66] verre NaCl 0,9% 0,5mg/mL 36Ha 13-15:C AL ;
— 48H a 2-8 C AL
[66] PP NaCl0,9% 0,5mg/mL | 36Ha 13-105°C et 19H a 2-
= 8 C AL
. Verre - 10mg/mL 28ja4 C AL
Cabazitaxel [67] POF NaCl 0,9% 0,15mg/mL | 28jaTAetadC AL
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PVC-PE G 5% 0,70-2,15 83ja4 Cou
mg/mL IjaTA et AL
Carboplatine[68]
PE -PP G5% 3,2mg/mL 30jaTA
Carmustine[69] verre-PE G 5% 0,2mg/mL | 48H a 4C ou 2,5H en PE
— aTA et AL
EVA NaCl0,9% 0,5-0,9 28jaTA et AL
mg/mL
Cisplatine[70, 71]
PE-PVC NaCl0,9% 0,1-
0,4mg/mL
PVC, PE NaCl0,9% 0,016mg/m 30ja4Cetal8C
Cladribine[72] L
. POF G5% ou NaCl 0.2- 28jaTA
Clofarabine[ 73] 0,9% 0,6mg/mL |  la lumiére ou a 4°C AL
verre NaCl0,9% 0,4mg/mL 14j42-8 C AL
Cyclophosphamide [74] ; [75 s
yelophosphamide [74]; [75] PVC G5% ou NaCl Img/mL 7ja4CATA et AL
0,9%
PVC NaCl0,9% 0,018mg/m 29j423 Coua2C
. L
Cytarabine[76] EVA G5% ou NaCl 1,25 et 28j225°C ou 4'C AL
0,9% 25mg/mL
Verre ambre G 5% 1lmg/mL | 7ja4 Cet4ja TA et AL
) PVC G 5% 1,5mg/mL | 7ja4Cet3jaTAet AL
Dacarbazine[77]
PVC-PE NaCl 0,9% 0,640mg/m | 2ja TA ala lumiere et a
L 4C
Dactinomycine[78] PVC G 5% 0,0lmg/mL | 24halalumiereeta T A
PVC G5% ouNaCl | 0,Img/mL 43ja20Ceta25C
Daunorubicine[79](a une 0.9%
concentration supérieure a 0.5mg/mL elle ’
n’est pas photosensible pendant 7jours) PP EPPI 2mg /mL 43 J a 4°C
PVC RL 4et8 8H 425 C lum

Dexrazoxane[80]

mg/mL
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PE RL 8mg/mL 8H 425 C lum
PE RL 4mg/mL 4H 425 C lum
verre Solvant spécial 10mg/mL 28ja2-8Cet25C
Docétaxel [81](a éviter le contenant PP NaCl0,9% ou 0,3-0,9 28ja25 ‘C AL
en PVC a 10mg/mL) G5% mg/mL
PE 0,3- 56ja25C,2-8C AL
0,9mg/mL
Docétaxel[82]a 20mg/mL POF NaCl 0,9% ouG | 0244 1 28ja20 Cet 5 CAL
éviter les contenants en PVC) 5% mg/ mL
PP NaCl0,9% 1-2mg/mL 124ja4 Cet 23 C
Doxorubicine[83](>0.5mg/mL).
Elle n’est pas photosensible pendant au
moins 7)) G5% ou NaCl 247425 Cet43ja4°Cou
PVC 0.9% 0,1mg/mL 50°C
PP NaCl0,9% 1-2mg/mL 150ja23’'Ceta4C
Epirubicine[83](>0.5 mg/mL), n’est - - - -
pas photosensible pendant au moins 7j) PVC G5% ou NaCl O,Img/mL 20_] a25Cet ‘!-3_] a4 Cou
0,9% a-20C
PP - 440pg/mL 14§44 Cou20C
Eribuline mésylate[84] POF NaCl0.9% 15,4 et 14§44 Cou20C
43,3ng/mL
_ PP NaCl0,9% 0,2mg/mL 96H & T<25 C lum
Etoposide[85] 0,4mg/mL 24H 2 T<25°C lum
verre EPPI 10et20 31 423 Cet4C
. mg/mL
Etoposide phosphate[86] PVC NaCl0,9% ouD |  0.1-10
5% mg/mL
Verre ou PVC | NaCl0,9% ou G 1,5mg/mL 8semaines TA et lum
[87] 5%
Fluorouracile (88] PVC NaCl 0,9% Smg/mL | 13semaines a2-8 C AL
[89] PP NaCl 0,9% 0,lmg/mL | 7ja40Ceta5SCAL
verre NaC10,9% ouG | 20mg/mL 4ja4Cou25CAL

