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INTRODUCTION

L'utilisation d'une méthode de dosage correctemealidée, offrant des résultats fiableset
interprétables de facon satisfaisante, est un em@inon seulement avant toute étude
pharmacocinétique, toxicocinétique et tout au ldngléveloppement d'un médicament, mais aussi
lors de son utilisation en clinique.
Au moment ou on introduit une nouvelle technigueuounouvel analyseur dans un laboratoire, il
est important de le tester pour en connaiire lditqudes performances et les comparer aux
exigences cliniques actuellement admises, I'ensendiBl ces processus permet de constituer le
dossier de validation des méthodes.

Cette validation est une exigence technique deilma NF EN ISO/CEI 17025 définie comme suit

. "La validation est la confirmation par examenl'abport de preuves objectives du fait que les
prescriptions particulieres en vue d'une utiligafpoévue déterminée sont remplies."

A cet effet, les problemes liés a la qualificatam I'équipement analytique et au prétraitement de
I'échantillon, seront abordés. Par conséquent, massurer de la fiabilité des résultats d'une
meéthode nouvelle ou modifiée, il est essentielaser par la validation de cette derniere.

De nombreuses techniques ont été développées palmshige des médicaments, notammentles
méthodes chromatographiques (chromatographie kgquad haute performance « HPLC »,
chromatographie en phase gazeuse) et les méthoaesnologiques. L'HPLC reste la technique
d’excellent choix. En effet, elle permet la séparagualitative et quantitative des molécules et pa
la suite I'identification des médicaments avec lange précision et performance.

L’'objectif de mon travail est de développer et dafi une méthode de dosage de la
RIFAMPICINE par HPLC qui soit simple, sensible et rapide potiédre appliquée en routine.
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PARTIE
BIBLIOGRAPHIQUE

PRESENTATION DU LIEU DU STAGE

Dans le cadre du projet de fin d’étude en deuxianeéée Master, j'ai effectué un stage de 5 mois
dans le laboratoire de pharmacotoxicologie, duraioire central des analyses médicales, au centre
hospitalier universitaire (CHU) Hassan Il de Fés.dut de ce projet est la Validation de méthode
du dosage de la Rifampicine par HPLC.
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Figure 1 : Laboratoire d’analyses CHU HASSAN |II
Le laboratoire central des analyses médicalesrsp@ase de :

o Salle de réception

o Salle de prélevements

o Laboratoire de biochimie/Pharmacotoxicologie
o Laboratoire d’hématologie

o Laboratoire de bactériologie /Immunologie

o Laboratoire de parasitologie

o Laboratoire de génétique

o Laboratoire d’anatomie pathologique

Voici I'organigramme de I'unité de pharmacologielaboratoire de pharmacotoxicologie

Organigramme de I'unité de Pharmacotoxicologie d&i0 — HASSAN Il de Fés

CHLI-HASSANI 1l Eéc

LaboratoLre central
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Figure 2 : organigramme de I'unité de pharmacotwrigie de CHU- Fés

1- LES PRINCIPALES METHODES POUR LE DOSAGE DES MEDICAMENTS :

Les méthodes du dosage des médicaments peuvenségiaeées en deux grands groupes : les
meéthodes immunologiques et les méthodes chromatioigrzes
A- Méthodes immunologiques :

Principe général:

Utilisation d’anticorps (poly ou mono clonaux) djgs contre le médicament a doser.
Méthode utilisant la réaction antigene (médicanmantjcorps en quantité limitée.
Faisant appel a des courbes d’étalonnage

- La méthode EMIT(Enzyme Multipliedimmuno-assay Technique)

Dosage Immuno-enzymatique, c'est-a-dire le margestuine enzyme :
Le médicament entre en compétition pour I'anticaa@sec un antigene marqué par 'enzyme. Le
site enzymatique est masqué lors de la liaison Baeticorps, I'enzyme est active sur son substrat
guand I'antigene est a I'état libre et la lectugieabtenue dans I'UV par la réduction de nicotirgmi
di-nucléotide (NAD), cofacteur de la réaction, gaitransforme en NADH absorbant a 340 nm.
* plusily ade médicament dans I'échantillon :

plus la quantité d’enzyme active sera importante

plus la quantité de substrat hydrolysée sera itapte,

plus 'absorbance dans l'ultra-violet sera élevée.

Méthode trés bien adaptée aux dosages de petitésutes,
- La méthode CEDIA (Cloned Enzyme Donorlmmuno-Assay):

Il s’agit du méme principe que la méthode EMIT, fsque I'enzyme utilisée est une enzyme
bactérienne scindée en deux fragments inactifg@aie genétique : un fragment enzyme accepteur
(EA) et un fragment enzyme donneur (ED), 'assdammspontanée de ces deux fragments donne
une enzyme active.

- la méthode FPIA (Fluorescence Polarizationlmmuno-Assay) :
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Le traceur est marqué avec un fluorophore. Les caéténts libres qui sont sous forme de petites
molécules qui tournent plus vite, ils vont alorgalériser la lumiere, ainsi que les complexes
anticorps-traceur ne la dépolarisent pas car ilst gpos et tournent lentement. L'intensité
lumineuse est mesurée de la lumiere dépolarisée.

¢ Les Avantages des Méthodes Immunologiques :

- pas de préparation de I’échantillon

- faible volume d’échantillons (50-100 pl)

- rapide, rendu quotidien des résultats

- mise en ceuvre simplifiée: calibration limitée

- pas de personnel qualifié

- utilisable en urgence

¢ |nconvénients des Méthodes Immunologiques :

- spécificité: Ac utilisés

- pas assez spécifiques: risque de doser un ou des métabolites sans activité (ni
toxicité)

- trop spécifiques: pas de dosage d’un métabolite qui pourrait étre doué d’une
activité thérapeutique

- sensibilité: limitée mais en général suffisante en suivi thérapeutique

B- Méthodes dites « manuelles » :

Considérées comme méthodes de référence
- Permettent de doser séparément : médicament +métabolite (s)
- Nécessitent une préparation plus ou moins complexe de I’échantillon : phase pré-
analytique
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- Pour beaucoup de médicaments ( B bloquants, antifongiques,...) ,seules méthodes
disponibles.

Phase pré-analytique
- But: extraire du milieu biologique (sérum) les nulkes d'intérét.

- Méthodes +/- longues et complexes:
- précipitation des protéines : acide; méthanol. $mapide, mais peu spécifique.
- extraction : plus longue, mais plus spécifique.

C- Méthodes Colorimétrigues :

De moins en moins utilisées

s oz

ex: dosage des salicylés avec le réactif de Trinder
sur 'absorbance de la molécule a une longueurd#@pécifique:
- ex:dosage de la chloroquine a 343 nm

- Sensibilité limitée
- Spécificité limitée

D- Electrophorése Capillaire (EC) :

- Principe : Séparation des molécules en fonction de leur charge et de leur masse
dans un capillaire sous l'influence d’un champ électrique

- Détecteurs EC: UV-Visible, Fluorescence , (spectrométre de masse)

- Domaines ‘d’applications: molécules chargées (ex: pralidoxime), molécules
hydrophiles (ex: antibiotiques, pénicilline et dérivés)

- Avantages EC:

* Phase pré-analytique tres simple, voirAbsente
e  Temps d’analyse cour (<10min)

e Méthode trés résolutive, spécifique

= Inconvénients EC :
e Trés mauvaise sensibilité (UV-Vis)
* peu d’application en suivi thérapeutique
E- HPLC (High Performance Liquid Chromatography ) :
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La chromatographie permet la séparation ou la purification d’un ou de plusieurs composés d’un
mélange en vue de leur identification et de leur quantification.

La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n’étaient auparavant
pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse.

A l'origine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre. Le liquide
traversait la phase stationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour augmenter le débit,
des manipulations ont été réalisées sous pression plus forte. C'est ce que l'on a appelé la
chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). Trés rapidement le P de pression est devenu
le P de performance lorsque I'on a optimisé la technique (diminution de la taille de particules de la
phase stationnaire, régularité de cette phase...).

a- Principe:

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systeme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme chromatographique.
Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire.

En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les différents solutés sont caractérisés par

un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.

b- Notions fondamentales :

La phase stationnaire est un support plus ou moins poreux recouvert d’un gel (liquide greffé)
qui a les propriétés désirées pour retenir les molécules de solutés.

La phase mobile ou éluant est un liquide qui entraine les solutés a travers la colonne.

i e e i e e i e i et i e i
éj/@%@%g%@% OO

Fh tat 1 . .
ase stailonnaire WWolume mort de la colonne traversée par la phase mobile

Figure 3 : description de la Phase Stationnaire

+* Notion de temps
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F Y
Waleur de
détection

Figure 4 : Exemple d’un pic

« tO est le temps du début de I'injection

- Le temps mort tm est le temps mis par un compoeé&&tenu par la phase stationnaire pour
traverser la colonne (temps passé dans la phasiéeinob

- Le temps de rétention tr est le temps mis par lmé&@our traverser la colonne. C’est le
temps passé dans la phase stationnaire et damdulmer mort de la colonne. Ce temps est
caractéristique d’'un soluté dans des conditionmalise donnée. La surface du pic est
fonction de la quantité du constituant dont illegtace.

