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Résumé

L’isoniazide (INH) et le Pyrazinamide (PZA) sontpligpués dans le traitement de la
tuberculose.lls sont fréquemment associés a deux autres aetduleux (Rifampicine et
Ethambutol) pour un traitement plus efficient. Patieindre une efficacité maximale du traitement
ainsi que pour diminuer l'intensité des effets sidibles un suivi thérapeutique effectué par dosage
des antituberculeux est nécessaire. La validationabage de I'INH et du PZA est effectuée par
chromatographie liquide a haute performance (HPRB)es préparation de la gamme d’étalonnage
les échantillons sont traités par une solution dpratéinisation puis centrifugés a 3000t/min
pendant 10 min, le surnageant récupéré est diludemi par une solution d’acétate d’ammonium a
0.5 M, pH: 8.20, puis injecté en HPLC. La phasebieoutilisée est un mélange de 99% d’'une
solution d’acétate d’'ammonium 0.05M, pH 6 et d’ d%Acéetonitrile, elle circule dans une colonne
C18.30 mm x 3,9 mm, 125A a 20° C. La détectiorastech UV :A=275nm.

L’étude réalisée pour la validation démontre d'yet spécificité pour I'INH et le PZA et
d’autre part une linéarité avec un coefficient de@ation proche de 1 et un coefficient de vaoiati
du facteur de réponse de faible valeur, ainsi qid@pétabilité et une fidélité intermédiaire dat |

coefficients de variation sont inférieurs a 15%.nh@thode est donc applicable aux malades.

Mots clés : Validation, HPLC, Tuberculose, Pyrazinanide, Isoniazide.
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Introduction

La tuberculose est une infection bactérienne chrenidue a Mycobacterium tuberculosis. Au coursade |
derniére décennie et au moment ou on croyait $gedivers I'éradication de cette maladie dans ledeg quasiment
tous les pays ont enregistré une augmentation chbrede cas d'infection. Selon I'organisation maielide la santé
(OMS), durant I'année 2008, 9369 mille nouveaux @astuberculose ont été recensés dans le mondeof@bre
correspond & un taux d'incideriaie 139 nouveaux cas pour cent mille habitant etrnartalité de 1322 mille, a raison
de 20 déces pour cent mille habifarRour cette méme année, la direction de I'épidégi® et de lutte contre les
maladies au Maroc a enregistré 25473 nouveaux edsheérculose toutes formes confondues sur toMtalec, soit
80 nouveaux cas par jour, ce qui correspond awndincidence de 80.7 nouveaux cas pour 100.00@drs.

Les déplacements de population (voyageurs, réfudgéguerres, sans-abri) ainsi que la pandémie HDAS
ont largement contribué, ces 40 derniéres anndagiasémination de la maladie sur toute la pnét

Le traitement de toutes les formes de tuberculegmse sur la prise réguliere d'un ou de plusieurs
antituberculeux. Dans le cas d’'une monothérapiebkstéries développent presque toujours une résistaontre
I'antituberculeux utilisé. De ce fait le traitemedtit étre actif en méme temps sur les bacillesaeat intracellulaires
afin de prévenir la sélection de mutants résistasg association de plusieurs antituberculeuxiest nécessaire pour
un traitement efficace. Le traitement standard reohd tuberculose recommandé a ce jour par 'OMEG uee
association de quatre antibiotiques : RifampiciRE-], Isoniazide (INH), Pyrazinamide (PZA) et EtHautol (EMB).
Ce traitement doit étre administré selon la stietégérapeutique internationale juste aprés qumdiadie ait été
diagnostiquée.

Le traitement par ces médicaments présente soumennefficacité thérapeutique. Des effets indésamvoir
méme toxiques notamment I'hépatotoxicité sont ol&sepour I'INH et le PZA. Ces effets sont souveds bux doses
administrées de ces médicaments. Le suivi thérapeupar le dosage de médicaments permet d'ajlasf@sologie a
chaque patient pour mieux optimiser le traitemémieimiser le risque d’effet indésirable.

Actuellement le suivi thérapeutique est réalisérgbiiH et la RIF au laboratoire du Centre Antipoiseinde
Pharmacovigilance Marocain (CAPM). Le dosage deHlet de la RIF ce fait par chromatographie liquaddaute
performance (HPLC) suivant deux méthodes difféente

L’objectif de ce travail est le dosage du PZA p&L& pour le suivi thérapeutique pour élargir la gardes
prestations du laboratoire vis-a-vis des médicasantituberculeux et pour offrir aux cliniciens autil intéressant
pour améliorer I'efficacité du traitement. Ce ptgperte sur la validation du dosage du PZA et téH’ par HPLC en
se basant sur la technique déja utilisée pourdagkde l'isoniazide. Ce rapport s'articule sundexes :

« Une partie théorique sur la tuberculose son tratdrat les techniques de dosage des antituberculeux

» Une partie expérimentale qui va traiter la validatilu dosage de la PZA et de I'INH.

1. Incidence : nouveaux cas survenant pendant ériede déterminée
2 _ site officiel de 'OMS www.who.int/mediacentratftsheets/fs104/fr/
% _ la direction de I'épidémiologie et de lutte aerles maladies
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LE CENTRE ANTIPOISON DU MAROC (C.A.P.M.) 4
|- Présentation du centre

Le Centre Antipoison et de Pharmacovigilance dudddC.A.P.M) est un service d'utilité publigue matw#
par le Ministére de la Santé pour la gestion deblpmes toxicologiques a I'échelle individuellecetlective. Il assure
une fonction de vigilance et d'alerte sanitaire.s Lebjectifs spécifiques sont la diminution du noenkiotal
d’intoxications, et la réduction des décés et dagpislles toxiques par I'amélioration de la prisecharge du patient
intoxiqué.

Ces objectifs nécessitent I'élaboration d’'une 8t Nationale de Lutte Antitoxique qui requiertntaitrise
de la connaissance de I'état épidémiologique, lan&ion du personnel médical et paramédical, ams la
disponibilité du matériel de réanimation, des atéd et des médicaments. Cette stratégie est BgsfEment sur la

sensibilisation et 'éducation de la population aueblémes posés par les intoxications et leurségurences.

