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Résumé

Les erreurs médicamenteuses peuvent survenir a chaque étape du circuit des
produits de santé a I'hdpital, et engendrer des éveénements indésirables dont les
conséquences peuvent étre fatales pour les patients. Des actions peuvent prévenir la
survenue de ces erreur et optimiser 'usage des médicaments. Cette thése rassemble
des travaux dont la finalité était de sécuriser la thérapeutique en minimisant les
situations a risque liées soit au médicament soit au patient lui-méme.

La sécurisation de la thérapeutique a été investiguée au niveau de la
préparation des médicaments en services de soins critiques au travers de deux
moyens de sécurisation. Le premier moyen est un automate de contréle-qualité des
médicaments injectables préparés en services de soins, le DrugLog® (Pharmacolog,
Suede). La calibration de I'automate a été conduite en laboratoire et une étude de
robustesse et de faisabilité clinique a été conduite dans un service de réanimation
néonatale. Parmi les médicaments testés, 11/15 ont pu été calibrés. Au cours de
I'étude clinique, 9 médicaments ont été étudiés et 68,90% des préparations étaient
conformes aux limites d’acceptabilité quantitatives fixées. Des limites, détaillées dans
le travail qui suit, ont conduit a sursoir son utilisation en routine ; cependant, plusieurs
qualités font de cet automate un outil innovant et intéressant pour qualifier les équipes
de soins en situations de simulation. Le second moyen pour sécuriser la préparation a
été d’étudier la possibilité de centraliser les préparations au sein de la pharmacie a
usage intérieur. La stabilité de ces solutions injectables prétes a 'emploi a été étudiée
; quatre études de stabilité ont été conduites sur I'insuline asparte diluée a 1 Ul/mL, la
dobutamine a 10 mg/mL, la noradrénaline a 0,2 et 0,5 mg/mL, le midazolam a 1
mg/mL. La stabilité physico chimique et microbiologique a été évaluée sur 1 an dans
deux conditionnements : des seringues en polypropyléne (PP), dans le but de préparer
des solutions prétes a 'emploi, et des flacons en copolymeére oléofine cyclique (COC),
dont les propriétés sont intéressantes pour le stockage des médicaments injectables
et pour lesquels le remplissage est automatisé. Ces études montraient que I'utilisation
de flacons en COC permettait une stabilité sur le long terme, meilleure que celle
conférée par les seringues en PP. L'utilisation d’'un automate dédié pour le

remplissage de ces flacons permet un rendement important de fabrication et assure



une préparation dans un environnement aseptique contrdlé. Ces travaux encouragent
le développement de la fabrication hospitaliere en série.

La sécurisation de la thérapeutique a également été étudiée pour connaitre la
possibilité d’optimiser le schéma thérapeutique d’'un médicament a risque utilisé en
situation critique. Cette sécurisation a été investiguée au travers d’un cas particulier,
'acide tranexamique (TXA) a visée curative dans I'hnémorragie du per partum. Une
étude pilote monocentrique ouverte et une étude multicentrique double aveugle
randomisée et contrblée ont été menées dans le cadre de l'essai TRACES
(TRAnexamic acid in hemorrhagic CESarean section). Le TXA a été administré en
bolus unique chez les patientes sélectionnées puis des dosages sanguins et urinaires
ont été effectués. Une modélisation non linéaire a effet mixte paramétrique a été
réalisée. Le modéle pharmacocinétique du TXA a pu étre validé et des covariables
influencant la variabilité des paramétres pharmacocinétiques ont été déterminées : la
clairance a la créatinine et le poids réel avant grossesse. Ce travail a conduit a
I'hypothése d’'une double élimination du TXA par le compartiment central qui peut étre
expliquée par une fuite dans le sang hémorragique utérin. La rapide diminution des
concentrations plasmatiques encourage la répétition d’'une dose de 1g en cas de

poursuite du saignement au cours de la 1° heure.

Mots clés : Erreur médicamenteuse — médicament injectable — préparation des

médicaments — pharmacocinétique — sécurité du patient — stabilité des médicaments.



Abstract

Medication errors can occur at any stage of the healthcare product circuit in the
hospital and can lead to adverse events with potentially fatal consequences for patients
Some actions can prevent the occurrence of these errors and optimize the use of
drugs. This thesis brings together studies that led to secure the use of high-risk
medications and the therapeutic strategies in high-risk patients.

The safety of drug preparation was investigated in critical care services using
two ways. First, the DrugLog® (Pharmacolog, Sweden), an automated quality control
system for injectable drugs prepared in care units, was evaluated in a neonatal
intensive care unit. It allows the rapid identification and quantification of drugs in
solution. The calibration of the DrugLog®was performed in the laboratory. Robustness
and clinical feasibility studies were conducted in the unit. Among the medications, 11
were calibrated out of 15 evaluated; during the clinical study, 9 medications were
studied and 68,90% of the preparations met the quantitative acceptance limits.
Technical limitations, detailed in the following work, led to the postponement of its
routine use; however, several qualities make this system an innovative and interesting
tool for qualifying care teams in simulation situations. The second way to secure the
drug preparation step was to assess the possibility of centralizing the preparations
within the hospital pharmacy. With this aim in view, we evaluated the long-term stability
of ready-to-use injectable solutions. Four stability studies were performed on insulin
aspartate diluted at 1 IU/mL, dobutamine at 10 mg/mL, noradrenaline at 0.2 and 0.5
mg/mL, and midazolam at 1 mg/mL. The physicochemical and microbiological stability
was evaluated over 1 year in two types of packaging: polypropylene (PP) syringes, to
prepare ready-to-use solutions, and cyclic olefin copolymer (COC) vials, whose
properties are interesting for the storage of injectable drugs and for which the filling is
automated. These studies showed that the use of COC vials allowed for better long-
term stability than that conferred by PP syringes. Using a dedicated automated filling
machine for these vials allows for a significant manufacturing yield and ensures
preparation in a controlled aseptic environment. This work encourages the
development of hospital mass production.