- Le temps de rétention réduit t'r est le temps pa@sséun soluté dans la phase stationnaire,
Soit :

tl

trztr'tm

+* Notion de concentration :

+ Le coefficient de partage K :

A un instant donné, le soluté est a la concentraimm dans la phase mobile et Cs dans la phase
stationnaire. Leur rapport a I'équilibre est appmiéfficient de partage K

Ca

Cm

Ce coefficient est fonction de 3 types d’affinités

¢ celle entre le soluté et la phase mobile
» celle entre le soluté et la phase stationnaire
» celle entre les phases mobile et stationnaire

- Le facteur de capacité K’ est le rapport de la ¢gjtead’un soluté dans la phase stationnaire
et dans la phase mobile.

CaxWVa Wa

Cmx Vi Vin
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Vs : volume de la phase stationnaire

Vm : volume de la phase mobile ou volume mort

K’ est aussi le rapport du temps passé par unédhuts la phase stationnaire sur le temps passé par
ce méme soluté dans la phase mobile.

% Notion d’efficacité :

La largeur d'un pic est caractéristique de l'effit@ de la séparation : plus le pic est fin plus la
chromatographie est efficace. L'efficacité est nnéspar :

« le nombre de plateaux théoriques Nth

2
Hth= 3,54

0 a

tr : temps de rétention
w 1/2 : largeur du pic & mi-hauteur
Remarque :

Nth est tres utilisé en HPLC. Pourtant il seraitspjudicieux d’utiliser Neff (nombre de plateaux
effectifs) puisqu’il dépend vraiment du temps padsés la phase stationnaire.

te-tm
Meff= 5,54

0 )m

Expérimentalement tm est difficile a déterminertdiatilisation de Nth.

- La hauteur équivalente a un plateau théorique :THERi est définit comme :

L
HEPT = ——
Hih

L : Longueur de la colonne

Nth : Nombre de plateaux théoriques
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Quels sont les facteurs d’élargissement des pics ?

» La diffusion turbulente : I'élargissement est egpk par le fait qu'il existe différents chemins
parcourus par les molécules d’'un soluté. La longdes chemins n’étant pas la méme, elles ne
mettent pas toutes le méme temps pour traversetdane : le pic s’élargit. Ce phénomene est
fonction des particules et de la régularité du rnesgage.

b La résistance au transfert de masse : I'élargisseast expliqué par I'accumulation de phase matdles les
anfractuosités du support. Les molécules qui ydéht vont moins vite que celle qui n'y diffuse.pas

» La diffusion longitudinale. Ce phénomene diminlespa vitesse de la phase mobile augmente.
Dans la pratique cette diffusion est négligeablélBhC.

En conclusion l'efficacité calculée d’une chromatgghie, représentée par la HEPT, est fonction de
la vitesse de la phase mobile donc du débit, & dealité (régularité, remplissage) de la phase
stationnaire.

¢ Qualité de Séparation :

Valeur de
détection

Y : ! temps Figure 5 : exemple de séparation
tg t b entre 2 pics

« La sélectivité (a)

Elle est définit comme le rapport des temps dentite réduits

t’1'B

t’rA

a est toujours > 1 car on choisit t'rB> t'rA
- Larésolution (R)

Elle quantifie la qualité de la séparation en daérégant le fait qu’il y ait ou non chevauchemeat d
2 pics contigus.

I::t,rB - t,nf')

(Dgp — )

R < 1 : mauvaise résolution
1 <R <1,4:résolution acceptable

1,4 <R < 1,6 : résolution optimale
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R > 1,6 : résolution trop bonne car le temps dgsmkst rallongé

Remarque :

» Si les pics sont gaussiens w0 = 1,7 w 1/2
» Il est parfois utile d’exprimer cette résolutiomfenction de la sélectivité et de I'efficacité du
dernier des 2 pics étudiés

1 o — 1 K'g 1 o —1
R = —_ x 4 4 MNth = — = MY In'Neff'
4 ot 1 +K'g < ot

+* Notions de Pression :

A lintérieur d’'une colonne la phase mobile frotter les parois de la colonne mais aussi sur les
particules de phase stationnaire. Ces frottemediisissent la résistance a I'écoulement.

Les particules de phase stationnaire sont sphéricid’on divise leur diametre par 10, on diminue
leur surface d’un facteur 100 et leur volume d’aatéur 1000. On peut donc placer dans la colonne
1000 fois plus de particules et donc augmenterOd®i$ la surface en contact avec la phase mobile.
La résistance a I'écoulement est donc augmentée.

En conséquence, pour maintenir le débit constamd acolonne il faut augmenter la pression plus
la granulométrie de la phase stationnaire esteaibl

En HPLC on travaille, en téte de colonne, a dessiwas entre 20 et 150 bars

c- Les différentes modes de séparation :

Il existe différents modes de séparation en chrographie en phase liquide :
« l'adsorption
- le partage (80% des séparations)
- I'échange d’ions
« I'exclusion

Les trois premiers types utilisent la polarité dekités pour les séparer.

d- Polarité de Chromatographie :
+ Polarité d’'une molécule

La polarité d’'une molécule est une notion intrinsgCertaines molécules étant dissymétriques, les
électrons ne sont pas uniformément répartis aut@lies. De ce fait il existe un moment dipolaire
permanent qui crée un champ électrique local. G#gaules sont dites polaires.

+ Interactions entre molécules
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Dans la nature, les molécules ne sont pas isdide elles il existe différents types
d’interactions :

- les interactions diélectriques ou ioniques
- les liaisons " hydrogéne "
- les forces de Van Der Waals

+ Notion de polarisabilité

Sur certaines molécules isolées qui ne possedantigganoment dipolaire permanent, un champ
électriqgue peut créer un champ dipolaire induit, d&fiormant les orbites électroniques ou en
modifiant la position relative des atomes. Ces gugs sont dites polarisables.

« Application a la chromatographie

Il existe des échelles de polarité, mais de mamigretilise la notion de polarité comme une donnée
comparative entre molécules. On dit que tel comessélus polaire ou moins polaire qu’un autre.
De méme on dit que la phase mobile et la phaserstaire sont polaires, peu polaires ou apolaires.

Pour qu’il y ait séparation chromatographique daposes, il faut que leurs molécules interagissent
de maniéres différentes avec au moins une des plststionnaire et mobile). Ces phases doivent
avoir des polarités différentes.

On peut appliquer la régle "qui se ressemble staBke' a I'ensemble soluté - phase stationnaire.

- Sila phase stationnaire est polaire, les composkésres seront plus retenus que les
composés non polaires.

- Sila phase stationnaire est apolaire, les compaysdaires seront plus retenus que les
composeés polaires.

Polarité de phase

A l'origine, les colonnes étaient remplies de sil{phase stationnaire polaire). Elle doit sa ptari
aux groupements silanolsSi-OH qui sont polairesurRpe la séparation soit efficace, la phase
mobile doit alors étre peu polaire. L’'ensemble fhatationnaire polaire et phase mobile peu
polaire” forme la chromatographie a polarité desgh@ormale.

Par la suite, les particules de silice (support)éi@a enrobées de paraffine en C 18 pour faire une
phase apolaire. Dans ce cas, pour que la séparstibrefficace, la phase mobile est polaire
(généralement a base d'eau). L'ensemble "phasmrstaire apolaire et phase mobile polaire"
forme la chromatographie a polarité de phase ideers

Aujourd’hui, les phases stationnaires sont grefi@@miquement pour la plupart sur de la silice
sphérique et calibrée.
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Composition de la phase mobile

Dans la pratique, chaque séparation nécessite ala€t@ de la phase mobile qui lui est propre.

Chaque solvant ayant une polarité donnée, on ajaspmlarité globale de la phase mobile en

mélangeant plusieurs solvants miscibles. A cettepasition de phase mobile correspond une force
éluante qui caractérise le pouvoir d’entrainestastes.

Il faut ajuster la force éluante en fonction ddsitg&s a séparer. Pour cela, on peut utiliser uwesol
pur ou un mélange de solvants : on dit travaillem®de isocratique.

Dans certains cas il est utile de faire varieroiecé e€luante au cours de I'analyse. Si le mélarge d

différents solvants varie au cours de la séparationréalise alors un gradient d’élution, car la

meilleure force éluante pour le début de I'analp&sst pas forcément adaptée pour une bonne
séparation des solutés sortant en fin de chromatoge.

Ces 2 modes sont utilisés pour des analyses emekwgraphie a polarité de phase normale ou
inversée.

e- Appareillage :

L jectewunr

iy
| Pompe 1’_-:'
L & widle _— > L SRR g
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SRR ol rme Sty eSS ior
2] [ 5§ o
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Figure 6 : Schéma décrivant le fonctionnement d@1L'C

La phase mobile est pompée a partir d’'une bouteillgarcourt en permanence le chromatographe :
I'injecteur, la colonne dans le four et le détectéa température du four est maintenue constante.