Le CAPM est composeé de sept unités a savoir :

- InformationT oxicologique (IT)

- CentreNationalde PharmacovigilanceGMPV)

- Laboratoire dg oxicologie et de*harmacologie CAPM-LAB )
- Toxicovigilance TV)

- Cellule deCommunication nformation CCI)

* www.capm.ma
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- Assuranc&ualité AQ)
- Suivi et L ogistique EL)

Le CAPM dispose de ressources matérielles divéesfilui permettant de recueillir les

informations nécessaires a la réussite de cegdaliffes missions :

* Ressources Humaines diversifiées et qualifiées
* Fiches de recueil d'informations
* Matériel informatique

* Matériel de laboratoire

lI- Départements du centre antipoison

1- Information toxicologique

L'Information Toxicologique consiste a délivrenformation en toxicologie 24 heures sur 24 et Tg@ur 7,
au public, aux professionnels de santé et aux is&gpconcernant tout produit potentiellement tagigmédicaments,

produits chimiques, plantes, animaux venimeux...).

2- Le Centre National de Pharmacovigilance

Est au service de tous les professionnels de sai#é secteurs hospitaliers et libéraux (médecins,

pharmaciens, dentistes, infirmiers, sages femmkinésithérapeutes...) Pour tout sujet concernamddicament :
* Recueil et analyse de toute suspicion deffet imdbe du a un médicament afin

d’établir la relation de cause a effet ;

» Réponse a vos questions sur le médicament : Effeiésirables médicamenteux, pharmacodynamie,

pharmacocinétique, contre-indications, interactiméslicamenteuses... ;

* Aide a la prescription chez les populations a ms@usuffisants rénaux, sujets agees,
enfants, femmes enceintes ou allaitantes...) ;
 Evaluation des risquaBune exposition médicamenteuse pendant la grassess

« Diffusion gratuite mensuelle d’'un Bulletin d’infoation sur la pharmacovigilance.

3- Centre National de Toxicovigilance
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La toxicovigilance est I'activité de surveillancesdeffets toxiques sur la santé de I'homme d’unlpitpd’une

substance ou d'un agent polluant chimique ou biqlog afin de déclencher I'alerte, de mener a b@mndctions

d’information, de prévention aupres du public efatenation du personnel de santé.

4- Laboratoire de Toxicologie et de Pharmacologie

Son rdle essentiel est d’orienter un diagnostitaXication. Il est chargé d'effectuer dans l'immaédes démarches
pour la recherche, l'identification ainsi que lagtification des substances chimiques.

» Objectifs du laboratoire

- Confirmer, infirmer, ou compléter un diagnostimtbxication.

- Surveillance thérapeutique : dosage des médicampenr un meilleur traitement et pour I'adaptatierposologie.

> Activités du laboratoire

» Toxicologie d’'urgence

Est spécialisé dans l'identification et le dosags tbxiques dans les liquides biologiques
(sang, urines, liquide de lavage gastrique, vomiss®, substance suspectes ...). Les techniques
disponibles permettent de couvrir les toxiquesples frequemment rencontrés au Maroc. Les
résultats sont communiqués immeédiatement a la &nl'ahalyse par téléphone au médecin
demandeur.
» Suivi thérapeutique

Il assure le dosage des médicaments chez les fsasiens traitement chronique. Le but de
ces dosages est: D'éviter les surdosages qui isavar 'apparition d'effets indésirables
médicamenteux et les sous-dosages qui sont la dagecs thérapeutiques.

« Meétaux lourds

5- Cellule de Communication Information

Le r6le de cette cellule est de modifier les cortgroents afin d’optimiser I'efficacité de I'organigm. Ceci
par un systéme de communication a la fois systéumtiefficace et interactive.

Ce département est constitué de quatre unités

1. Centre de documentation

2. Unité de formation et de coopération

3. Unité d’Information, d’éducation et de Commuation
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4. Unité Informatique

6- Assurance Qualité

Département visant a installer une démarche qupbitdgr certifier la conformité du CAPM a un label
de qualité internationalement reconnu : la norm@ B®01 version 2000 pour les départements médiealSO
17025 pour l'accréditation du laboratoire. Son aibest bésée sur linstallation de procédures alimes, de
gestion des ressources matérielles et humainesyidiede I'application et I'évaluation des actiopsur garantir

I'amélioration des prestations, de rendement a cwiihdre et de satisfaction du client.

7- Suivi et logistique

Cette unité a été crée au niveau du Centre pour :
» Assurer la centralisation de toutes les bases deélis du centre, les homogénéiser

et de veiller a leur sauvegarde.

» Soutenir 'administration du centre en créant descédures de gestion et de les
mettre en application.

* Organiser les audits internes, rédiger des rappossurer le suivi des corrections a
apporter.
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1- Définition®

La tuberculose est une maladie bactérienne, aniias®n interhumaine. Le bacille de Koch (Mycob&daia
tuberculosis), responsable de la tuberculose, esthactérie transmise par voie aérienne, via destedettes en
suspension dans l'air provenant des expectoratidmsmalades infectés. L'inhalation de quelques glmttts
contaminées suffit a infecter un individu. Une parse atteinte de tuberculeuse non traitée peuttefale 10 a 15
personnes chaque année.

Toutes les personnes infectées par le bacille dehKBK) ne développent pas la maladie. Le bacibetp
rester dans l'organisme a "I'état dormant", asymptimue, pendant des années. Seuls 5 a 10 % dmspes infectées
développeront une tuberculose. Les personnes imadéymionées ont, aprés avoir été infectées, plussdeeas d'avoir
une tuberculose, particulierement les malades @ASLe virus VIH et le bacille de Koch forment, effet, une
association mortelle, chacun de ces deux agenéxtiafix favorise la progression de l'autre. La toblese est
d'ailleurs la cause principale des décés des nmbtadsida.

2- Les cibles d'infections de la tuberculbse

L’infection due au bacille tuberculeux peut se préer sous diverses formes :

e Tuberculose pulmonaire : Le poumon est la locatisata plus fréquente de la tuberculose,
atteinte isolée dans 80 % des cas, ou associée a@temte extrapulmonaire dans 10 % des cas.