5%
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Folinate calcium[90] Verre ou PVC | NaCl0,9% ou D 0,1- 24Ha4Cou25C
(adsorption si la concentration est trés 5% 0, Smg /mL
Elovée) Verre ou PVC | NaCl0,9% ou I- 4ja4Cou25Cala
G5% 1,5mg/mL lumiere
0 - _ © - °©
Folinate sodium PE D5% 3.2mg/mL | 90ja-20 CAiu 30ja4C
Fotemustine[91](administrée a pPVC D 5% 0.2- 2ja 4Cet8HATA
1abri de la lumiére) 2mg/mL
Seringues en NaCl 0,9% 38mg/mL 35;aTA
PP
Gemcitabine[92] — —
PVC NaCl0,9% ou G | 1-10mg/mL | 35ja4 Cet 7ja23°C-
5% 32°C
0 A °
Idarubicine [93] PP NaCl 05,2/) ouG | 0,Img/mL 28jaT<25 C AL
0
[94] PVC NaCl10,9% ou G | 30mg/mL 30ja4CAL
Ifosfamide SY —
[95] PVC EPPI 80mg/mL 8ja35°C
. PVC NaCl10,9% ou D 0,42a28 28ja TAou2-8 C AL
Irinotecan[96] o
5% mg/mL
Lévofolinate calcium[97] PE D 5% 1,6mg/mL | 95ja-20 C et 30ja2-8 C
PVC NaCl 3% 0,2mg/mL | 48H a4 C et 3H 4 26°C a
la lumiere
Melphalan[98 .
clphalan[98] PVC, PE NaCl0,9% | 0,06mg/mL | 24Ha4°Cet 1Ha TA et
AL
Seringues en NaCl 0,9% 2,5mg/mL 7iaTAeta4 C AL
PP
M¢éthotrexate[99] —
PVC NaCl10,9% ou D 0,225- 30ja4 C AL
5% 24mg/mL
Mitomycine[78] PVC NaCl0,9% 0,6mg/mL 30ja-30C AL
. PVC NaCl10,9% ou D 0,04- 7ja4°C et 23°C AL
Mitoxantrone[100] 50, 0.4mg/mL
Nelarabine[13] EVA - Smg/mL 28ja2-8C AI‘H‘ ou25Ca
la lumicre
POF D5% 0,25mg/mL | 90ja4 C AL ouaTA et
Oxaliplatine[101, 102] AL ou non
POF D5% 0,7mg/mL 30ja TA et AL
POF NaCl0,9% ou 0,3- 4ja25Cet 12ja5C
. D5% 1,2mg/mL
Paclitaxel[103, 104] PE NaCl0,9% ouD | 0,3mg/mL 13j22-8C AL

5%
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PE NaCl0,9% ouD | 1,2mg/mL 9j42-8C AL
5%
Seringues en NaCl 0,9% ouD 25mg/mL 2jaTAet31ja4C AL
Pemetrexed [106] PVC NaCl0,9% ou | 2,10 et 20 90ja-20C
- G5% mg/mL
verre NaCl 0,9% 2mg/mL 3j
Pentostatine[107] PVC NaCl 0,9% 0,002- 48H 223 C
0,02mg/mL
Rituximab[108] POF NaCl0,9% 1mg/mL 180ja4C
Temsirolimus[109] PP NaCl 0,9% 0,Img/mL |3ja20C ALet4ja2-8C
PVC, POF D 5% 5mg/mL 3ja23Cet14j24C
Thiotépa [ﬁ} PVC NaCl0,9% 0,5- 2ja8Cet1ja25C
3mg/mL
PVC NaCl0,9% ouD | 0,025 mg/m | 28ja4 Ceta TA et AL
5% L;0,05mg/m
L
Topotecan [112] Elastomere NaCl0,9% ouD | 0,01 et 0,05 | 21ja25°C ala lumiere
5% mg/mL
PVC NaCl 0,9% 0,01 7ja TA a la lumicre
mg/mL
Trastuzumab[113] POF NaCl 0,9% 0,8mg/mL 180ja5Coua20C
Verre EPPI Img/mL 21ja4°C AL
(114] PP NaCl0,9% ouD | 0,02mg/mL | 21ja4Ceta25C AL
Vinblastine — 5%
PVC NaCl0,9% ouD | 0,Img/mL 7144 CAL
[115] 59,
PP NaCl0,9% ouD | 0.02mg/mL | 21ja4Ceta25C AL
5%
Vincristine[ 114, 116] PVC, PP NaCl 0,9% 0,01a 7144 CAL
0,15mg/mL _
POF NaCl 0,9% 0,05mg/mL 84ja 2-8 C AL
verre EPPI 1mg/mL 21ja4 C AL
Vindesine[114] PP NaCl0,9% ouD | 0,02mg/mL | 21ja4Ceta25C AL
5%
(98] PVC NaCl 0,9% 0,385 7423 C AL
Vinorelbine — mg/mL
[115] PVC G 5% 0,5mg/mL 7144 CAL
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Annexe II : RESUME DES CARACTERISTIQUES DU PRODUIT

Le résumé des caractéristiques du produit comporte les renseignements suivants
1. Dénomination de la spécialité ;
2. Forme pharmaceutique ;
3. Composition qualitative et quantitative en principes actifs et en constituants de 1’excipient
dont la connaissance est nécessaire a une bonne administration du médicament, en utilisant les
dénominations communes internationales lorsqu'elles existent ou, a défaut, les dénominations
de la pharmacopée européenne ou frangaise ;
4. Nom ou raison sociale et domicile ou siege social du demandeur de I'autorisation de mise
sur le marché ;
5. Nature du récipient ; 6. Conditions de délivrance au public ;
7. Durée de stabilité, si nécessaire apres reconstitution du produit ou lorsque le récipient est
ouvert pour la premiere fois ;
8. Précautions particuliéres de conservation ;
9. Incompatibilités majeures chimiques ou physiques ;
10. Propriétés pharmacologiques; 11. Indications thérapeutiques ;
12. Effets indésirables (fréquence et gravit¢) ;
13. Mises en garde spéciales ;
14. Contre-indications ;
15. Précautions particulieres d'emploi, notamment en cas de grossesse et d'allaitement,
d'utilisation par des enfants ou des personnes agées et dans des circonstances pathologiques
particuliéres ;
16. Effets sur la capacité de conduire des véhicules ou d'utiliser des machines ;
17. Interactions médicamenteuses et autres ;
18. Posologie et mode d'administration ;
19. Surdosage : symptdmes, conduite d’urgence, antidotes ;
20. Précautions particulieres d'élimination des produits non utilisés ou des déchets dérivés de
ces produits, s'il y a lieu ;

21. Date d'établissement du résumé des caractéristiques du produit.
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