Le signal du détecteur est amplifié et enregistré.
+ Réservoir de la phase mobile (solvant)

Le plus souvent ce réservoir est une bouteille emmevdans lequel plonge un tube avec une
extrémité filtrante en téflon. S’il est nécessaliee dégazage peut se faire par agitation puis
conservation du solvant sous atmosphere d’hélium.

*  Pompe

Elle délivre en continu la phase mobile. Elle e&firdt par la pression qu’elle permet d’atteindens la colonne, son
débit, et la stabilité du flux. Actuellement les@aétres d’une pompe sont
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* débit : 0,01 a 10 mL/min
* stabilité < 1% (<0,2% pour des chromatographies d’exclusion diffusion)
* pression maximale > 350 bars

Certaines sont pilotées par informatique (bieredtts de I'utilisation de gradient d’élutipn
* Injecteur

Le type d’injecteur le plus couramment utilisé camp une vanne a boucle d’échantillonnage d'unacit fixe (10,
20, 50 pL...). Cette boucle permet d'introduire I'aatillon sans modifier la pression dans la colonne.

Vanne a boucle d’échantillonnage

Elle posséde 2 positions. La premiére permet Iglissage de la boucle d’injection de volume fixaaf), la seconde
permet la mise en circulation de I'échantillon densystéeme chromatographique (inject).

Le remplissage de la boucle d’injection se faia@le d’'une seringue.

remplissage

s i

yenant dt?

venantde]
lapompe  évenl Ia pompe

Figure 7 : Schéma décrivant le fonctionnement de l'injecteur

e Colonne

En mode analytique, les colonnes en inox ont gé&r@ent un diamétre interne de 4,6mm. La
longueur est de 5, 10, 15, ou 25cm. Le rempliss@ye silice, silice greffée ou particules
polymériques) a une granulométrie de 3, 5, ou lOpendiametre interne d’'une colonne est
usuellement de 4 ou 4,6 mm. Si des substances pmoeent étre collectées en fin de
chromatogramme des colonnes de gros diameétre sgtoessaires.

« Détecteur:

Le détecteur suit en continu lI'apparition des ssduPour détecter, on utilise différents phénomenes
physico-chimiques. Le signal obtenu est enregisiméfonction du temps. Généralement, on
compare le signal obtenu pour la phase mobile stllgé a celui de la phase mobile seule.

Le détecteur le plus utilisé en HPLC est un spetivtomeétre d’absorption UV-visible (190-600
nm) relié a la sortie de colonne.

Il existe d’autres détecteurs :
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- réfractometre différentiel
- UV a barrette de diodes
Electrochimique

- fluorimétrique...

Ainsi que différents types de couplage :

- Spectrométrie infrarouge
- Spectrométrie de masse
- Résonance Magnétique Nucléaire...

+ Intégrateur:

La chromatographie est une méthode de séparatiliseaten vue d’'un dosage. Il faut donc
avant tout chercher a séparer correctement les guagt de les intégrer. Une intégration
consiste a mesurer la surface sous un pic.

La détection d’un pic chromatographique par I'imeggur, dépend de 2 parametres :

* |la largeur attendue des pics
* le seuil d’intégration (sensibilité)

La largeur de pic est a peu pres prévisible entiome de la technique d’analyse et des
conditions opératoires. Elle détermine la fréquettiéehantillonnage du signal. Le pic est alors
découpé en tranches. Le seuil d'intégration estaeur du signal a partir de laquelle le
calculateur repére un début de pic.

2- LA RIFAMPICINE

La RIFAPMPICINE a été découverte en 1959 dans woritoire a Milan par un groupe de
chercheurs italiens, dirigé par le Dr Maria Ter&gabal (1925-1969) et le professeur Piero Sensi
(1920 -) analysant les bactéries dans un sol @&ta d'Azur. La rifampicine est enregistrée au nom
des deux.

- lIdentification :

1. DCI: Rifampicine

2. Classe pharmaco thérapeutique : Antibiotique dritculeux
3. PM:823

4. Formule chimique : C43H38N4012

5. Classe clinique : Dérivé semi synthétique de Enmijcine SV
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Figure 8 : la molécule de la RIFAMPICINE

C’est un antibiotique de la famille des rifamycineslisé habituellement dans le traitement de
la tuberculose, ainsi que la prévention de la nggtarbactérienne contagieuse.

Formes Galéniques et voies d’administration :

RIFADINE® : gélule a 300mg, suspension buvable ag2%ophilisat pour solution
injectable a 600mg

RIMACTANE® : gélule a 300mg

En association avec les antituberculeux majeursjagide et pyrazinamide( RIFANTER®) et
isoniazide(RIFANAH®, comprimés)
Voie d’administration : orale ; intraveineuse

Indications, posologie et périodicité d’administration :
Indications :

En association, traitement ou prophylaxie des tubleses pulmonaire et extra-
pulmonaire

Traitement des infections a mycobactéries atypiques
Seul ou en association, traitement de la lepreeckacbrucellose.
Prophylaxie des méningites a méningocoques

En association, traitement des infections gravescééries GRAM positif ou GRAM
négatif.

Posologie et périodicité d’administration :
Traitement de la Tuberculose :
0 Voie intraveineuse (une perfusion/J)
Nouveau-né : 10mh /1kg/j
Enfant (1mois_7ans): 15mg/kg/j
Adulte : 10mg/kg/j
Voie orale : (une prise/j)

o O O O
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- Propriétés Pharmacodynamiques :

Le Mode d'Action de la RIFAMPICINE est la formatiadiun complexe stable avec la RNA
polymérase des bactéries.

Elle agit en se liant a I'ARN polymérase des baeséet en inhibant ainsi la transcription des ARN
messagers.

- Activité antibiotique :

La RIFAMPICINE est tres active sur :
* les bactéries a Gram positif : staphylocoques (S. aureus et S. epidermidis) et
streptocoques (S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae),

e certaines bactéries a Gram négatif : N. meningitidis et H. influenzae,
e des bactéries a multiplication intracellulaire : mycobactéries (complexe
tuberculosis, Mycobactériumleprae), Legionellasp, Brucella sp.

3- SUIVIE THERAPEUTIQUE DE LA RIFAMPICINE
a- DEFINITION GENERALE DU SUIVIE THERAPEUTIQUE

Appelé aussi monitoring thérapeutique, c'est unécigpté clinique pluridisciplinaire visant a
ameliorer la prise en charge du patient en ajustalitiduellement la dose des médicaments pour
lesquels le bénéfique clinique du suivi thérapeaugig été démontrée dans la population générale ou
dans la population particuliere.
Il intervient dans le traitement des sujets a misgupour les médicaments a intervalle thérapesitiqu
etroit.
C'est une aide précieuse pour ajustement posolegigns les situations délicates.
Elle se base a I'hypothése qu'il existe une relaitre la concentration sanguine et la réponse d'u
médicament qu'il s'agisse d'un effet thérapeutiqudes manifestations toxiques.

b- SUIVIE THERAPEUTIQUE DE LA RIFAMPICINE

- Justification du suivi thérapeutique pharmacologique

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) egtilenen cas de tuberculose a germe sensible
aux antibiotiques, chez des patients ne présepgante pathologie intercurrente.
Toutefois, si 2 mois apres le début de la malddgecultures de bacille de Koch(BK), sont encore
positives, le patient est «<non répondeur » etild davient nécessaire.
Dans les situations suivantes ou il existe un gsdgsous-dosagede suivi est utile afin de s’assurer
gue les concentrations sont efficaces:

» Infection aMycobacteriumAviumou a germe multi résistant

» Méningite tuberculeuse
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= Patients VIH positif chez lesquels existe une rédaale I'absorption gastro-intestinale des
médicaments antituberculeux et ou I'incidence @atiions avlycobacteriumAviumest
plus élevée. De plus les antiprotéases peuverdieaetrune modification des concentrations
plasmatiques de RIFAMPICINE.

Interactions médicamenteuses : administration aqoiteote d'antifongiques imidazoles
(diminution des concentrations plasmatiques de RIPECINE ou pyrazinamide diminution de
'AUC de la RIFAMPICINE.
Suspicion de mauvaise observance :
Dans les situations suivantes ou il existe un ggtiaccumulationet d’apparition d’effets toxiques,
le suivi est utile afin de s’assurer que les cotredions ne sont pas trop élevées :

v' Dysfonctionnement hépatique

v" Insuffisance Rénale

* e suivi est egalement utile en cas de pathologie grave associée

e Chezl'enfant, le STP serait necessaire quelle que soit la situation clinique.

e L’interet du STP dans les infections a germe de GRAM positif n’est pas connu
- Pharmacocinétique :

» Absorption et biodisponibilité :

- Biodisponibilité a jeun : la biodisponibilité aldge est comprise entre 90 et 95%
chez I'adulte. Chez I'enfant(3_36mois), la biodisimilité de la RIFAMPICINE
ingérée sous forme de solution buvable est vosa®0%, d’'ou la nécessité
éventuelle d’ajustement posologique afin d’obteleis concentrations plasmatique
comparable a celle obtenues apres administrattcavigineuse.