* Tuberculose extra-pulmonaire : Toutes les locatisatde la tuberculose situées en dehors
du parenchyme pulmonaire sont des tuberculoseg-pytmonaires :

- La tuberculose pleurale

- Latuberculose des ganglions périphériques

- Les tuberculoses des os et des articulations

- Latuberculose urogénitale

- Latuberculose du péricarde

- Latuberculose digestive

- Latuberculose neuroméningée

8 Aspects cliniques et thérapeutiques de la tubeseuthez I'enfant et 'adulte C. Billy, C. Perron&&IC-Maladies
Infectieuses 12004) 81-98
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3- Les différentes populations des bacilles de Koch

Au sein d’'un foyer tuberculeux, il existe trois riwgs principales de bacilles dont le métabolismelaet
chimiosensibilité sont variables :
» Les bacilles a métabolisme actif en milieu aérgbidracellulaires ou intra-cavitaires), leur muigation est

continue et rapide.

» Les bacilles intramacrophagiques (intracellulais,r lesquels les antibiotiques efficaces devpmsséder
une bonne diffusion intracellulaire, ainsi qu'ur@iété conservée en milieu acide). Leur multiptioa est ralentie par

le manque d’'oxygene et le pH acide du cytoplasmerophagique.

» Les bacilles intracaséeux (quiescents, ou « dosnahpt Leur multiplication est stoppée, mais ilsteas

vivants. lls sont capables de reprendre leur aéteti de se multiplier dés que les défenses imiaivest diminuent.
4- Traitement de la tuberculdse

Les médicaments de premiére ligne sont I'lsonigiited), la Rifampicine (RIF) et le PyrazinamideZ#®)
agents essentiels du traitement de la tulmseu a bacilles sensibles, Ethambutol (EMB) étapius
inconstamment employé. L'INH exerce l'effet laiide le plus puissant sur les bacillesraeellulaires en
réplication active. La RIF est active sur toutes populations bacillaires. Le PZA apporte unerimution importante
a la stérilisation des Iésions tuberculeuses. L'EBHB bactériostatique aux doses conventionnellegsi utilisé en
association avec des bactéricides plus puissanisgwiter I'apparition de souches résistantesraigetnent par I'IlNH
seul dure pendant 18 mois, I'ajout de la RIF famiduer la période a 9 mois, on peut raccourcitecefurée en
administrant le PZA pour arriver a un traitementdyure 6 mois. (Voir tableau 1)

Tableau 1 : Activité in vivo des antituberculeuxmtemiere ligne

’ Le traitement de la tuberculose en 2007. P. TatteMédecine et maladies infectieuse(2007) 617-628

8 Traitement de la tuberculose. M. AlbertiAichives de pddiatrie 12005) S 110-S116
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Anftibiotigues Activite sar les bacilles Proportion de

mmtants
Apportdans le
resistanty au sein

d ume traitemen t

population semsible

activa (cavema) A pH acids (fovars casseny)
~-108 bacilles ~108 bacilles ~105 bacillas
{macrophasg)

Isoniarids (TNH) 1 Antibistiqualaplus
- S
Rifsempicine (RME) i * * i 18 maiz - 0 mois
Pyrazinsmida (PZA) 0 ++ 0 >104 O mois = 6 moiz
Ethambutol (EME) + + 0 10 Empéchs sélaction da

BMP-F 2 rasistancs

primaized INH
Les médicaments de seconde ligne (éthionamidepsgnihe, capreomycine, aminosides, PAS, fluorodoimes)
sont rarement utilisés. lls sont indiqués en Gasoierance ou de résistance du germe aux anttulseix majeurs.

Un traitement curatif a pour but de détruire lestédes présentes dans les organes infectés. Braduit, un
traitement antituberculeux entraine une guérisors @ % des cas. Méme chez le sujet séropositiflpddlH, le taux
de guérison est supérieur a 95 %. Un traitemerttoge permet d’éviter la dissémination de la malaldéetraitement
permet de faire cesser la contagion en 2 a 3 sesiain

Le traitement standard dure six mois (fig.1), ilnpmrte trois antituberculeux durant les deux presnigois de
la thérapie : INH, RIF et PZA, puis, en cas de llmsiensible a tous les antituberculeux, pendantlenois restants le
traitement est réduit a la RIF et a I'INH. Ces ncédnents peuvent étre utilisés, soit séparémentesassociation fixe.
L’EMB est rajouté a cette trithérapie lorsqu'il sté un doute sur une résistance a l'isoniaZide.

*Tuberculose pulmonaire de I'adulte : M.-C. DombE¥IC-Médecine 12004) 406416
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Isoniazide | |
4-5 mg/kg/jour

Rifampicine
10 mg/kg/fjour

Pyrazinamide
20-25 mg/kg/jour _|

+ Ethambut ol
15-20 mg/kg/jour I—]

Fig. 1. Traitement de la tuberculose de I'adulte

lIl- Monographie de I'lsoniazide et du Pyrazinamide

1- IsoniazidgiHN ouU H)Y

a. Structure chimique de l'isoniazide

N

et

e

NH
0 N.--""'r Z
H

L’isoniazide est un dérivé de l'acide isonicotingquactif sur les bacilles tuberculeux intra et asgllulaire.
Son nom systématique : hydrazide de l'acide 4-fyeicarboxylique = hydrazide de I'acide isonicotiméq Il a une
action bactéricide sur Mycobacterium tuberculosis.

b. Propriétés physicochimiques

Les propriétés physicochimiques de I'INH sont rééamdans le tableau 2 :

Tableau 2 : propriétés physicochimiques de I'tNH

19| es bases pharmacologiques de I'utilisation dedicaéents. Goodman & Gilman
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Dénomination Formule Poids moléculaire _ _
Point de fusion pK
commune brute g/mol
Isoniazide CeH-N:O 137,14 170a173°C| pK1=2;pK2=3,6; pK3=10,8