The feasibility of optimizing the therapeutic regimen of a high-risk drug used in
a critical situation was investigated through a particular case, tranexamic acid (TXA)
for curative purposes in per partum hemorrhage. A single-center open-label pilot study



and a double-blind randomized controlled multicenter study were performed as part of
the TRACES (TRAnexamic acid in hemorrhagic CESarean section) trial. TXA was
given as a single bolus in selected patients and blood and urine TXA concentrations
were determined. Nonlinear parametric mixed-effect modeling was performed. The
pharmacokinetic model of TXA was validated and covariates influencing the variability
of the pharmacokinetic parameters were identified: the creatinine clearance and the
total boy weight before pregnancy. This work led to the hypothesis of a double
elimination of TXA by the central compartment which can be explained by leakage into
the uterine hemorrhagic blood. The rapid decrease in plasmatic concentrations

encourages to repeat dose of 1g TXA during the first hour if bleeding doesn't stop.

Key words : Medication error — injectable drug — drug compounding — drug stability —

pharmacokinetics — patient safety.
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Introduction

1. Définition de I'erreur médicamenteuse.

L’institution National Coordinating Council for Medication Error and Prevention
fondée par la United States Pharmacopeia Convention définit, pour la premiere fois, la
notion d’erreur médicamenteuse (EM) en 1995. Selon cette définition, « une erreur
médicamenteuse est un événement évitable qui pourrait causer ou entrainer
I'utilisation inappropriée d'un médicament ou a un préjudice au patient [...].Les erreurs
médicamenteuses peuvent étre liées a la pratique professionnelle, aux médicaments,
aux procédures et aux systémes incluant la prescription, la communication de
'ordonnance, I'étiquetage, 'emballage et la nomenclature du produit, la préparation,
la délivrance, la distribution, 'administration, la surveillance et 'usage »!4.

La Société Francaise de Pharmacie Clinique (SFPC) s’est approprié cette
définition et I'a déclinée selon la formule suivante : « L’erreur médicamenteuse est un
écart par rapport a ce qui aurait d0 étre fait au cours de la prise en charge
thérapeutique médicamenteuse du patient. L’erreur médicamenteuse (EM) est
'omission ou la réalisation non intentionnelle d’un acte relatif a un médicament, qui
peut étre a I'origine d’un risque ou d’un événement indésirable pour le patient» (2.

En 2009, 'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire et des Produits de Santé
(AFSSAPS), a proposé une définition simplifiée de ce concept. Elle décrit 'TEM comme
« l'omission ou la réalisation non intentionnelle d'un acte survenu au cours du
processus de soins impliquant un médicament, qui peut étre a I'origine d’un risque ou
d’un événement indésirable pour le patient »!3l,

Par la suite, une dimension réglementaire a été attribuée a la notion d’EM dans
le Code de la Santé Publique, par application du décret n°2012-1244 du 8 novembre
2012. Selon cette nouvelle définition, une EM est reconnue comme étant « une erreur
non intentionnelle d'un professionnel de santé, d'un patient ou d'un tiers, selon le cas,
survenue au cours du processus de soin impliquant un médicament ou un produit de
santé mentionné a l'article R. 5121-150, notamment lors de la prescription, de la
dispensation ou de I'administration »l.

Ces définitions ont en commun le caractére évitable d’'un acte non intentionnel
préjudiciable a la santé du patient, impliquant un produit de santé et pouvant survenir

a toute étape du circuit des produits de santé.
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Une EM peut se révéler par trois types de situations et trois types de conséquences :

L’erreur latente ou risque d’erreur se caractérise par une observation
témoignant d’'un danger pour le patient : c’est un événement, auquel le patient
peut étre exposé, aux conséquences négatives définies par leur probabilité et
leur gravité ; dans le cas d’une erreur latente, aucun dommage n’est subi par le
patient.

L’erreur potentielle est une erreur interceptée avant que I'événement ne
survienne chez le patient, par exemple avant 'administration du médicament ;
il s’agit d’'une situation de presque-accident.

L’erreur avérée est une erreur qui a eu lieu, c’'est-a-dire que I'événement s’est
produit. Dans le cadre d’'une EM, elle résulte par exemple de I'administration au
patient d’'un médicament erroné, d'une dose incorrecte, d'une voie

d’administration inadaptée ou d’'un schéma thérapeutique corrigible.

Les trois situations illustrant ces différents niveaux d’EM sont présentées dans le
Tableau 1.

Tableau 1 - Exemples de situation illustrant la différence entre erreur latente, potentielle

ou avérée
Type d’erreur Exemple
Erreur latente Un risque de confusion a été détecté entre :

o |e sildénafil gélule dosé a 1 mg par gélule et dont le
contenu était destiné a étre dissous dans 1 mL d'eau:
préparation extemporanée a 1 mg/mL,

e le Revatio®a 10 mg/mL,

sans administration effectuée.
Erreur potentielle Le flacon de Revatio® 10 mg/mL a été délivré pour un patient
donné et I'erreur a été interceptée par I'IDE avant 'administration.
Erreur avérée 1 mL de Revatio® 10 mg/mL a été administré au nouveau-né au
lieu de la gélule dosée a 1 mg, dont le contenu doit étre dilué dans
1 mL d’eau.

I est nécessaire de différencier une EM dun événement indésirable

médicamenteux (EIM). Un EIM est un événement impliquant un médicament, évitable
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ou non, entrainant un dommage pour le patient. A la distinction de 'EM, I'EIM peut étre
non évitable et engendre systématiquement un dommage chez le patient. Un EIM est
défini comme « grave » (EIG) s’il est susceptible d’entrainer une hospitalisation, une
prolongation d’hospitalisation, un handicap ou une incapacit¢é a la fin de

I'hospitalisation ou s’il est associé a une menace vitale ou a un déces.

Parmi les EIMs, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) distingue les «

effets secondaires » des « effets indésirables médicamenteux »P,

Les «effets secondaires » sont définis comme des effets connus du
médicament, autres que l'effet principalement recherché, en lien avec les propriétés

pharmacologiques du médicament.

Les « effets indésirables médicamenteux » comprennent toute réponse nocive

et non voulue a un médicament.