Apres administration répétées, par voie oralegtegentrations maximales(Cmax)
moyennes avoisinent 14ug/ml et 18ug/ml pour desepniiniques quotidiennes
respectivement de 600mg et 900mg. Le délai d’olaerttu pic (Tmax) est 1,62
+0.5 h pour une dose orale de 600mg, 'AUC esteégdd7.2+13.4ug/ml.

- Influence de I'alimentation : la résorption est retardée en présence d’aliments.

- Alimentation riche en hydrate de carbones : la Cmax est diminuée d’au moins 20%
chez 33 a 56% des patients et le Tmax est allongeé de 20% alors que I’AUC est peu
modifiée.

- Alimentation riche en graisses : les travaux de Zent et Al. N'ont pas mis en évidence
de différences significatives concernant les Cmax,Tmax et AUC lorque le
RIFAMPICINE est administrée a jeun ol avec un repas riche en graisses. Toutefois,
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des travaux plus récents mentionnent une diminution de la Cmax de 36%, un
doublement du Tmax et une AUC non modifiée.

- Effet du premier passage hépatique : un effet de premier passage hépatique a été
mis en évidence. Cet effet est saturable des que les doses sont >450mg, d’ou une
augmentation non-linéaire des concentrations plasmatiques en fonction des doses.

» Distribution :

la RIFAMPICINE est liée a 80% aux protéines plasqeats, principalement a I'albumine.
Le volume de distribution (Vd=1_1.6l/kg) traduitaubonne diffusion tissulaire. La RIFAMPICINE
est présente a forte concentration ( 100 foisdas sériques contemporains) dans la bile car elle
subit un recyclage entérohépatique. Sa diffusidnfable dans I'os compact et plus importante
dans lI'os spongieux et la membrane synoviale. Hifeuse bien dans le liquide pleural (les
concentrations dans le liquide pleural sont batithes en cas de pleurésie) et le tissu pulmonaire.
Sa bonne diffusion intracellulaire explique des aaorirations intramacrophagiques deux fois
Supérieures aux concentrations seriques.
Elle ne diffuse pas dans le LCR (CLCR =1/6 conediutns sériques, soit 0.8-2.4ug/ml). En cas
d’'inflammation, le passage dans le LCR pourraitagr une efficacité en cas de meéningite
tuberculeuse.
Le passage placentaire est important. Les con¢emsadans le sang du cordon sont voisines de 33
a 50% des concentrations sériques maternelles.
La RIFAMPICINE passe peu dans le lait maternel

» Elimination :

a- Métabolisme : la Cl totale est de 200_300ml/min.

La demi-vie d’élimination plasmatique estldg a 3h.
La Rifampicine est un fort inducteur enzymatiquepdijue puissant qui active son propre
métabolisme.
Les concentrations sériques se stabilisent défemient vers la deuxieme semaine. Ceci touche
d’avantage les concentrations résiduelles(6,8h)lguemax . L'auto induction métabolique existe
guelle que soit la voie d’administration mais untabélisme intestinal s’y surajoute apres
administration orale, signant la réle du CYP3A aneau

Au niveau hépatique, la RIFAMPICINE est fortemerdétabolisé sous I'influence du cytochrome
P450 (CYP3A4). Elle est désacétylée en métabotitefs : la désacétyl RIFAMPICINE, la 3-
formyl-rifamycine et la rifampicine quinone. Ell&iste egalement un métabolite secondaire : la N-
déméthylrifampicine.

4- Choix et Validation d’une Méthode

Le but de la validation d'une méthode d'analyseestémontrer qu'elle correspond a
L’'usage pour lequel elle est prévue.
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Ensemble des opérations nécessaires pour prougde guiotocole est suffisamment exacteet fiable
pour avoir confiance dans les résultats fourniseet pour un usage déterminé.

a- Histoire de la validation analytique

La validation analytique est une vérification dectanformité des conditions d’exécution aux procéduelle tient
compte notamment des résultats obtenus avec lesitiltdns de contrdle. Les premiéres publicatiomsla validation
analytique remontent a 1985, a la suite de renesrgntre I'industrie pharmaceutique américaineestétats unis
d’Amériques.

Des 1986, un premier texte officiel est publié démgpharmacopoeial forum intitulé : « current cquicéor the
validation of compendialassays ». En 1989, 'USPv@mtion (United State pharmacopoeial Conventiamlip, dans
son 9™ supplément, « validation of compendialmethods2512, texte officialisé dans cette méme pharmactgdg
janvier 1990.

En 1992, la SFSTP (société francaise des sciendestmiques pharmaceutiques) publie, dans STRmzhpratiques,
un guide pour la validation analytique. Cette psippon a connu un succes beaucoup plus vaste pilipogsent les
recommandations réglementaires communément adetisgmliquées dans I'industrie pharmaceutique nat#et une
démarche statistique pour la validation d’une pdocé analytique.

Le sujet est ensuite repris par L'ICH (Internatio@onference on Harmonisation) qui publie en 1994puemier
document sur les définitions, « Validation of amiaBiprocedure : Terminology and definitions (Q2A4) Cette
publication est complétée en 1996 par une secomtdicption (Q2B) expliquant comment on peut coneluime
validation analytique « Validation of analyticalpemlure : Methodology ».

En 1996, Le laboratoire national de chimie (labamabf the GovernmentChemist " LGC") a élaboréguide pour la
méthode interne de la validation, il comprend uiseussion sur les exigences liées a I'accréditalélaboratoire.

En 2000, L’Agence fédérale américaine des prodiliteentaires et médicamenteux (Food and Drug Adstragion
"FDA") a développé deux lignes directrices de Lisgie: un pour la validation des méthodes analgiget I'autre pour
la validation des méthodes bio-analytiques.

En 2005, "AOAC" INTERNATIONAL a publié un documetdgchnique pour la vérification des méthodes d'amaly
pour l'accréditation ISO 17025.

b- Description d’'une méthode d’analyse

- Schéma général représentant les principales étapes d’une analyse

- Définir une méthode d’analyse consiste a décrire chacune de ses étapes,
indissociables les unes des autres, en précisant pour chacune d’elles les opérations
élémentaires qu’il faut réaliser

- Il existe de trés nombreuses méthodes de mesure. Le choix de I'une d’entre elles va
guider le choix de la méthode de traitement qui sera préalablement appliquée a
I’échantillon analytique (= prise d’essai)

- Le traitement de I’échantillon analytique constitue en régle générale I'étape clef de
laméthode d’analyse : elle contient la majeure partie de I'erreur analytique et
représenteun facteur limitant en termes de rapidité et d’automatisation.
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Une analyse chimique peut étre définie comme uite diopérations élémentaires, statistiquement
indépendantes les unes des autres, qui commengembment de la prise d’essai (prélevement
d’'un échantillon analytique sur I'échantillon debdaatoire) et aboutissent a I'expression d’un
résultat d’analyse qu’il faudra valider pour poundisposer enfin d’'une donnée analytique.

On a pour habitude de regrouper ces opérationseél@ines en quelques étapes principales, telles
gu’elles sont représentées sufiture 9ou il est rappelé que I'analyse chimique s’inseaasdune
procédure analytique et que celle-ci devra étrdeégent validée pour atteindre I'information
chimique recherchée.

Pour la mesure, on dispose d'un trés grand nombmaéthodes qu’on trouvera décrites dans des
ouvrages généraux, des ouvrages consacres a unndod'epplication particulier ou dans les trés
nombreux ouvrages, plus spécialisés, qui permettapprofondir I'étude de telle ou telle méthode.
Mais il est important de remarquer ici que la méthal’analyse correspond a une combinaison
choisie des différentes étapes, que ces étapesirsenidépendantes et qu’il faut les prendre
globalement en compte, s’il s’agit par exemple dider la méthode.