L’isoniazide se présente sous forme de cristaardd ou incolores ou de poudre cristalline blandghest
inodore et s'altére lentement lorsqu’il est expad&ir et a la lumiére. Il est trés soluble daesu, peu soluble dans
l'alcool, légérement soluble dans le chloroformé&és Iégérement soluble dans I'éther.

c. pharmacodynamie

L’'INH présente une activité bactéricide sélective Is BK surtout celui en voie de multiplicatiorprde. Il est
impliqué dans l'inhibition de la biosynthése desdas mycolitiques qui sont les constituants impagade la paroi
cellulaires mycobactérienne. Comme les acides riigpots ne se retrouvent que dans les mycobacté&adt® action
pourrait expliquer le degré élevé de sélectivitdativité antimicrobienne de I'INH.

d. Pharmacocinétique
» Absorption

L'INH est facilement absorbé aussi bien aprés atsmation orale que parentérale. Le pic de comasah
plasmique est de 3 a 5 pg/ml et apparait 1 a Zhapres administration orale de doses classiques.

» Diffusion

La diffusion de I'INH est excellente du fait dedatite taille de la molécule :
- dans les liquides : pleural, céphalo-rachidien..
- dans tous les organes : foie, rein, cerveaunoou...
- dans toutes les cellules
- dans tous les tissus fibreux entourant les zoaséeuses.

* Transformation

Est réalisée dans différents organes mais esBemtént au niveau du foie par acétylation, le déacétyle est
inactif. L'acétylation est variable selon chaqudiwidu et dépend de la constitution génétique tydateurs rapides,
acétylateurs lents.

e Elimination

Elle se fait par deux voies :

* par voie urinaire sous forme active 10 a 30%vgut le type d'acétylateurs).

 MONOGRAPHIE RIFATER® Version s-a 4.0 datée du 14rs2009
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* par voie biliaire sous forme métabolisée.

e. Indications thérapeutiques

L’INH reste la molécule la plus importante dandrltement de tous types de tuberculose. |l esgatfiible
sous forme pharmaceutique orale ou parentéraleéoka totale quotidienne est généralement de 5 nig/kgaximum
étant de 300 mg. Les doses orales et intramusesilaont identiques. L'INH est généralement admiiéish une seule
dose orale quotidienne.

f. Effets indésirables

lls peuvent dépendre en partie de la vitesse d/atitn et des antécédents du malade. En génarialdrance
est bonne vu I'index thérapeutique élevé de I'lKh. peut remarquer les troubles suivants :

- Troubles digestives : nausées, vomissements, dsulgigastriques ;

- Troubles hépatiques : élévation relativement frétpigles transaminases : rares hépatites aigués ¢gaveans

ictére), certains pouvant étre séveres.
- L’hépatotoxicité est accrue par association aveifdanpicine : par un mécanisme d'induction enzyimqad.

- Troubles neurotoxiques : Neuropathies périphésaquolynévrite avec atteinte sensitive des extésni

2- Pyrazinamide (PZA ou Z3=

a. Structure chimique du Pyrazinamide

N~ NH,

12 pyrazinamidéuberculosig2008) 88(2) 141-144

13 es bases pharmacologiques de I'utilisation dedicaéents. Goodman & Gilman
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Le Pyrazinamide est un dérivé du nicotinamide f &cti les bacilles tuberculeux a localisation iogltulaire.

Il appartient a la classe des pyrazinecarboxan8a& nom systématique : pyrazine-2-carboxamine. uha action
bactéricide sur les Mycobacterium Tuberculosis.

b. Propriétés physicochimiques

Les propriétés physicochimiques de la PZA sontmé&as dans le tableau 3 :

Tableau 3 : propriétés physicochimiques du PZA

Dénomination Poids moléculaire _ _
Formule brute Point de fusion pKa
commune g/mol
Pyrazinamide ¢H:N;0 123.11 192°C 0,5

Le PZA se présente sous forme de poudre cristabliameche ou presque blanche, inodore ou presqu®iap
peu soluble dans I'eau et Iégérement soluble daltedl, I'éther et le chloroforme.

c. Pharmacodynamie

Inhibiteur spécifique de la synthése des acidesoliques. Le PZA est bactéricide sur les bacilles
intracellulaires dits « quiescents » et sur leslleacd métabolisme lent contenus dans le caséum.

d. Pharmacocinétique
e Absorption

Le PZA est bien adsorbé au niveau gastro-intestigtalse distribue largement dans tout le corps.
L'administration orale d’'une dose de 25 mg/kg pmaurjentraine des concentrations plasmiques entret 20 pl/ml
aprés 2h. La fixation aux protéines plasmatiquesres faible.

» Diffusion

Le PZA diffuse facilement dans les tissus (pounfioie, rein) et les macrophages.

* Transformation

Elle est effectuée par désamination au niveau d flormant de I'acide pyrazinoique qui lui-méme est

transformé par la xanthine oxydase en acide 5-hyghyrazinoique.

* Elimination

L’élimination rénale concerne le PZA (4 %), I'acipgrazinoique (40 %) et I'acide 5-hydroxypyrazingq30

%). L'élimination rénale du PZA entre en compétitevec I'acide urique. Sa demi-vie est de 4 a 10dw®

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

e. Indications thérapeutiques

Le PZA est devenu un composé important de la rthudtiapie a court terme (6 mois) de la tuberculdssst
disponible sous forme de comprimés. La dose qutith chez I'adulte est de 15 a 30 mg/kg par vadeot.a dose
maximale a administrer est de 3g par jour quelsmiiele poids.

f. Effets indésirables

Ses effets secondaires sont dominés par :
* L’hépatotoxicité qui oblige l'interruption du trainent en cas d'élévation des transaminases a #s3afo

normale.