Une vigilance doit étre portée sur la définition des termes utilisés, car ceux-ci
regroupent des notions qui s’entremélent. Une représentation des relations entre
EIMs, EMs et effets indésirables selon Otero et Schmitt (2005) est présentée en Figure
1,

— Evéneme_nts indésirables
médicamenteux i
< Dommage —— Absence de dommage  —— o
: ‘ S
: Evénements Evénements : Erreurs o
Effets indésirables indésirables :  médicamenteuses %
indésirables des i médicamenteux i médicamenteux : sans gravité 3
médicaments évitables potentiels 2
<« Nonévitable —»'« Evitable > | 9
; &
Risque _" ] .Erreurs N &
inhérent aux < médicamenteuses i
médicaments

Figure 1 - Représentation des relations entre les événements indésirables, les effets
indésirables et les erreurs médicamenteuses selon Otero et Schmittl®, traduit par
S.Gilliot

Depuis les années 1990, les travaux visant a caractériser les EIMs et les EMs se sont
multipliés.
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2. Culture de 'erreur médicamenteuse

Quelques grandes études multicentriques ont conduit a I'élaboration et la mise
en place de programmes institutionnels visant a réduire les EIMs et prévenir les EMs

dans les services de soins!t’11l,

Aux Etats-Unis, en 1991, une large étude appelée la Harvard Medical Practice
Study a été conduite sur 51 hdpitaux situés dans I'Etat de New-York avec pour objectif
I'évaluation du risque iatrogéne en milieu hospitalier. Elle a porté sur I'analyse
rétrospective d’'un échantillon de 30 121 dossiers médicaux sélectionnés de maniére
aléatoire. Les EIMs incluant les EMs ont été rapportés et analysés. Les résultats de
cette étude ont montré que 27,6% des EIMs étaient associés a des EMsl’l. La méme
année, le recueil fut complété & 30 195 dossiers médicaux. L'analyse de ce recueil
complété a mis en lumiére qu’un EIM survenait chez 19,4% des patients au cours
d’une hospitalisation dont 17,7% étaient liés a des EMs®. Enfin, une étude post-hoc
portant sur les EIMs associés aux EMs permis d’extrapoler les résultats et de conclure

a la survenue de 0,3 EMs par patient et par jourt®,

En 2006, I'Alliance mondiale pour la sécurité du patient de I'Organisation
mondiale de la Santé (OMS) lance la démarche « High 5s » qui consiste a établir un
plan d’action pour contrer cinq probléemes de sécurité du patient identifiés comme
prioritaires, dont fait partie la thématique « utilisation des médicaments concentrés
injectables ». En France, ce projet est porté par la Haute Autorité de Santé (HAS), qui
travailla entre autres a I'élaboration d’'un guide intitulé « Outils de sécurisation et
d’auto-évaluation de I'administration des médicaments »*? et construisit le projet
Med’'Rec visant a sécuriser la prescription médicamenteuse aux points de transition
du parcours de soins. Dans ce contexte, trois enquétes nationales sur les évenements
indésirables liés aux soins (ENEIS 1, 2 et 3), menées en 2004, 2009 et 2018, ont mis
en évidence l'importance de la place des EIG liés aux médicaments dans différents
services de soins?®1l, Selon les résultats d’ENEIS 2 et 3, la densité d’incidence d’EIGs
liés aux médicaments, calculée pour 1000 jours d’hospitalisation, a drastiquement
diminué entre 2009 et 2018, passant de 0,7 %0 a 0,2 %o0. Ces résultats encourageants
sont le fruit de la politique de sécurisation du processus de soins qui est mise en place

depuis plusieurs années.
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Malgré les progrés faits en maniére de sécurité, en 2012, les Etats-Unis
estimaient le codlt lié aux EMs a 42 milliards US$, représentant 0,7% des dépenses

mondiales en matiére de santél3l.

En 2017, TOMS lance un programme d’action mondial pour la sécurité des
patients4l. Trois situations sont ciblées par ce programme : les médicaments a haut
risque, la polymédication et les points de transition du parcours de soins!!®l. Par ce
programme, 'OMS cherche a obtenir I'engagement des ministres de la santé, des
dirigeants des systémes de santé, des établissements d'enseignement, des experts,
des organismes de réglementation des médicaments, des chercheurs, des entreprises
pharmaceutiques, des organes de représentation des patients et enfin des
organisations professionnelles, dans un projet visant a réduire le niveau des

dommages graves et évitables liés aux médicaments de 50 % en 5 ans.

Il est intéressant de chercher & comprendre le contexte dans lequel peuvent survenir
les EIMs et les EMs pour mieux les prévenir, diminuer leur fréquence et atténuer leurs

effets.

3. Etiologies de I'erreur médicamenteuse et leurs moyens de prévention

L’analyse causale des EMs met en évidence cing grandes catégories de causes :
e Les erreurs liées au patient ;
e Les erreurs liees au médicament ;
e Les erreurs liées aux professionnels de santé ;
e Les erreurs liees au matériel ;

e Les erreurs liées aux conditions de travalil

Une EM ne doit pas étre considérée comme la conséquence d’une erreur humaine
mais comme le résultat d’'une défaillance systémique. Elle a une dimension

multifactorielle et multidisciplinaire.
L’approche systémique de 'EM revient a représenter le processus de prise en

charge thérapeutique d’un patient sous la forme bien connu du « fromage suisse »

développé par J. Reason!!®l (Figure 2).
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Figure 2 - Le modéle dit du « Fromage Suisse » de J. Reason sur la cause des

événements indésirables [18]

L’idée de ce modeéle est que tout systéme complexe met en jeu de nombreuses
ressources et implique de nombreux acteurs dont les actions vont se succéder jusqu’a
ce que le patient recoive ces soins. La sécurité du systéme consiste a juxtaposer ces
acteurs et ressources (représentés par les plagues du fromage) afin que les faiblesses
du systéeme (représentées par les trous du fromage) ne s’alignent pas et que chaque
faiblesse soit contrée par un point de sécurité pour éviter la survenue d’'une erreur
délétére au patient. Ce modele montre dans quelle mesure une défaillance a un niveau
du systéeme ne suffit généralement pas a causer a elle seule un accident. Selon cette
représentation, un point de faiblesse peut étre rencontré a chaque étape du circuit des
produits de santé dans un service de soins.

Du point de vue des services de soins, le circuit des produits de santé dans les
unités de soins comporte 5 étapes : la prescription, la transmission, le stockage,

’administration, la réévaluation.