La méthode choisie pour I'étape |de traitement aehfntillon analytique est en particulier
étroitement liée au choix qui aura eté faitpoumi@hode de mesure et, si I'on est confronté au
choix d’'une méthode d’analyse, la réflexion devoaa simultanément porter sur ces 2 étapes, en
ayant bien conscience du verrou que I'étape dietngint de I'échantillon constitue pour I'analyse.
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Figure 9 : les Etapes de la validation de méthode
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c- Performances et critéres de choix d’'une méthode d’analyse

- Limites de détection et de quantification

La limite de détection d'une méthode d'analyseest la plus petite quantité d’analyte
qui peut étre détectée mais pas nécessairement quantifiée comme une valeur
exacte

La limite de quantification est la Quantité la plus faible d’analyte dans un
échantillon qui peut étre déterminée quantitativement avec une fidélité et une
exactitude appropriée

- Justesse ; exactitude et reproductibilité

Etroitesse d’accord entre la valeur trouvée et la valeur acceptéesoit comme valeur
conventionnellement vraie soit comme valeur de référence

La reproductibilité exprime la variabilité inter laboratoires (études collaboratives)
habituellement appliquées a la standardisation de la méthodologie

- fidélité (répétabilité)

Etroitesse d’accord entre une série demesures obtenues dans des conditions
prescrites a partir de prises d’essais multiples provenant d’une méme échantillon
homogene

La répétabilité exprime la fidélité évaluée dans des conditions opératoires
identiques et dans un court intervalle de temps

- Domaine de linéarité et sensibilité

Capacité dans un intervalle donné d'obtenir desrésultats de dosage directement
proportionnels a la concentration ou a la quantité d'analyte dans I'échantillon

- Robustesse
Capacité du protocole de rester non affectée par des variations faibles mais
délibérément introduites dans les parametres de la méthode; fournit une indication
sur sa fiabilité dans des conditions normales d’utilisation
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A

- Spécificité, rapidité et aptitude a I'automatisation

Capacité de la méthode de permettre uneévaluation non équivoque de I'analyte en
présence de composants qui sont susceptibles d'étre présents
- Colt (investissement et fonctionnement)

Il est bien évident que rechercher I'exactitudeéhultat aura un certain co(t :

- Pouvoir disposer d’'une méthode juste demanderavastissement non négligeable pourl’étudier,
en vue de sa validation... ou alors on fera appellesiexiste, a une méthode deréférence qui ne
sera pas forcément la mieux adaptée a I'environnethelaboratoire, sil’'on doit en particulier
effectuer de grandes séries d’analyses. Mais tagas ne sera pasforcément une nécessité, si I'on
peut se contenter de valeurs relatives destinéegéomparées entre elles dans le cadre d’'une étude
particuliere menée au sein du laboratoire.

- De méme, la répétabilité a un prix, qui se tralduplus souvent dans I'achat de matérielde
précision et d’instruments de mesure plus sophiétgOr cette recherche de laprécision n'a
souvent pour but que d’obtenir une variance at@eéhi@ répétition desanalyses telle que les effets
gu’on veut mettre en évidence ne soient pas masqués

C- Validation d’une méthode d’analyse

- Objectifs : avoir une méthode juste (sans biais) et connaitre sa fidélité (répétabilité)
- Moyens : estimation puis élimination du biais de la méthode

-  DEMARCHE
1. Préparation d’un Echantillon de Référence Interne du Laboratoire (ERIL)
2. Estimer le biais

- parrapport a une méthode de référence

- par rapport a un échantillon de référence

- au moyen d’une analyse inter-laboratoires
3. Eliminer le biais ===> Recherche des causes d’erreurs

- éviter les erreurs liées a la réponse instrumentale

- Saffranchir des effets de matrice : méthode des ajouts dosés et des dilutions

- Optimiser la méthode de traitement de I’échantillon analytique.

Tout laboratoire, en particulier lorsqu'il doit peaer de grandes séries d'analyses, va choisir, en
fonction des objectifs qui lui sont assignés et eyens dont il dispose, sa propre méthode : ce
n'est pas forcément une méthode de référencemeétlzode qui serait éventuellement retenue pour
trancher, en cas de litige.

- Objectifs d'un laboratoire d'analyse
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Pour choisir une méthode d’analyse, de nombret&res devront étre pris en compte, par exemple

le nombre et la cadence des analyses qu'on vauedfeta capacité d'investissement du laboratoire

et les moyens humains dont il dispose, mais leebséntiel sera toujours de produire au moindre

colt une donnée que personne ne puisse contegterésultat d'analyse validé, appelé donnée

analytique.

Atteindre cet objectif nécessite, d'une part, dsssirer de I'exactitude de la méthode choisietrd'au

part, de réduire le nombre de répétitions des aralgestinées a produire une méme donnée. Dans

ce but, on va préparer un échantillon de référglucboratoire qui sera utilisé tout d'abord pour

étudier et valider la méthode puis, comme étalamur pnettre en place un systeme de contrble

interne de la qualité des analyses.

- Principales étapes d'une validation

i.  Préparation de I'échantillon de référence du laboratoire (ERL)

Cet échantillon doit représenter une "moyenne"ébsintillons qui seront ultérieurement regus par
le laboratoire en vue d’'une analyse, moyenne emguieconcerne la teneur de l'analyteou des
analytes recherchés, moyenne aussi en ce qui cenlzecomposition de la matrice. S'il s'agit par
exemple de mesurer une pollution des sols par Esur lourds, on préparera I'échantillon de
référence du laboratoire a partir d'un grand nonstehantillons prélevés sur différents sites plus
ou moins pollués, a différents horizons ; ils sefmoyés et intimement mélangés les uns aux autres
pour obtenir un échantillon homogeéne, dont il faudiailleurs tester I'homogénéité. On s'assurera
ensuite des conditions de conservation de cet @ibarpour qu'il ne subisse pas de modifications
dans l'espace (homogénéité) et dans le temps (oorations, Réactions diverses, etc.).
ii.  Estimation du biais de la méthode

Pour une méthode de référence qui est sensée dennésultat juste T, on écrit qu'un résultat
d'analyse xi peut étre modélisé sous la forme :

x, =T +e¢

ou e i représente l'aléa expérimental.

Il est bien évident qu'ayant choisi pour le laboirat une méthode M différente de la méthode de
référence, elle ne permettra d'atteindre, en répéés analyses, qu'une valeur TM qui contient
certes le résultat juste mais en méme temps, peyted biais éventuel BM propre a la méthode.

Le modéle devient donc alors :

x; =T +B,, +e, (Tyy =T + By )
Il est nécessaire d'évaluer ce biais pour I'élimgigossible, ou du moins le corriger. En effet, e
cas de litige commercial, voire juridique, c'eseunéthode de référence ou, a défaut, toute autre
méthode convenue entre les parties ou désignéle palbunal qui sera réputée donner le résultat
juste et donc retenue pour trancher.

Ainsi, connaitre une méthode, la valider, n'est paglement mesurer sa fidélité a travers une
estimation de I'écart-type, mais évaluer aussisi@$se en appréciant son biais éventuel.

Le but de la validation ne sera pas ici, au mogssdun premier temps, de normaliser la méthode
choisie pour en faire une méthode de référence desassurer que les données produites seront
acceptées.

Comment évaluer le biais de sa méthode ? La premsi@ution, immeédiate si I'on dispose d'une
méthode de référence , est de répéter celle-ciERIr pour déterminer T. Puis on répéte les
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analyses avec la méthode M pour obtenir TM :. (TM représente alors le biais de la méthode ; il
est nul si la méthode est juste.

S'il n‘existe pas de méthode de référence, une tagon de procéder est de se procurer un matériau
de référence certifie (MRC) aupres d'organismesdak le NIST (National Institute of Standards
and Technology) aux USA ou le BCR (Bureau Commuaisritie Référence) en Europe.

On va rechercher un MRC pour lequel il existe ls@nune valeur certifiée de la teneur en l'analyte
gu'on souhaite déterminer, cette valeur théorigquie-Tobtenue par consensus entre un ensemble de
laboratoires — étant considérée comme conventitemeht vraie. Mais le MRC doit aussi
présenter une matrice aussi proche que possiti#Rtecar on sait qu'un effet de matrice peut venir
perturber la mesure de l'analyte. Enfin, s'il exjgiusieurs MRC possibles, on choisira celui qu'on
pense devoir étre retenu en cas d'expertise. leergte d'un MRC convenable sera facilitée par
l'utilisation de banques de données, comme par jebeecla banque COMAR développée en France
par le BNM (Bureau National de Métrologie).