e Les arthralgies et plus rarement les crises ddtgg@mont la conséquence de I'augmentation de Earie.
Celle-ci est normale au cours du traitement paPZ# et ne doit pas faire modifier le traitementimiroduire
l'allopurinol. En effet, le PZA et ses métabolitemnt excrétés en compétition avec l'acide uriquauggmentation de
l'acide urique est, en revanche, un bon reflet'dieservance thérapeutique. Un exanthéme avec pstriégalement

fréquent et ceéde généralement sous antihistaminique

llI- L’intérét du suivi thérapeutique de I'INH et du PZA

Le suivi thérapeutique consiste en le dosage daficamments afin de déterminer leurs
concentrations le plus souvent dans le sang, lenséou le plasma du malade. Le suivi
thérapeutique dans le cadre du traitement de lard¢ulbse permet au meédecin de faire un
ajustement rapide de la posologie des médicameasenis. Les ajustements de ces doses sont
recommandés dans le cas des patients présentanneai€action lente au traitement, soit atteints
d’une tuberculose résistante aux médicaments, wnednaladie concomitante qui peut compliquer

considérablement la situation clinique. Le suiv@rdpeutique peut étre également préconisé pour

éviter des interactions entres les médicamétts.

a- L'intérét du suivi thérapeutique de I'INf

Le suivi thérapeutique de [I'INH se justifie dunearp par la grande variabilité

interindividuelle de sa pharmacocinétique (en paligr du fait d'un polymorphisme génétique

4 Therapeutic Drug Monitoring in the Treatment ab€rculosis. Charles A. PeloquiDrugs2002; 62 (15): 2169-
2183

15 Suivi thérapeutique pharmacologique de l'isoniaBMC Biologie clinique [90-45-0155]
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concernant l'acétylation hépatique de I'INH), etaudte part par I'existence d'interactions

médicamenteuses pharmacocinétiques notammentl& lguRest un inducteur enzymatique.

b- L'intérét du suivi thérapeutique du Pyrazinamide

L'intérét du suivi thérapeutiqgue du PZA réside démséduction de la gravité des effets indésirallesce
principe actif ainsi que I'observance du traitemétarmi les effets les plus fréquents et les pluesx du PZA, que
justement le suivi thérapeutique permet de dimidaegravité, on peut citer une atteinte hépatiqée & des doses
élevées du médicament, I'apparition d’arthralgiesaeement des crises de goutte. Cette réductionbésnue a travers
I'adaptation de la dose administrée a chaque gat@an la réaction de son métabolisme.

Le dosage de la PZA et de I'INH s'effectue par muss méthodes dont la spectrofluorimérie, la

polarographie... . Cependant, la HPLC reste a préaenéthode la plus utilisé&!’

IV- Chromatographie liquide & haute performafice™

1- Principe

La chromatographie liquide a haute performanceL)Pest une technique de séparation chromatographiq
reposant sur la distribution différentielle desézggs entre deux phases non miscibles, une phasmsére contenue
dans une colonne et une phase mobile qui est ééliar partir d’'un réservoir et circule a traverscddonne. Les
principes actifs de I'échantillon séparés passeravers le détecteur pour étre identifiés. Enisaté colonne, chaque
principe est quantifié par un détecteur. Ce derplacé a la sortie peut étre couplé a un enregistva une unité
informatique qui traduit le signal électrique errathatogramme. En effet, le détecteur dirige sunrBgistreur un
signal constant appelé ligne de base en présendiiide porteur ; le passage de chaque soluté éépamduit a

I'enregistrement d’un pic.
Dans des conditions chromatographiques donnééter®gs de rétention” (temps au bout
duquel un composé est élué de la colonne et diteatéactérise qualitativement une substance.

® Dosage de [lisoniazide, du n- acetylisoniaziée de I'acide isonicotinique par polarographa tension
sinusoldale surimposiee J. J. VALLON. A. BADINAN#2 C. BICHON

" Microdosage de I'isoniazide et de I'acetylisonizplasmatiques par chromatographie liquide a heer®rmance
C. LACROIX*, G. LAINE et J.P. GOULLE

18 www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosart/decouv/chromato/salgs. html
9 Cours de chromatographie liquide. Dr Thierry BREEBépartement de Chimie Université de La Réunion

%0 Chromatographie liquide. Pr. Jean-Louis CUQ Ursiité MONTPELLIER 2
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L'amplitude de ces pics, ou encore l'aire limitée ges pics permet de mesurer la concentration de

chaque soluté dans le mélange injecté.

2- Appareillage

L’appareillage de I'HPLC se compose d'un systemepdmpage directement liée a un
réservoir de solvant, d’'une colonne chromatographiqd’'un détecteur et d'un systéme
d’acquisition et d’interprétation des données @Iné¢eur ou enregistreur ou unité informatique). La
figure 2 représente un schéma simplifié d’'HPLC.

pompe owlonne détecteur

|: :I |
| | sortie
injecteur

.hM A an.n

enregistreur

solvant

Figure 2 : schéma classique de HPLC (chromatogedjghiide haute performance)
a. Systeme de pompage

Les systemes de pompage de I'HPLC doivent fouanphase mobile & un débit constant. La pompenasie

d'un systéeme de gradient permettant d'effectuepurgrammation de la nature du solvant. Elle peedravailler :
- En mode isocratique, c'est-a-dire avec 100% mhi@me éluant tout au long de l'analyse.

- En mode gradient, c'est-a-dire avec une varia®fa concentration des constituants du mélargeadits. Pour les

chromatographies a gradients d'élution, il exises dystéemes de pompage qui délivrent les solvargartér de
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plusieurs réservoirs, le mélange pouvant étre eifesoit en amont (basse-pression) soit en avatéhaession) de la

pompe.