La prescription est le premier processus critique du circuit des produits de
santé car c’est elle qui déclenche les autres phases du circuit des produits de santé.
La prescription inclut a la fois la décision des modalités thérapeutiques pour atteindre
des objectifs cibles et la rédaction de la prescription elle-méme. Afin d’optimiser cette
étape, le professionnel de santé prescripteur doit choisir un médicament approprié
pour une situation clinique donnée, en tenant compte des facteurs individuels propres

au patient (exemples : age, fonction rénale) et des facteurs relatifs a I'environnement
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hospitaliers (exemples : médicament référencés au livret thérapeutique de I'hépital,
disponibilit¢é du médicament chez le distributeur). Une erreur de prescription peut
résulter d’'une erreur de saisie ou de rédaction de la prescription, d’'une erreur de
communication, d’'une erreur d’identité du patient auquel était destinée la prescription,
d’'une décision thérapeutique inappropriée, par méconnaissance du médicament, ou
par non-respect des recommandations en vigueur ou des procédures ; une erreur de
prescription peut également résulter de facteurs humains comme la fatigue ou la

rupture de tache par exemple.

Plusieurs moyens pour prévenir les EMs a 'étape de prescription ont été
développés, notamment [17:181;

e le développement de la prescription informatisée grace aux logiciels d’aide a la
prescription (LAP), certifies par la HAS comme répondant aux exigences
énoncées dans le référentiel fonctionnel de certification des logiciels
hospitaliers d’aide a la prescription(9],

e la présence de pharmaciens cliniciens chargés d’effectuer une analyse
pharmaceutique réguliere des prescriptions médicales, d'émettre des
interventions pharmaceutiques sur des problématiques
pharmacothérapeutiques, d’apporter des avis pharmaceutiques sur des
questionnements?>21 et de mettre en place des activités pharmaceutiques
comme la conciliation médicamenteuse.

¢ le développement de systemes informatiques experts centrés sur la pharmacie
clinique interfacés aux LAP, dont les regles de décisions sont construites dans
le but de prévenir la iatrogénie médicamenteuse (exemple : PharmaClass® de
Keenturtle)!?2,

Ces moyens integrent peu a peu le systéme de santé francais et sont bien codifiés.

Pour optimiser de maniére plus fine et individuelle la prescription
médicamenteuse, notamment les médicaments a marge thérapeutique étroite, il est
possible de modéliser les profils pharmacologiques individualisés des patients pour
prédire leur réponse probable a un schéma thérapeutique donné. Il est possible
d'imaginer que les systémes d’aide a la décision clinique intégrent a terme le suivi
thérapeutiqgue pharmacologique des médicaments. En effet, les médicaments dont la
fenétre thérapeutique est étroite risquent de ne pas atteindre la cible de maniére

uniforme, ce qui entraine des résultats cliniques sous-optimaux ou parfois des toxicités
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par surdosage. La variabilité interindividuelle peut rendre difficile la recherche d'un
schéma posologique approprié.

L’adaptation posologique par approche populationnelle peut permettre de
trouver le schéma thérapeutique le plus approprié pour un patient ou un ensemble de
patients. Cette démarche repose sur des études de pharmacocinétigue et de
pharmacodynamie. Les études de pharmacocinétique (PK) permettent d’identifier les
parameétres d’évolution du médicament dans I'organisme. Elles sont indissociables des
études de pharmacodynamie (PD) qui décrivent I'effet d'un médicament en fonction
du temps. L’association de ces deux types d’études (PKPD) permet de déterminer les
parameétres pharmacocinétiques traduisant une efficacité clinique et une innocuité
chez le patient et le meilleur schéma posologique permettant d’atteindre cette fenétre
thérapeutique.

Ainsi, la sécurisation de I'étape de prescription peut parfois étre complexe,
lorsque les schémas posologiques efficaces ne sont pas connus pour une population
donnée.

Il est intéressant de tendre vers I'adaptation posologique individualisée mais
pour ce faire, il faut d’abord choisir les médicaments qui pourraient bénéficier de cette
pratique puis étre en mesure de développer les études de PKPD pour ces populations

en intégrant des parameétres d’individualisation.

Le processus d’administration apparait comme le deuxieme point critique du
circuit du produit de santé dans les services de soins!*? en raison de la rareté des
moyens de détection des EM disponibles a cette étape et de la difficulté rencontrée
pour les mettre en ceuvre. Par ailleurs, il s’agit de la derniére étape qui permet de
déceler et déviter la survenue dune EM. La HAS considére le processus
d’administration comme la succession de cing étapes allant de la préparation
extemporanée du medicament a la surveillance du patient (Figure 3).
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PLAN DE SOINS
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U medicament prescription médicament
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Figure 3 - Description de I'étape d'administration des médicaments dans un service de
soins hospitalier selon la Haute Autorité de Santél*?, reproduit par S. Gilliot.

D’'un point de vue pharmaceutique, la préparation extemporanée des
médicaments injectables est une étape particulierement a risque d’erreurs.
Quatre grands risques sont couramment identifiés : I'erreur d’étiquetage, 'erreur de
médicament, I'erreur de dilution, la contamination microbiologique de la solution

médicamenteuse injectable préparée.

Dans la littérature, les stratégies envisagées pour maitriser le risque d’EMs lié
a I'étape de préparation extemporanée des médicaments injectables sont?3 :

- I'évaluation des pratiques professionnelles et la formation des équipes,

- la standardisation des concentrations,

- la protocolisation des préparations,

- l'automatisation de I'étiquetage,

- la présence de pharmaciens cliniciens au sein des services de soins,

- la centralisation et 'automatisation des préparations.

D’un point de vue institutionnel, I'Institute for Safe Medication Practices et la
HAS préconisent la standardisation des doses et 'automatisation de la production des
médicaments a haut risque, afin de réduire les risques d’EM12:23],

Conformément a ces recommandations, la centralisation des préparations
injectables au sein d’unités centralisées de reconstitution des injectables (Central
Intravenous Additive Services, CIVAS) est envisagée par de nombreux centres
hospitaliers dans le monde, mais cette pratigue reste assez peu répandue en
Francel?” en dehors de la production des thérapeutiques contre le cancer. En
centralisant l'activité de préparation des médicaments injectables, ces services
contribuent a améliorer la sécurité des patients par la qualité des préparations qu’ils

assurent, a libérer du temps aux équipes paramédicales pour qu’ils puissent se
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concentrer sur les soins a prodiguer aux patients, et a optimiser la gestion des reliquats
des formes pharmaceutiques injectables. Cependant, cette stratégie ne peut étre mise
en place dans un court délai et nécessite un travail conséquent de réorganisation pour

certains services de soins et pour les pharmacies.