Ayant trouvé un MRC adapté, on lui appligue n flsisnéthode M pour déterminer une teneur
moyenne M T ainsi qu'une valeur estimée s2 deriavee. On va ensuite comparer M Tac T, par
un test de conformité , en calculant :

Ty -T.
ra&: = f

IIS

|

e
On admettra, pour une probabilité choisie, que &hade est juste si tobs est supérieur a une
certaine valeur e- 1t , par exemple 1,96 pour une probabilité P = He 0,95.
En l'absence d'une méthode de référence ou d'uérimatde référence certifié, il reste encore
possible de participer a une analyse inter-laboegtajui utiliserait ERL ou un matériau de méme
nature.
Et enfin, en cas d'impossibilité, il sera toujopassible d'appliqguer a ERL différentes méthodes
d'analyse, de comparer les résultats entre ewe déslinterpréter pour essayer de comprendre
laquelle de ces méthodes pourrait étre considéndene donnant un résultat juste ; c'est par rapport
a cette derniere qu'on mesurera le biais de lagdétM.
Si, a la suite de cette premiere étude, on consfadela méthode M choisie par le laboratoire
présente un biais, on va essayer de I'éliminerecégant a une recherche systématique des causes
d'erreurs.

iii.  Recherche des causes d'erreurs et corrections possibles

Cette recherche se fait dans I'ordre inverse de della chronologie habituelle de I'analyse car on
va partir du milieu de mesure le plus simple pdlerau plus compliqué. En effet, on s'intéresse
tout d'abord, sur des étalons — le plus souvestsodutions étalons —, aux erreurs qu'on peut
commettre dans l'interprétation du signal analgiquis, sur le milieu de mesure — dans la plupart
des cas, une solution de mesure —, aux perturisafeentuelles du signal analytique par des effets
de matrice ; on s'intéresse enfin a I'erreur que ppporter I'étape de traitement de I'échantillon
analytique. En ce qui concerne le signal analgtidferreur la plus répandue lorsqu’on cherche ale
convertir en un résultat d’analyse, consiste arerai priori qu'on se trouve dans le domaine de
linéarité de la méthode alors qu'on en est sdrtest classique, par exemple, en spectrométrie
d'absorption atomique, d'utiliser un étalon exteme concentration CE dont on mesure
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périodiquement le signal SE pour calculer enspieune simple régle de trois que propose tous les
logiciels, la concentration CM d'une solution desare donnant un signal SM :

Ce
Sg

Cy =Sy
(3)

Cette facon de faire suppose bien entendu qu'stexune relation linéaire entre signal et
concentration. Or chacun sait que le domaine dmlfité de la méthode de mesure, peut étre trés
restreint, particulierement dans le cas d'une a&atioin électrothermique. Il s'agit donc en premier
lieu d'avoir parfaitement déterminé le domaineidédrité de la méthode pour l'analyte considéré.
C'est seulement apres qu'on construit, dans ceidema droite d'étalonnage ; ces deux opérations
sont réalisées successivement, indépendammentdetautre, car il est facile de montrer que la
meilleure détermination de la pente de la droiéatbnnage passe par une répétition des mesures
mais a deux niveaux de concentration seulementisishaux bornes du domaine de linéaritée.
Malheureusement on constate que, pour détermiagrammetres a0 et al de la droite d'étalonnage
S=a0+alC représentée sur la figure 5, awostente trop souvent d’effectuer une régression
linéaire simple du signal analytique mesuré sucdacentration des solutions étalons. Or il est
connu qu'en effectuant une régression aux moiradnegs pour calculer les coefficients a0 et al du
modele, la pente al de la droite étant par défimita sensibilité de la méthode d'analyse dans son
domaine de linéarité, la variance estimée de al est

-

jl(ﬂl) ZHL

~
i=l
(4)
expression dans laquelle 2 rs représente la variegsiduelle, Ci la concentration de la solution
étalon ( i) et C la moyenne des concentrationssodgtions utilisées. Si S i représente le signal
analytique mesuré pour la concentration Ci et i @&leur prédite par le modéle, c'est-a-dire par |
droite d'étalonnage, pour la méme concentration :

n—2 (5)

On voit bien sur la formule (4) que, pour diminleerariance sur I'estimation de 1 a , il faut rendr
le plus grand possible le dénominateur, ce qui daatchoisir i C le plus éloigné possible de C ; C
représentant le centre du domaine de linéariteallaur moyenne des i C ), on aura donc intérét a
choisir des concentrations situées aux bornes aeéree domaine. Cela peut étre aussi démontré
de facon plus générale, lorsqu’on s’intéressergdiusation optimale de la collecte des données.
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PARTIE PRATIQUE

A- MATERIEL ET
METHODES :

OBJET ET DOMAINE D'APPLICATION

Cette procédure décrit la technique de dosage ctographique de la RIFAMPICINE. Elle
concerne les techniciens, les attachés, les irdertes biologistes du laboratoire de
pharmacologie.

MATERIEL
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Figure 11 : 'HPLC SHIMADZU/DAD
La chromatographie en phase liquide a haute pedocen(CLHP), mais on trouve plus
frequemment l'abréviation anglaise HPLRigh performance liquidchromatographgepuis les
années 1990, est une technique de séparation ignalyen fonction de I'hydrophobicité et
préparatrice des molécules d'un composé ou d'uangelde composeés. Pour certains, HP signifie
« haute pression ».
- Principe:

Schéma de principe
d'une chaine d'"HPL.C

i . Systeme
Reésevoir de solvant d'inté gration et

dicateur de d'impression
pression et déehit
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Figure 12 : schéma décrivant le principe de fomctement de 'HPLC

L'échantillon a analyser est poussé par un liq(agpelée phase mobile) dans une colonne remplie
d'une phase stationnaire de fine granulométrie €lggains » sont de tres petite taille). Le débit
d'écoulement de la phase mobile est élevé ce ¢rdaira une augmentation de la pression dans le
systeme. Ce débit élevé diminue le temps nécespaile séparer les composants le long de la
phase stationnaire. La fine granulométrie de lasphsationnaire permet une meilleure séparation
des composants. En effet, pour un méme volume deseplstationnaire la surface d'échange
augmente si les « grains » qui la composent sodliadaétre plus petit. Les pics obtenus sont plus
étroits donc la résolution est améliorée (les @mosmt bien séparés, on peut donc bien les
différencier), le seuil de détection est égalenpduns bas (des pics étroits et hauts sont pluseiaail
isoler du bruit de fond que des pics larges et.bas)

La combinaison de ces attributs - rapidité et tédsmh €levées - conduit a I'appellation « haute
performance ».

Les solvants utilisés sont des combinaisons misgittleau et de divers

liquides organiques (alcools, acétonitrile, dichloéthane...).

Souvent, la composition de la phase mobile est fidedau cours de l'analyse, c'est le mode dit
« gradient » ou « élution graduée » (en opposittan mode « isocratique », pour lequel la
composition de la phase mobile reste la méme toubrag de l'analyse). Par exemple, sur une
colonne apolaire, en utilisant un mélange eau/mélheomme phase mobile, les composants les
plus hydrophobes sont élués avec une concentrélémée en méthanol alors que les composants
plus hydrophiles sont élués préférentiellement awex concentration faible en méthanol. Selon la
nature de la phase stationnaire, on commencerarraiconcentration élevée en méthanol ou le
contraire.

- Appareillage et Fonctionnement :

a- Pompe:

C'est la partie qui sert a stocker I'éluant etijetter sous pression dans la colonne. Elle est
composeée de :
» Deux pistons alternatifs

» Réservoirs de phase mobile
 Electrovannes

* Amortisseur de pulsations

» Systeme de purge et d'amorcage
» Capteur de pression

* On utilise une pompe pour une élution isocratiquéelasieurs pour une élution par
gradient.
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b- Injecteur:

Des tubes en acier inoxydable, en Teflon, en PEl€msilice fondue permettent de relier la
ou les pompes a l'injecteur chromatographiqueallpjusieurs types d'injecteurs :
e Boucle d'injection : permet la répétabilité du volume d'injection

* Injecteur seringue
e Extraction sur phase solide en ligne

c- Colonne:

Elle dépend du type de chromatographie en phaseléiqque I'on veut faire et donc de la nature et
du nombre de composés que I'on veut séparer. tlypauoir plusieurs colonnes paralleles. Il 'y a
donc plusieurs types de chromatographies en plpséd :

e CHROMATOGRAPHIE D’ADSORPTION :

Dans cette chromatographie, la phase stationnaitsiste en une matiére solide a grand pouvoir
d'adsorption, tel que I'oxyde d'aluminium, lescailes de magnésium, les gels de silice.
Les composants sont simplement plus ou moins reténla surface de la phase stationnaire
par adsorption physique. C'est une technique aqungpen compte la polarité des composants.

* CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE :

Dans cette chromatographie les analytes sont seardonction de leur affinité avec les phases
stationnaire et mobile. L'affinité dépend de lagpivé des analytes et des phases. En mode normal
la phase stationnaire est polaire, en mode invetke est apolaire. Il y a deux types de
chromatographie de partage :
v’ liquide - liquide : 1a phase stationnaire consiste en une trés fine couche de liquide répartie
par adsorption physique a la surface du matériau support le plus inerte possible. Les
composants sont séparés comme dans une extraction liquide-liquide, sauf que la
répartition des composants se fait lors du passage dans la phase liquide et non par
agitation.
v’ liquide - solide ou liquide - phase greffée : la phase stationnaire consiste en une espéce
organique liée par des liaisons chimiques a la surface des particules du matériau support

* CHROMATOGTRAPHIE PAR ECHANGES D’IONS :

La phase solide est une résine insoluble munierdepgs fonctionnels capable de dissocier. Ce
sont, habituellement, des groupes « acide sulfeniq(SQH) pour les échangeurs de cations et
« ammonium quaternaire » (N@pour les échangeurs d'anions.

e CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION SERIQUE :

Les composants sont séparés selon leur dimensitcohaire. La phase stationnaire est composée
d'un matériau poreux (petites particules de siticade polymeres), les molécules dont le diamétre
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est supérieur a celui des pores ne peuvent pérédtrer sont pas retenues. La durée de séjour dans
la colonne augmente lorsque la taille des anatjitague.
* CHROMATOGRAPHIE CHIRALE :

Cette technique de chromatographie consiste errtaation de liaisons non covalentes entre
les énantiomeéres du substrat et l'absorbant chogragthique chiral donnant des complexes
diastéréoisomeres ayant des affinités de liaisdfférehtes. Elle sert donc en particulier a séparer
des énantiomeres.

d- Détecteur:

Il existe plusieurs types de détecteurs :
» Détecteur a absorption UV ou visible

» Détecteur a indice de réfraction

» Détecteur UV a barrette de diodes (DAD)

» Détecteur a fluorescence

» Détecteur de type spectrometre de masse (MS)

» Détecteur évaporatif a diffusion de la lumiere (DBD
» Détecteur électro-chimique (DEC)

e- Différentes phases stationnaires :
- Phase Normale :

» Les colonnes en phase normale sont des colonnésaduimase stationnaire est polaire et
acide.