» Phase mobile
La phase mobile est un solvant ou un mélange dexssl qui doit étre de pureté analytique et fifigur
éliminer les particules solides qui risqueraiergrdlommager la pompe ou de bloquer la colonne. ilire, fen acier

inoxydable d’'une porosité de 2 um, est placé arkewité dans le réservoir a solvant.

b. Injecteurs

La solution a examiner est introduite dans la ptrasbile circulante en téte de colonne, ou a praérde
celle-ci, a I'aide d’un systéme d’injection congoup fonctionner a pression élevée. Les injecteatssent étre a boucle
fixe ou volume variable, a fonctionnement manuepibotés par un échantillonneur automatique. Leplssage partiel
des boucles, manuellement, peut entrainer une meifidiélité du volume injecté. Le choix du volumesé fait en
fonction de la taille de la colonne et de la comdion supposée des produits a analyser.

c. Lacolonne

La colonne est la partie active du systéme, @dstqui joue le rdle prépondérant. C'est un cylndalibré
généralement en acier inoxydable parfois doublé diatériau inerte (verre ou plastique spéciauxp @30 cm de
longueur et de diameétre compris entre 0,5 et 5 rancolonne est remplie de phase stationnaire d¢aéstide grains

sphériques calibrés.

d. Détecteurs
lIs existent plusieurs types de détecteurs on qieart:
* UV-visible
« Spectrofluorimétrique
* Electrochimique
« Indice de réfraction
 Spectrométrie de masse
Le choix d'un détecteur dépend a la fois des caretiques physiques des especes a séparer ebrtiians
opératoires.
Les principales caractéristiques d’'un détecteut son
» La sensibilité (rapport de la réponse du détecearquantité d’échantillon) elle varie généraletsarec
la nature du soluté et de la phase éluante.
» Lalimite de détection ; quantité minimale détetgaxprimée en multiple du bruit de fond, (rapmignal
sur bruit>2) ;
e La linéarité qui exprime le domaine de concentratidans lequel la réponse du détecteur varie

linéairement avec la concentration ;
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e Le volume mort de la cellule du détecteur (de Djalllet son temps de réponse.

e. Systeme d’acquisition de données : Intégrateuggistreur, unité informatique

Ce systéme d’acquisition traduit les signaux enndes chromatographiques, trace les chromatograratnes
intégre la surface des pics. Il imprime un rapmbanhalyse donnant les temps de rétentions et Idacas de chaque
pic.

3- Types de chromatographie liquide

Suivant la nature des analytes a séparer, divplses®es stationnaires solides peuvent étre utilisées
» Chromatographie par échange d'ions : la phaseostaire est ionique, I'analyte ionique (ionisakitggragit
avec les groupes de charges opposées de la phtisarsire. La phase mobile est une solution aquees

force ionique donnée.

» Chromatographie d’exclusion : la phase stationnagteun tamis moléculaire ; les analytes sont g&pan

fonction de leur taille.
e Chromatographie de partage :
- Phase stationnaire est polaire (mode normal) gdtdae mobile est un solvant non polaire

- Phase stationnaire est apolaire (mode inversé esiase mobile est un solvant polaire

Le tableau suivant résume les différents typeshdencatographie :
Tableau 4 : résumé des différents types de chrarethie
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phase | principe de catatéristiques de principe de la fixation
stationnaire séparation la phase stationnaire et de I'élution
Hide T i s oot s G distribution des composants du mélange a
liquide partage q o s'sl_im!,)p} o At séparer dans les deux phases liquides selon leur

coefficient de partage
phénomene de surface : formation de liaisons

adsorption adsorbant solide polaire spécifiques entre les composants et la surface
adsorbante

wsyrpion interactions hydrophobes et élution par

molécules hydrophobes greffées sur de lasilice | . .~ % i ;
yarop 4 diminution de la polarité de la phase mobile

(phase inverse)

résine (polymeres d'oses) porteuse de

solide échange d'ions groupements chargés négativement ou Interactions electrostatiques avec les composants

positivement de charge opposée
exclusion les composants de diametre supérieur a celui des
solide poreux billes du support sont "exclus" et ceux de
(filtration sur gel) diamétre inférieur y diffusent ef sont freinés
support sur lequel est greffée une molécule (le | déplacement de I'équilibre de liaison [molécule -
affinité ligand) spécifiquement reconnue par un des |ligand greffé|] en faveur de I'équilibre [molécule -
composants de I'échantillon & analyser tierce molécule|

Le dosage de la PZA par HPLC se fait selon la teglenutilisée pour le dosage de I'INH et de sonabélite
l'acéthyl-isoniazide (Ac-INH) en utilisant le nigoamide comme standard intefheLe développement de cette
technique a permis d’individualiser un pic chrongaéphique de la Pyrazinamide qui n’interfére nicab@&H ni avec
I’Ac-INH offrant ainsi la possibilité de le doser.

Au cours de ce travail, on a validé le dosage deyiazinamide par HPLC selon la méme techniqueitdécr
pour I'INH et I'’Ac-INH.

I- Matériels et méthodes

L Therapeutic isoniazid monitoring using a simplghhperformance liquid chromatographic method withawiolet
detection. L.Ait moussa, C.E.khassouani, R.Alrid afi. Journal of chromatography B, 7§2002) 181-187.
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1- Matériels et réactifs

» Appareillage

- Chromatographe liquide haute performance (Merck).
- Centrifugeuse (au moins 3000t/min)

- Vortex.

- Sonificateur

- pH-métre

» Matériel biologique

La gamme de calibration est préparée a partir dsnpd de sujets ne prenant pas les principes dadtifdiés
(provenance : centre de transfusion sanguine datRab
» Réactifs

- Isoniazide, poudre pure
- Pyrazinamide, poudre pure
- Nicotinamide poudre pure
- Acide acétique glaciale
- Ammoniaque
- Acide trichloracétique
- Acétonitrile pour HPLC
- Eau pour HPLC
2- Description de la technique

> Traitement des échantillons

Dans un tube a hémolyse mettre :
e 500ul de plasma témoins ou échantillons.

e 250ul de solution de déprotéinisation.
* Agiter au vortex pendant 30 s.
* Centrifuger a 3000 t/min pendant 10 min.
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» Dans un autre tube a hémolyse : diluer le surnagaademi avec la solution acétate
d’ammonium a 0.5 M, pH : 8.20.
* Injecter 80pl.

FST FES

» Conditions Chromatographiques

- Phase mobile : Solution d’acétate d’'ammonium 0.0pMI 6 : 99%

Acetonitrile : 1%

Dégazer aux ultrasons (10 min) ou a l'aide dedenre a vide avant utilisation.