Les paragraphes suivants présentent la stratégie de choix des patients et des
médicaments pour lesquels la seécurisation des processus de prescription et

d’administration a été étudiée dans ce travail de thése.

3.1.Le choix des patients

Les facteurs de risque d’EIM associés au patient sont généralement 'age, la
prise en charge complexe, la prise en charge en urgence, le séjour hospitalier
prolongé.[?!

Pour cette thése, deux typologies de population ont été particulierement
considérées : les populations écartées des essais cliniques de phase Il en France et

les populations de soins critiques.

3.1.1. Les populations écartées des essais cliniques de phase lll en France

Les études cliniques accompagnant le développement d’'un médicament en

France se déclinent en 4 phases :

e Phase |, il s'agit des études chargées de I'évaluation de I'évolution de la
molécule testée dans I'organisme en fonction du temps (pharmacocinétique)
et de I'analyse de la toxicité sur un petit nombre de volontaires sains ;

e Phase Il, le médicament est administré a un petit nombre de patients pour
rechercher la plus petite dose efficace et observer des effets secondaires en
utilisant différentes doses ;

e Phase lll, I'efficacité et la toxicité du nouveau médicament est comparée au
traitement de référence ou a un placebo (lorsqu’aucun traitement de référence
n’existe) sur un grand nombre de patients malades volontaires.

e Phase 1V, il s’agit d'essais conduits une fois I'Autorisation de Mise sur le
Marché (AMM) du médicament délivrée pour une indication donnée.
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Les patients inclus dans les études de phase Il sont sélectionnés selon des
criteres d’inclusion et d’exclusion. En France, certains catégories de la population sont
exclus des études cliniques de phase Ill pour des raisons éthiques. Il s’agit notamment
des sujets agés, des femmes enceintes et parturientes allaitantes et des enfants. Pour
ces patients, I'évaluation de l'efficacité et de la tolérance des médicaments est souvent
réalisée en phase IV, dans les conditions réelles d’utilisation. Il est important de
conduire ces études a [I'hopital, notamment pour évaluer la comparabilité
pharmacocinétique et pharmacodynamique du meédicament par rapport aux études
menées en phase lll. Ces études de phase IV sont primordiales a l'adaptation

thérapeutique pour ces populations.

3.1.2. Les populations de soins critiques

Une autre catégorie de patients a risque est représentée par les patients
critiques, hospitalisés dans les services de réanimation ou de soins intensifs. Certains
patients présentent des pathologies aigues qui peuvent étre rapidement
décompensées par la iatrogénie et sont ainsi susceptibles de rencontrer des EIG
secondairement a la survenue d’EM sans risque de gravité apparente. Chez ces
patients, la iatrogénie augmente la durée d’hospitalisation et favorise I'apparition de
comorbidités. Par exemple, [l'utilisation d’anticoagulants chez les patients
thrombopéniques qui seront a haut risque d’hémorragie, ou [lutilisation de
médicaments néphrotoxiques (aminosides, vancomycine) chez les patients en choc
septique avec défaillance hémodynamique secondaire peut entrainer des
insuffisances rénales aigues d’évolution fatale ou évoluant parfois vers la chronicité
par atteinte des éléments fonctionnels du rein.

Ces patients de soins critiques sont susceptibles de présenter une évolution de
la concentration d’'un médicament dans I'organisme différente de celle décrite dans les
études de phase Il du développement du médicament compte tenu de leurs
défaillances aigues d’organe (défaut d’élimination ou de métabolisation), de leur état
hémodynamique précaire (défaut de distribution ou, en cas de remplissages
importants, risque d’apparition d’un troisieme compartiment).

L’utilisation de la voie parentérale est fréquente chez ces patients et augmente

le risque d’EIMs auxquels ils sont exposés.

3.1.3. Les facteurs communs pour ces deux typologies de patients
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La polymédication est fréquente chez ces deux typologies de patients. Elle
complexifie la prise en charge des patients car I'association des thérapeutiques peut
engendrer des interactions, pharmacocinétigues ou pharmacodynamiques,
susceptibles de majorer I'effet indésirable d’'un médicament ou plusieurs médicaments
prescrits (toxicité cumulée entre deux médicaments ou accumulation d’un ou plusieurs
médicaments dans I'organisme) ou d’inhiber I'efficacité d’un ou plusieurs médicaments
prescrits (compétition au niveau du site d’action, compétition au niveau du site
d’absorption, compétition au niveau de la métabolisation...). L'utilisation de la voie
parentérale majore ce risque car elle integre la dimension d’incompatibilités physico-
chimiques médicamenteuses. Une incompatibilité médicamenteuse est le résultat
d’'une réaction physico-chimique entre deux ou plusieurs molécules présentes
(principes actifs, solvants, extractibles), mis en contact qui peut étre responsable d’'une
diminution d’efficacité voire d'une inefficacité (dégradation chimique, retard
d’administration par obstruction de ligne de perfusion) ou d'une toxicité (dérivés

toxiques, administration de particules solides).

Chez ces patients, la gravité de I'EIM sera d’autant plus importante lorsqu’elle
concernera un médicament particulierement susceptible de provoquer des effets

indésirables, couramment identifié par I'appellation « médicament & haut risque ».
3.2.Les médicaments a haut risque

Réglementairement en France, I'arrété du 6 avril 2011, relatif au management
de la qualité de la prise en charge médicamenteuse et aux médicaments dans les
établissements de santé, définit les meédicaments a haut risque comme des «
médicaments requérant une sécurisation de la prescription, de la dispensation, de la
détention, du stockage, de I'administration et un suivi thérapeutique approprié, fondés
sur le respect des données de référence afin d’éviter les erreurs pouvant avoir des
conséquences graves sur la santé du patient (exemples : anticoagulants,
antiarythmiques, agonistes adrénergiques IV, digitaliques 1V, insuline, anticancéreux,
solutions d’électrolytes concentrées) »[?6l,

A I'étranger, les médicaments a haut risque, sont définis sous I'appellation «
High-Alert Medications ». La liste la plus connue est celle de l'Institute for Safe
Medication Practices (ISMP’s List of High Alert Medications), éditée en 2008 et
réactualisée en 2018. Cette liste comprend les agonistes adrénergiques (adrénaline,
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noradrénaline), l'insuline, les agents sédatifs administrés par voie iv (midazolam,
dexmedetomidine)?7].