» La phase normale la plus utilisée est a base deeggilice : a sa surface se trouvent des
groupes silanols (-OH) et des groupes siloxanes.(&&s groupes permettent a la silice de
retenir les composés a analyser par des liaisafr®bgnes.

» Cette phase sert ainsi principalement a séparezaieposes polaires.
- Phase Inverse :

La base d'une phase inverse est une phase noumadéeselle des chaines alkyles (ou autres selon
la polarité recherchée) ont été greffées au nidesugroupes silanolsrfd-cappingy En général, la
phase stationnaire est majoritairement composéeetites particules de silice sur lesquelles on a
greffé des fonctions chimiques, le plus souverttdenes alkyles a 8 ou 18 atomes de carbones.
Les fonctions silanols (Si-OH) qui subsistent emyent des interactions hydrophiles parasites, qui
rendent les résultats non reproductibles surtout pes molécules basiques. Pour éviter cela, la
surface de la silice est généralement recouvertarmafonction méthyle et les fonctions silanols ne
sont plus libres mais sous la forme (Si-O{;H'est cette étape que l'on appeliend-capping.
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Les fonctions chimiques utilisées poueled-cappingoeuvent toutefois étre de nature trés diverses
et les colonnes de derniéres générations résistatés pH extrémes sont généralenest-

cappedavec des fonctions proposant un plus grand gedreqee, tel que le tert-butyle (Si-O-
C(CHg)a).

» Selon le taux de greffage, on obtient une plus oinsngrande résolution.

» Cette phase stationnaire est dite « inverse »eaothire et hydrophile (sans les
« greffes »), la phase devient apolaire et hydrbpho

- Description de la Chromatographie Liquide A Haute Performance Shimadzu DAD :

i
i
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Figure 13 : description de 'HPLC SHIMADZU/DAD aaboratoire des analyses

: Solvants de la phase Mobile

: Dégazeur

: Pompe Quaternaire 1

: Injecteur automatique

: Colonne
: Pompe Quaternaire 2

: Detecteur : UV (D2) / Visible (W)

: Ordinateur qui contient le logiciel enregistreur

1
I 6o mmooOw>r>
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- Produits :
1. Rifampicine 1mg/ml (dans le méthanol) SM

5mg de la poudre RIFAMPICINE dans 5ml du méthanol
2. Solution de travail (10pg/ml) :
50pg de SM dans 4950L de méthanol
3. Flacons d'injection de GC ou de I'AS100
- Phase mobile :
Mélange tampon phosphate SYMMETRY et acétonitrile 50/50
Acétonitrile pour HPLC
Tampon phosphate SYMMETRY:50mM, pH: 3.5
6g de NaH2P04 anhydre dans 1 litre d’eau bi-distillé
On utilise I’Acide ortho phosphorique (H3PO4) pour ajuster le ph a 3.5

- Pré colonne:

SYMMETRY C18 WATERS

Figure 14 : pré-colonne SYMMETRY C18 WATERS

Il présente une meilleure finesse des pics

-  Colonne:
SYMMETRY C8 WATERS (250x4.6)
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Les colonnes Symmetry s’imposent toujours comme référence en matiere de
reproductibilité pour I'analyse des médicaments par HPLC, garantissent ainsi la conformité

a long terme de vos méthodes chromatographiques.

Figure 15 : COLONNE C8 WATERS

- Détecteur:
Model : SPD_M20A
LAMP : D2(UV) & W(Visible)
Multi longueur d’ondes : 190> 380 nm

PREPARATION DES ECHANTILLONS

- Standards

Dans des tubes Eppendorf® de 1.5ml mettre :

Standardspg/ml)
20 10 5 2.5
ST (ml) 400 200 100 50
Nacl 0.9% 200 200 200 200
(ml)
Méthanol (ml) 200 300 350

Tableau 1 : Préparations des standards
- Traitement (sérum, patients et standards)

200pL de sérum patient + 400uL de Méthanol

[XI Agiter tous les tubes 15 secondes au vortex
%I Laisser au repos pendant 10 minutes
Centrifuger 4 minutes a 10 000 tours/min
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Récupérer le surnageant dans les flacons pour injection dans la HPLC
SHIMADZU/DAD

CONDITIONNEMENT DE L’ANALYSE :

- TOTAL FLOW : 1.000ml/min
- INJECTION VOLUME : 50 pl
- Pump A pressure : 110 bar
- Pump B Pressure : 107 bar
- OvenTemperature : 30.0°c
- Cooler Temperature : 15.8°c
- Room Temperature : 22.1°c
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B- RESULTATS ET DISCUSSION :

1- Optimisation de la méthode analytique:

Dans cette étape on a changé le mélange de la phaise dans la méthode proposée (45%
acétonitrile, 55% tampon phosphate SYMMETRY « 50mi¥,: 3.5 ») a (50%acétonitrile , 50% tampon Phagph
SYMMETRY« 50mM, pH: 3.5»), Aprés le dosage Il g’edevenu clair que ces caractéristiques sont les p
compatible a notre dosage. On a eu de trés boubkatds sans aucune impureté, ni aucune interférehane meilleur
séparation et identification des pics.

On a choisi la colonne SYMMETRY C18 WATERS qui esponible au marché et peut doser certains autres
médicaments que la RIFAMPICINE.

On a gardé la valeur du pH a 3.5 pour mainterpr@ionger la durée de vie de la colonne.

On a gardé I'acétonitrilecar il présente I'avantd@ee plus faible viscosité et d’'une meilleurensparence dans I'UV.

Le débit 1ml/min permet d’éluer la RIFAMPICINE & temps de rétention plus court (4.7min) que ceduddml/min
dont le temps de rétention a été (11.5min).

En ce qui concerne la longueur d’onde : la RIFAMIRIE n’existe pas dans la bibliothéque des résyltiiac on ne
savait pas a quelle lumiére notre médicament absaddnc on a fait un balayage de 190nm a 380nm.
Voila le chromatogramme de balayage des spectres :
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Figure 16 : Chromatogramme de balayage de longubomsles
A partir du chromatogramme nous pouvons apercaygr le pic de la molécule RIFAMPICINE
apparu aux longueurs d’ondes suivantes : 224nnOn@7et 335nm, mais pour les longueurs
d’ondes : 224nm et 270nm il y a un risque d'intexfice avec des molécules non-spécifiques dans
le sérumet on a trouvé que la RIFAMPICINE peut étre déteci@irement & 335nm sans aucune interférence.
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Figure 17 : Chromatogramme de pureté du pic ddFARPICINE

--- pic de la RIFAMPICINE
--- courbe de pureté
--- ligne de zéro

Depuis ce chromatogramme on remarque que la cal@lpaireté se colle a la ligne du zétors il
ne y a pas d'impuretés détecté et I'index de latgudu pic a une valeur qui tend vers « 1 »(Ind&299999)
Alors on trouve que la RIFAMPICINE est détectéessamcune impureté.

2- Validation de la méthode analytique :

Les résultats de la validation de la méthode optmisont évalués selon les critéres suivants :
+» Spécificité /Sélectivité :

Le chromatogramme suivant montre qu'il y a aucumerférence avec la molécule au temps de rétert®na
RIFAMPICINE (4.7)
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Figure 18 : Chromatogramme du dosage blanc
- 0min = 3 min : temps mort

- 3 min = 4.3 : molécules non-spécifiques

Le dosage du blanc (qui ne contient pas la molédaléa RIFAMPICINE) montre que aucune
molécule n'est détectée au temps de rétention BIHAMPICINE est détectée
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ZDFiqure iS : ChrthDatoqranjr;e du d(ngaqe de?’S RIFAWBPEJEEC
- 0 min = 3min : temps mort

- 3 min = 4.3 : molécules non-spécifique
- 4.5 min—> 5 min : pic de la RIFAMPICINE

Ici on remarque que la RIFAMPICINE est détectéetamps de rétention 4.7 sans aucune
interférence.
Alors on peut conclure que le pic de la RIFAMPICINS& bien spécifique est sélective.