- Débit : 1.2 ml/min (pression : 90bar).
- Colonne : pBondapak C18.30 mm x 3,9mm, 125A

Colonne Wakosil C18 HG, 2306.5 um
- Température : de la colonne : 20°C
- Détection : UVA=275nm
- Sensibilité du détecteur : 0,02 AUFS
- Volume a injecter : 80ul.

3- Optimisation de la méthode

» Gamme d’étalonnage

Pour la PZA le Tmax est atteint en 2h. Apres ungepie 25 mg/kg par jour, la Cmax est de 20 a 4t gette
concentration varie selon la dose administrée. Milgs concentrations des points de gamme de 18bHi entre 0,5 et
8 ug/ml on a choisi des concentrations des poiatgadnme du PZA entre 2,5 et 40 ug/ml, le tableawastiprésente
les points de gamme utilisées :

Tableau 5 : gamme d’étalonnage

Concentration INH-PZA
0 0,5-2,5 1-5 2-10 4-20 8-40
Volume solution F pl 0 25 50 100 200 400
Volume eau pl 500 475 450 300 100 100
Volume plasma pl 500 500 500 500 500 500

F = 20ul INH (1g/l) + 100ul PZA (1g/l) + 880ul eau

4- Validation d’une méthode analytiqidé®

22 Groupe de travail "Accréditation" de la Sociétériraise de Toxicologie Analytique : Aide a la vatidn des
méthodes en Toxicologie et Suivi Thérapeutique fhaaologique

Z yalidation d’'une méthode analytique appliqué asedie du médicament. S. Touratier et D. Pradeau
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La validation d’'une méthode analytique peut étfnggcomme une démarche critique visant a s'asglgea

qualité ou validité. L'objectif de la validation @st pas de comparer une méthode a une autre padtaisnais de
mieux connaitre ses caractéristiques. La validatimmespond donc a une étude scientifique degesitée fiabilité de
cette technique qui sont :

» Spécificité

e Lineéarité

» La répétabilité

* La fidélité intermédiaire

1- Spécificité
Elle caractérise une méthode qui répond a un cofmposque et qui ne présente pas
d’interférence.

2- Linéarité

L'étude de la linéarité revient & une étude deeasgion. La méthode de la régression consiste aeétad
travers la gamme d’étalonnage la liaison et saésgmtation par un modéle mathématique entre lacodration de
l'analyte et la réponse instrumentale. La relattoncentration réponse est exprimée par une couéb@lahnage dont
I'équation est :

y = ax +b.

Elle peut étre complétée par le calcule du coefficide corrélation r et un facteur de réponse. din Ia
détermination du coefficient de corrélation r pegmet pas a elle seule de vérifier si la représient concentration-
réponse correspond a une droite. Son calcul nfegétassant que pour vérifier la présence d’'unadiaientre la
concentration et la réponse et non pas pour défmifacon absolue la linéarité. Le facteur de répaest le rapport
réponse/concentration. Si la relation concentratponse dans une zone déterminée est une dreitacleur de
réponse sera constant quelles que soient les salleg couples concentration/réponse. A partir desltats des
facteurs de réponse calculés, on détermine la nrmeydécart type et le coefficient de variation (CUne faible valeur

de ce coefficient permet d’affirmer avec quasiitgte que la représentation concentration-répossere droite

3- Répétabilité

L'essai de répétabilité consiste a effectuer Ragald'un méme échantillon pour le méme analyte dass
conditions identiques : méme opérateur, méme letsédctifs, méme instrument, méme calibrateur. Eticue, cet

essai sera réalisé au cours d'une méme sérielditexion des résultats consiste a calculer la mage(X), I'écart-type
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(s) et le coefficient de variation (CV) des valearpérimentales de chaque série. Le CV représelateépétabilité de

la méthode en %.

4- Fidélité intermédiair@eproductibilité)

L'essai de fidélité intermédiaire consiste a effect'analyse d'un méme échantillon pour le ménadytandans
des conditions différentes : I'opérateur, les i&qadtappareillage, les calibrages, les gammetalidanage et les jours.
Les modalités de calcul sont identiques a cellda dépétabilité, avec calcul de la moyenne (X)l'éeart-type (s) et du
coefficient de variation (CV); le CV ainsi calcudéra comparé au CV limite d'acceptabilité. Le Cyrésentera la
fidélité intermédiaire de la méthode, exprimé en %.

Moyenne = X =y Xi/n
Ecart type = s 5/ Y(Xi-X)/ n-1 avec n 1-5 04 1-3
CV = Coefficient de griation = écait type/moyemns/X

lI- Résultats

Les résultats de la linéarité, répétabilité etlfidéntermédiaire sont présentés en hauteur déH'et PZA par
rapport a la hauteur du standard interne H/HSI.

1- Spécificité

a- Chromatogramme du blanc
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b- Chromatogramme d’un point de gamme
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c- Chroamtogramme d’un malade
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2- Linéarité
Tableau 6 : Linéarité de I'INH en H/HSI
H/HSI
concentration Gamme 1 Gamme 2 Gamme 3 MOYENNE
0,5 0,119 0,119 0,135 0,124
1 0,234 0,206 0,257 0,232
2 0,476 0,476 0,560 0,504
4 0,915 1,034 1,079 1,009
8 1,776 2,226 2,156 2,0532
EQUATION DE| _ _ b _ _
LA DROITE y =0,2205x + 0,0211 y=0,2696x + 0,0022 y=012840,0683| y=0,2581x-0,015
r 0,9996 0,9998 0,9986 0,9999
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Fig. Droite de régression de I'INH moyenne H/HSIenction des concentrations