Plus récemment, le gouvernement australien a utilisé 'acronyme « A PINCH »
(pour Anti-infectieux, Potassium, Insuline, Narcotiques, Chimiothérapie, Héparine et
anticoagulants) pour aider les cliniciens a identifier aisément ces médicaments a
risquel?8l,
En raison des risques liés a l'utilisation de ces médicaments, certaines régles de bon
usage doivent étre respectées : il est recommandé d’améliorer I'accés a I'information
sur ces médicaments, de standardiser leur commande, leur stockage, leur préparation
et administration, d’'utiliser des étiquettes spécifiques et des alertes particuliéres sur
les logiciels de prescription, de limiter I'utilisation et I'accés a ces produits. Plusieurs
campagnes ont été lancées pour promouvoir le bon usage de ces médicaments a haut
risque, dont la 100,000 Lives Campaign de 2004 a 2006, la 5 Million Lives
Campaign!?® conduite par I'Institute for Healthcare Improvement de 2006 a 2008 et

aujourd’hui la campagne Medication Without Harm lancée par 'OMS.[14]

Il est a noter que les listes présentées dans la littérature (ISMP’s, A PINCH) ne
sont pas exhaustives et que le risque associé a I'utilisation d’'un médicament dépend

des comorbidités du patient chez qui il est utilisé et également du service qui 'utilise.

En France, chaque établissement de santé hospitalier fixe sa propre liste de
médicaments a risque. Au centre hospitalier universitaire (CHU) de Lille, les
médicaments identifiés comme étant a risque sont traités de deux maniéres différentes
en fonction du risque qu’ils représentent : les médicaments a risque pour lesquels il
existe un circuit de dispensation particulier (chimiothérapie, stupéfiants et certains anti-
infectieux) et ceux pour lesquels il N’y a pas de circuit particulier mais pour lesquels un
mode de stockage distinctif est mis en place (anti vitamine K, anti coagulants oraux,

héparine, Insuline et chlorure de potassium injectable).

Dans ce travail de thése, ont été considérés comme médicaments a risque les
médicaments injectables appartenant a la ISMP’s List of High Alert Medications et les
médicaments qui, du fait du contexte dans lequel ils sont utilisés (acide tranexamique
dans I'hémorragie du post-partum, midazolam dans la sédation en soins intensifs)

présentent un risque clinique majeur pour le patient.
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4. Conclusion

La prévention des EM reste préoccupante car si de nombreuses stratégies ont
été présentées ces derniéres années, il reste encore beaucoup de travail pour
sécuriser le circuit du médicament dans les services de soins. La probabilité de
survenue d’'un EIG consécutif a une EM est plus important au sein des populations a

risque et si I'erreur concerne un médicament injectable a haut risque.

5. Organisation du travail de these

Ce travail de thése rassemble des travaux visant a sécuriser l'utilisation des

médicaments a haut risque chez les patients a risque.

La premiére partie du travail porte sur la sécurisation de la préparation des
médicaments en services de soins critiques.

Deux moyens de sécurisation ont été considéreés :

¢ la mise en place d’'un automate de contrdle qualité des médicaments
injectables préparés dans les services de soins.

e la préparation de solutions injectables stables prétes a I'emploi visant a
s’affranchir de I'étape de préparation extemporanée dans les services de

soins.
La deuxieme partie du travail porte sur la sécurisation de schémas

thérapeutiques par approche pharmacocinétique au travers d’'un cas spécifique :

I'administration de I'acide tranexamique IV en curatif dans I’hémorragie per partum.
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PARTIE |: MESURES VISANT A AMELIORER LA
SECURITE D’EMPLOI DES MEDICAMENTS DURANT
L’ETAPE DE PREPARATION

- Qualification et évaluation d'un automate permettant un contréle qualité en
routine des solutions médicamenteuses injectables préparées dans les
services de soins.

- Etudes de stabilité sur le long terme de solutions injectables prétes a

I'emploi en vue d’'une centralisation des préparations injectables.
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1. Qualification et évaluation d'un automate permettant un contréle qualité en routine
des solutions médicamenteuses injectables, préparées dans les services de soins.

1.1. Contexte

1.1.1. La sécurisation de I'étape de préparation des médicaments injectables
en réanimation néonatale

Ma pratique quotidienne dans le service de réanimation néonatale du CHU de
Lille m’a conduit a m’intéresser plus spécifiquement a la survenue des EIMs en

néonatalogie.

De nombreuses études ont exploré la part des EMs en néonatalogie ; certaines
ont été conduites spécifiqguement dans ces services!3-38l d'autres sont des études

post-hoc conduites sur une sous-population de leur cohorte principale!3949],

Ces études ont montré d’'une part, un risque important de survenue d’EMs en
réanimation néonatale, et d’autre part, une forte proportion d’EIGs secondaires aux
EMs [18-26],

Cette forte proportion d’EIGs s’explique par la vulnérabilité des nouveau-nés
hospitalisés en réanimation néonatalel®°33 dont les raisons principales ont été

identifiées dans la littératurel33.36-3840] -

e lincapacité des nouveau-nés a s’exprimer ;

¢ la gravité hémodynamigue des nouveau-nés pris en charge ;

e |'absence de thérapeutiques adaptées disponibles sur le marché, ce qui conduit
a la réalisation de multiples dilutions de formes injectables parentérales et la
préparation de formulations buvables®® et justifie [l'utilisation presque
systématiqgue de médicaments hors-AMM (« off-label »)[4142 ;

e la proportion relative masse maigre/masse grasse qui differe des adultes et
génere des différences importantes de la distribution du médicament dans
I'organismel*3:441 ;

e limmaturité des organes de métabolisation (foie) et d’élimination (rein) qui rend
difficilement prédictible la pharmacocinétique des médicament(*344 ;

¢ les changements de poids quotidiens, requérant le calcul de doses individuelles
quotidiennement et présentant un risque d’EMs élevé ;

¢ le grand nombre de médicaments prescrits ;
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o [utilisation fréequente de médicaments a haut risque, appartenant a la liste ISMP
High Alert Medications!3345-49] ;

o la difficulté a poser des voies veineuses pour administrer les médicaments
injectables ;

e le faible volume sanguin, impliquant une volonté de minimiser autant que
possible les volumes administrés et de réduire au maximum le nombre de bilans
biologiques sur les nouveau-nés ;

e le recours fréquent a la nutrition parentérale dans les contextes de prématurité
par exemple, entraine un risque septique augmenté, un risque
d’incompatibilités médicamenteuses entre les médicaments et la nutrition et une
nécessité de changement quotidien des tubulures et donc de manipulation des

cathéters.