% Linéarité:

Les résultats de la linéarité sont détaillés danwbleau suivant, la courbe d'étalonnage présentée
dans la figure démontre la moyenne des 3 mesurgschaque point (quatre points), on a utilisé la
concentration en fonction de I'aire de pic.
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Tableau 2 : résultats de la linéarité

R?: Coefficient de corrélation ; CV : coefficient devariation ; Vo : valeur observée

0

100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000

Concentration théorique pg/ml
25 5 10 20
Co_urbe_ de Pente Origine R Vo Biais % Vo. Biais % Vo. Biais % Vo. Biais %
calibration
1 000003 | 02552 0,9998 2.500 0 5.000 0 10.0264| (opa | 20.0904 0.452
2 000003 | 0.3256 0,9998 2.500 0 5.0668 1336 | 97499 | 5501 | 19.1646 | -4.177
3 0,00003 | 0.1557 0,9998 2.500 0 5.0876 1.752 | 9.6294 | -3.706 | 19.4982 | -2.509
Moyenne | (00003 | 0.2445 0.9998 2.500 5.051466 9.8019 19.5844
Ecarttype | (00000 | 0.069706 | 0.0000 0.0000 0.037372 0.166738 0.382839
CV % 0,00000 | 28.5096 | 0.0000 0.0000 0.73982 1,0108 1.9548
Biais % 0 1.02932 -1.981 -2.078
100 98.97077 98.019 97.922
25 1 y = 3E-05x - 0,064
R2=1
¢ 20 - y 598419
0
N 15 - /
[
E B =—="Sériel
N g 10 - 302470,33 L ,
T ——Linéaire (Sériel)
Rm 5. 151064,67 — Linéaire (Sériel)
Al
T ®775681,67
: 0
0
N

Airsde pics

Figure 20 : Courbe d’'étalonnage de linéarité (cotre¢ion en fonction d’aire de pic)

Les résultats obtenus démontrent une bonne liggaYit 0,00003X - 0,0647 avec un coefficient de
corrélation qui est égale a 14R).
s Lafidélité : Répétabilité

Les procédeésde fidélité sont déterminés a partivadsursintra-jour pour la Rifampicine. On les
résume dans le tableau suivant :

Répétabilité
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Niveaux (ug/ml) Aire Vo (ug/ml) Biais %
2.5 73052 2.500 0.00
2.5 79145 2.500 0.00
25 74848 2.500 0.00
Moyenne 75681,67 2,500 0.00
Ecart type 2510.5766 0.00
CV% 3.31728 0.00
5 147729 5.000 0
5 151731 5.0668 1.336
5 153734 5.0876 1.752
Moyenne 151064,67 |  5.051466 IOk
SD 2496.3982 | 0037372
CV% 1.65253 0.73982
10 316164 10.0264 0.264
10 299948 9.7499 -2.501
10 291299 9.6294 -3.706
Moyenne 302470,33 9.8019 -1.981
SD 10306.589 0.166738
CV% 3.407 1,0108
Justesse%
20 630720 20.0904
20 580192 19.1646
20 584345 19.4982
Moyenne 598419 19.5844
SD 22903.097 0.382839
CV% 3.82726 1.9548
Justesse%

Tableau 3 : Résultats de la Répétabilité
La répétabilité est évaluée par le calcul du coffit de variation. Ce dernier est inférieur a 20%
confirmant que la méthode est répétable et biecigge
% Justesse :

La justesse d’'une méthode est déduite aprés aatili,da linéarité, la fidélité et la spécificite la
méthode, elle est déterminée par le calcul du%iasdu justesse.
Justesse = 140Biais (%) |
Biais=y-ve— aveC  vo : moyenne des valeurs observées; Vs : valeur
Vs suggéree.
La valeur moyenne de Biais % (inférieur a 20%)efustesse % (supérieur a 80%) ont montré que
la méthode est bien juste.
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+ Limite de Détection / Limite de Quantification :

On les a estimés en tenant compte la droite deséign y= ax+b, en tracant les concentrations
théoriques en fonction de la moyenne des concensbbservees.

y=0,9735x+0,108
R?= 0,9999

=——"Sériel

,051466

CONCENTRATION THEORIQUES

0] 5 10 15 20 25
CONCENTRATIONS OBSERVEES

Figure 21 : Droite de régression (concentratiootiogie en fonction de concentration observée)

LDQ = (or1gxsty- ; LDQ = 2.816088 md/
Ces résultats peuvent que des petltes concensatieia molécule RIFAMPICINE peuvent étre
analyseé.

3- DOSAGE DE LA RIFAMPICINE :

Les figures suivantesprésentes les chromatograrde®slosages du principe actif de la RIFAMPICINEfékntes
concentrations :
- Rif25:
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Figure 22 : CHROMATOGRAMME DU DOSAGE PLASMATIQUE DEA RIFAMPICINE (2.5)
On Observe que le pic de la RIFAMPICINE appara&és3® : 4.772 avec un air de piz3052 ce qui
traduit la concentration 2.5 pg/ml

- Rif5:
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Figure 23 : CHROMATOGRAMME DU DOSAGE PLASMATIQUE DEA RIFAMPICINE (5) )

On Observe que le pic de la RIFAMPICINE appara#és3® : 4.78 avec un air de pi¢51731 ce qui
traduit la concentration 5 pg/ml

- Rif10:
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Figure 24 : CHROMATOGRAMME DU DOSAGE PLASMATIQUE DEA RIFAMPICINE (10)

mir

On Observe que le pic de la RIFAMPICINE appara#s3® : 4.755 avec un air de piz3052 ce qui

traduit la concentration 10 pg/ml
- Rif20:
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Fiqure 25 : CHROMATOGRAMME DU DOSAGE PLASMATIQUE DEA RIFAMPICINE (20)

On Observe que le pic de la RIFAMPICINE appara&s3&R : 4.699 avec un air de pi6g0192 Ce

qui traduit la concentration 20 pg/ml

4- DISCUSSION

Tableau Présentant les résultats de tous les dosage

Echantillons

Aires des pics et temps de retentions

[ng/L] Code

Aire du

TR Moyenne

Moyenne
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R11 73052 4,772

2.5 R12 79145 4.786 75681,67 5.0063
R13 74848 4.780
R21 147729 4.768

5 R22 151731 4,754 151064,67 5.0063
R23 153734 4.747
R31 316164 4,755

10 R32 299948 4,745 302470,33 5.0063
R33 291299 4,715
R41 630720 4.699

20 R42 580192 4.688 598419,00 5.0063
R43 584345 4.867

Tableau 4 : Résultats de tous les dosages dedaRitine par HPLC
Dans ce Tableau On remarque que le temps de arigmiste relativement stable, le seul changementasgfeste en
air de pics, qui se change en fonction de conciorra
- En 2.5 pg/ml on a une moyenne d’aire de pic 75681,67

- En 5 pg/mlon aune moyenne d’aire de pic 151064,67
- En 10 pg/ml on a une moyenne d’aire de pic 302470,33
- En 20 pg/ml on a une moyenne d’aire de pic 598419,00

Grace a l'optimisation du dosage de la Rifampigiae HPLC, on peut conclure que, on a eu des résd#disfaisants,
et nous avons confirmé la fiabilité de la méthodeddsage analytique de la Rifampicine par HPLC mmgs avons
développée est mis en place dans le laboratoireadatyses de pharmacologie de CHU HASSAN Il de Fés.
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CONCLUSION

Durant notre étude au sein du laboratoire de phasrt@xicologie, nous avons remarqué que le dévelommt et la
validation de la méthode du dosage de la RIFAMPEar 'HPLC en phase inverse, a fourni des déteations

fiables, spécifiques, sélectives avec un tempsatyar relativement court (temps de rétention eateég 5.006 min),
elles conviennent mieux aux exigences matériellelaloratoire.

La fidélité et la justesse somistbonnes puisque le coefficient de variation (C\&¥le biais son& 20%,
ainsi que la linéarité de la courbe d’étalonnagegsellente, vu que la moyenne des coefficientsateélation Rest
relativement proche de zéro.

La limite de détection était de 22884 pg/ml et la limite de la quantification étde 2.8160 pg/ml ce qui
permet d’'analyser des faibles concentrations déddiormine dans le sang.
Les caractéristiques de performance de ce dosaggent la méthode appropriée pour le suivi thérageert
pharmacologique de la RIFAMPICINEen diminuant savigé des effets indésirables, et aussi pour uniéemne
adaptation de la dose administrée.
Le bilan de ce projet s’avere extrémement posltifne part pour le laboratoire a travers les réssiltités ci-dessus, et
d’autre part, dans un contexte personnel, j'ai 'eachsion de développer et valider une méthodasésl pour la

premiére fois, ici au sein du CHU Hassan Il de Fes.
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