Tableau 7 : Facteurs de réponse pour la linéagitdNH

FACTEUR DE REPONSE
CONCENTRATION Gamme 1 Gamme 2 Gamme 3
0.5 0,239 0,270 0,238
1 0,234 0,257 0,206
2 0,238 0,280 0,238
4 0,228 0,269 0,258
8 0,222 0,269 0,278
MOYENNE 0,232 0,269 0,244
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ECART TYPE 0,007 0,007 0,026
CVv 3,081 2,914 10,981
Tableau 8 : linéarité de I'PZA en H/HSI
H/HSI
concentration Gamme 1 Gamme 2 Gamme 3 MOYENNIE
2,5 1,531 1,842 1,905 1,759
5 3,132 3,286 3,539 3,319
10 6,555 7,621 8,305 7,494
20 12,601 14,475 17,656 14,911
40 24,336 28,570 36,854 29,920
EQU%Egﬁ_EDE LA y = 0,6066x +0,2299 y =0,7148x +0,0808= 0,9406x -0,9275 y = 0,754x -0,20%
r 0,9996 0,9998 0,9986 0,9999
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Fig. Droite de régression du PZA moyenne H/HSla@rcfion des concentrations
Tableau 9 : Résultats des facteurs de réponse Au PZ
FACTEUR DE REPONSE
CONCENTRATION Gamme 1 Gamme 2 Gamme 3
2,5 0,612 0,736 0,762
5 0,626 0,657 0,707
10 0,655 0,762 0,830
20 0,630 0,723 0,882
40 0,608 0,714 0,921
MOYENNE 0,626 0,718 0,820
ECART TYPE 0,018 0,038 0,086
cv 2,963 5,399 10,597
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3- Répétabilité

Tableau 10 : Répétabilité de I'INH exprimée en HIHS

H/HSI
concentration Gamme 1 Gamme 2 Gamme 3 MOYENNE ECARPE Ccv
0,5 0,087 0,115 0,110 0,104 0,015 14,626
2 0,466 0,449 0,425 0,446 0,020 4,676
8 1,846 1,694 1,833 1,791 0,083 4,688

Tableau 11 : Répétabilité du PZA exprimée en H/HSI

H/HSI
concentration Gamme 1 Gamme |2 Gamme 3 MOYENNE ECARPE cv
2,5 1,956 1,680 1,935 1,857 0,153 8,272
10 9,456 9,188 8,491 9,045 0,498 5,506
40 36,506 37,625 35,748 36,627 0,944 2,578

4- La fidélité intermédiaire

Tableau 12 Résultats de fidélité intermédiaire’léH

H/HSI
concentration Gamme 1 Gamme |2 Gamme 3 MOYENNE ECARPE Ccv
0,5 0,135 0,119 0,142 0,132 0,011 9,022
1 0,257 0,206 0,227 0,230 0,026 11,289
2 0,560 0,476 0,432 0,489 0,064 13,213
4 1,079 1,034 1,067 1,060 0,023 2,216
8 2,156 2,225 1,726 2,036 0,270 13,29(
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Tableau 13 : Résultats de fidélité intermédiaird>adid

H/HSI
concentration Gamme 1 Gamme P2 Gamme 3 MOYENNE ECARPE Ccv
2,5 1,842 1,905 1,362 1,703 0,297 17,44(
5 3,286 3,539 3,861 3,562 0,288 8,084
10 7,621 8,305 8,412 8,113 0,429 5,290
20 14,475 17,656 18,327 16,820 2,057 12,23p
40 28,534 36,854 29,401 31,596 4,573 14,476

[1l- Discussion
1- Spécificité

Le chromatogramme du point de gamme représentgidesde I'INH et du PZA ainsi que celui du standard
interne avec des temps de rétention respectivem@/@28 ; 13,220 ; 14,960. Les pics sont bien s&pat ne
représentent pas d'interférences. Le chromatograduri#anc ne présente aucun pic qui pourra intrfévec ceux du
PZA et de I'INH. Le chromatogramme du malade nes@née pas aussi d’'interférences au niveau deslpi®ZA et de
'INH, par contre au niveau du pic du standardriméeon remarque une interférence, cela est peridétau fait que le

patient prends une autre substance qui a le ménpstde rétention que le standard interne.

2- Linéarité

Pour les deux molécules I'INH et le PZA la linéérie la méthode est obtenue respectivement esu@ €,
2,5-40 pg/ml, les courbes d’'étalonnage représedesntiroites dont les coefficients de corrélatvargent entre 0,9986
et 0,9999; les coefficients de variation des factede réponse sont faible confirmant que les ptasens

concentrations-H/HSI pour les deux molécules sestdtoites.

3- La répétabilite

La répétabilité faite sur la méme solution dediiazide et du Pyrazinamide dans des conditicerstiglies a
été exprimée en rapport H/HSI. Les coefficientyaeation des rapports H/HSI obtenus varient e#i688 et 14,626
pour I'lHN et entre 2,578 et 8,272 pour le PZA, eedeurs sont inférieures a 15% confirmant que &hode est

répétable.

4- La fidélité intermédiaire

Les valeurs de ces coefficients obtenus a partirathalyses faites sur la méme solution de l'isdaéaet du
Pyrazinamide dans des jours différents varienteeP{216 et 13,290 pour I'INH et entre 5,290 et 4@,pour le PZA.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques ‘ ,
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Afin que la fidélité intermédiaire soit atteinteslcoefficients de variation doivent étre inférgearl5, puisque 'HPLC

est une méthode fiable et précise on peut accdpteraleurs allant jusqu'a 20. De ce fait la ftdédlitermédiaire est
démontrée.
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Conclusion

Dans le but de raccourcir la durée et d’'amélioedfitacité des traitements de certaines maladieeeéduire
leurs codts, le laboratoire du CAPM ne cesse dechbe de nouvelles techniques et d‘améliorer cedléexistantes.
C’est dans ce sens que ce travail s'est portéasiegchnique du dosage de I'INH afin de I'enrichir.

L'apport de ce travail consistait a valider la teicjue du dosage du PZA et de I'INH par chromatolgiep
liguide & haute performance. Ce dosage a pouréuemtre le traitement plus efficace en diminuantadgravité des
effets indésirables de ces médicaments et aussi yr@ meilleure adaptation de la dose administres. résultats
obtenus que ce soit pour la linéarité, la répétébika fidélité intermédiaire ainsi que pour l&siicité confirme cette
validité. La méthode est donc fiable et applicahlg malades.

Toute fois, il est important de signaler lintérde ce stage vu qu’il ma permis d'approfondir mes
connaissances scientifiques, d’appliquer la thédég acquise au cours de ma formation et d'avaircantact

enrichissant avec le milieu socioprofessionnel.
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