Une évaluation des modes de défaillance du circuit des produits de santé a été
conduite dans les services de réanimation néonatale et pédiatrique des hopitaux de
Genéve en 201009, Au cours de ce projet, le groupe de travail multidisciplinaire a

déterminé 31 défaillances (Figure 4).

32



Prescription Préparation Stockage
| | | |
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Figure 4 - Diagramme d’Ishikawa représentant les étapes du circuit du médicament et
leurs modes de défaillance associés, extrait de I’article de De Giorgi et al., 2010, traduit

en francais par S. Gilliot 9

Parmi les défaillances identifiées dans ce travail (Figure 4), celles identifiées au
cours de étapes de préparation et d’administration des médicaments injectables sont
plus nombreuses que celles identifiées au cours des étapes de prescription et de

transcription, confirmant I'intérét de sécuriser ces étapes en néonatalogie.

Dans cette analyse, on retrouve schématiquement les quatre grandes erreurs
relatives a la préparation extemporanée des médicaments injectables : I'erreur de
dilution, I'erreur de sélection du médicament ou de solvant, la rupture de I'aseptie,
I'erreur d'étiquetage auxquels s’ajoutent :

e les erreurs organisationnelles (oubli de la préparation d’'un médicament),
¢ les problémes d’incompatibilité physico-chimique ou d’instabilité chimique
e les erreurs de calculs de dose ou de calculs de facteurs de dilution.

Ces trois derniers types d’erreurs ne sont pas intrinséquement liés a la

préparation extemporanée du médicament et peuvent étre prévenus par l'intégration

de logiciels d’aide a la prescription dans les services de soins. Ces logiciels apportent
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un support automatisé et sécurise les étapes qui entourent chronologiquement la

préparation extemporanée des médicaments. Pour répondre aux erreurs cités ci-

dessus, on peut identifier plusieurs solutions qui pourraient étre apportées a la mise

en place de LAP :

le paramétrage d'un plan de soins comportant la planification des
administrations des produits de santé ;

I'intégration des calculs de dose et des facteurs de dilution ;

le paramétrage des solvants de dilution et de reconstitution pour limiter le risque

d’instabilité chimique ou d’'incompatibilités physico-chimiques.

Dans le service de réanimation néonatale du CHU de Lille, le logiciel choisi et

intégreé a la pratique est le logiciel LogiprenV2 (Logipren, Paris, France). Il a été congu

par des néonatalogues pour répondre aux besoins spécifiques des unités de

néonatalogie et de réanimation pédiatrique. Il comprend :

un dossier par patient ;
un onglet dédié a la prescription des médicaments et de la nutrition (entérale et
parentérale) ;
un onglet dédié a l'enregistrement des éléments administratifs (date de
naissance, nom, prénom, chambre, unité de soins, numéro d’identification
patient), des parameétres anthropométriques (poids, périmétre cranien)
un onglet pour le plan de soins comportant :

o la planification et tracabilité des médicaments et produits de santé,

o la planification et tracabilité des examens de surveillance clinique,

paraclinique et biologiques,

o latragabilité de la surveillance des dispositifs médicaux invasifs,

o la planification des soins infirmiers
un onglet dédié a la validation pharmaceutique des ordonnances et I'exportation
de la composition des poches de nutrition parentérale individualisées vers
BP’Prep (Alma, Saint-Martin-d’Héres, France), logiciel d’aide a lactivité de
préparation en pharmacie hospitaliere ;
un onglet dédié a I'historique des prescriptions médicamenteuses ;
un onglet dédié au paramétrage des médicaments ;
un onglet dédié a I'archivage des documents de qualité (protocoles de prise en
charge thérapeutique et fiches réflexes d’utilisation du logiciel) ;

un thésaurus des médicaments interfacé avec la base Vidal.
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Au moment de la prescription par le médecin d’'un médicament administré par
voie parentérale sur le logiciel LogiprenV2, les instructions relatives a la préparation
des médicaments sont automatiquement générées a partir du paramétrage effectué
initialement dans le logiciel. De plus, les solvants de dilution et de reconstitution et les
concentrations souhaitées pour 'administration sont paramétrés dés I'enregistrement
d’'un nouveau médicament ; il existe plusieurs modes de paramétrage pour I'étape de
préparation du médicament dans LogiprenV2, le paramétrage en dilution fixe ou en
minimisation de volume. Avec le paramétrage en minimisation de volume, I'algorithme
restreint les volumes d’administration des médicaments afin de maximiser le volume
dédié a la nutrition et propose ainsi I'administration des médicaments a des
concentrations plutot élevées, dans la limite du paramétrage autorisé. Le gros déficit
du logiciel LogiprenV2 est son incapacité actuelle a s’interfacer avec le logiciel Dossier
Patient qui possede un livret thérapeutique maintenu en adéquation avec les données
scientifiques et cliniqgues mais également économiques en tenant compte de I’évolution

des marchés.

Les préparations injectables administrées aux nouveau-nés sont préparées par
les IDE qui en ont la charge sur leur poste. Ces préparations sont hombreuses,
comportent parfois des dilutions multiples, impliquent le prélevement de faibles
volumes de médicaments. Les IDE ont plusieurs préparations a réaliser sur leur poste,
il s’agit d’'une tache qui est fréquente et qui est souvent entrecoupée d’interruptions
(alarme déclenchée sur le scope, examen d’'imagerie en chambre). [l n’y a pas d’étape

de double contrdle et aucun point de sécurité a cette étape.

Au regard de ces éléments, la détection de la fréquence et la gravité des EM
liées a cette étape de préparation extemporanée dans le service de réanimation
néonatale est une tache primordiale. Selon la littérature actuelle, cette analyse repose

sur deux méthodologies d’évaluation des pratiques professionnelles (EPP) :

e laudit consistant en [I'observation des étapes de préparation
extemporanée dans un service de néonatalogie ;

e laudit portant sur la quantification de I'écart entre la concentration
attendue et la concentration effective des solutions médicamenteuses

injectables destinées a étre administrées aux nouveau-nés.
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1.1.2. Les audits reposant sur I'observation des pratiques de préparation
extemporanée des médicaments injectables en néonatalogie

En 2017, une évaluation des pratiques professionnelles (EPP) a été menée par
une équipe de pharmacie frangaise sur cinquante puéricultrices dans un service de
néonatalogie d’une maternité de niveau 3 153, Deux axes majeurs d’améliorations ont

été identifiés :

e la prise en compte du volume mort de médicament dans les aiguilles et
'embase des seringues,
e [lidentification correcte par étiquetage des seringues du médicament

administré.

En 2018, une étude espagnole a mis en évidence, par analyse rétrospective de
vidéos réalisées par huit services de néonatalogie, plusieurs erreurs de préparation de

solutions médicamenteuses injectables? dont I'absence de:

e changement de seringues entre le préléevement du diluant et de la spécialité
commerciale,

o vérification des volumes lorsque le volume de la spécialité commerciale contenu
dans le conditionnement était prélevé en totalité,

e adéquation entre la seringue choisie et le volume a prélever

¢ homogénéisation des seringues préparées.

Ces travaux ont porté sur I'observation des pratiques mais n’ont pas évalué les
conséguences des erreurs de préparation relevées sur la précision quantitative de la

concentration des spécialités en solution.

1.1.3. Les audits reposant sur la mesure des concentrations des médicaments
injectables obtenus par préparation extemporanée en néonatalogie

En 2012, une étude espagnole monocentrique prospective observationnelle a
été conduite pendant vingt-quatre jours non consécutifs dans un service de
réanimation néonatalel®3l. Les résultats ont montré des erreurs de précision (définies
comme un écart supérieur a 10% par rapport a la valeur attendue) dans prés de 40%
des échantillons de tobramycine et vancomycine préparés a une concentration fixe et

dont les reliquats ont été recueillis apres leurs administrations chez des nouveau-
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nés®l. Les erreurs rapportées n'ont pas été a I'origine d’événements indésirables
cliniguement décelables mais ces résultats ont mis en évidence une source importante

de complications potentielles.

Quatre ans plus tard, la méme équipe a répété I'expérience dans dix unités de
soins intensifs de néonatalogie. La précision des concentrations était évaluée sur des
seringues de vancomycine, gentamycine, phénobarbital et caféine. Les seringues
étaient préparées selon les pratiques courantes par les IDE et puéricultrices dans les
services de soins concernés par I'étude. Les échantillons étaient ensuite congelés et
analysés dans un laboratoire de toxicologie par immuno-essail®¥. Les résultats ont

montré des erreurs de précision pour 54,7% des échantillons préparés par le service.

La fréquence importante de survenue d’erreurs de manipulation objectivées par
des audits d’'une part et d’erreurs de précision objectivées par des dosages d’autre
part, a conduit les équipes médicales et pharmaceutiques a développer des stratégies

de sécurisation de cette étape.

Afin de sécuriser I'étape de préparation des médicaments injectables dans le
service de réanimation néonatale, nous nous sommes interrogés sur la possibilité de
mettre en place un contréle qualité terminal de chaque préparation. Il s’agit d’une
stratégie non étudiée a I'heure actuelle. Ce contrble, réalisé systématiquement en
routine, assurerait en quelques secondes l'identification et la quantification d’'une
préparation afin de valider la possibilité de son administration. Le travail qui suit, a pour

but de tester cette hypothése.

1.1.4. L’état des connaissances sur les applications du DrugLog® dans la
littérature.

Le premier travail portant sur I'évaluation du DrugLog® a été présenté au
congres du Groupe d'Evaluation et de Recherche sur la Protection en Atmosphere
Contrélée (GERPAC) en 2015. |l a porté sur I'évaluation de ce systéme pour le contréle
qualité des chimiothérapies®®™!. Les résultats ont montré que cet automate permettait
une analyse rapide et un contréle précis des médicaments cytotoxiques préparés a la
pharmacie, avec une erreur maximale lors de la validation analytique en dessous de
10% pour dix spécialités commerciales.

En 2018, un second travail portant sur la qualification du DrugLog® comme automate
de contrbéle d’'une unité de préparation de chimiothérapie a été présenté au congres

de 'European Association of Hospital Pharmacists®. La calibration de 8 spécialités
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commerciales a été réalisée puis 'automate a été utilisé pour I'analyse de poches
produites en routine. La linéarité était vérifiée pour 7 des 8 gammes de calibration
réalisées avec un coefficient de corrélation supérieur a 0,98. L’erreur relative calculée
pour les courbes générées au cours de la calibration était inférieure a 12%. Les tests
effectués en routine ont mis en évidence une erreur moyenne entre 2 et 22% en
fonction des spécialités. Les tests en production ont révélé des biais relatifs moyens
allant de 1,86 a 22,14% pour les spécialités testées.

La méme année, un travail a porté sur la qualification d’'une équipe de
préparateurs chargés de la reconstitution des chimiothérapies sur cinq médicaments
cytotoxiques. Les auteurs conclurent que le contréle quantitatif a I'aide du DrugLog®
était peu envisageable en raison du choix restreint de spécialités envisageables et des
biais analytiques observés lors de I'étude : selon eux, la polymérisation du glucose 5%
entraine une variabilité du signal en fonction des lots et des poches et modifie les
tracés des spécialités analysées, et la variation du volume des poches de diluant
entraine une variabilité des résultats de dosage®’.

Derniérement, une équipe allemande a travaillé sur I'évaluation de la
robustesse du DrugLog® au sein du secteur contrble de leur PUI®E, Les spécialités
commerciales étudiées étaient la noradrénaline, le midazolam, I'atropine et la
cytarabine. Les auteurs ont conclu que les substances testées avaient pu étre
analysées de manieére fiable avec le DrugLog® avec un gain de temps de 50-75% par
rapport au spectrophotometre UV-visible. Toutefois, cette étude est a prendre avec
beaucoup de précaution, étant donné I'absence de présentation de la méthodologie
appliquée pour obtenir ces résultats.

Une autre application du DrugLog® a été récemment évaluée dans un
laboratoire de biochimie au cours d’un travail visant au diagnostic rapide des
hémorragies subarachnoidiennes par détermination des taux d’'oxyhémoglobine et de
bilirubine dans le liquide céphalo rachidien des patients a risquel™. Les résultats de ce
travail publié en 2020 ont permis de conclure a une excellente linéarité et précision du
DrugLog® dans la calibration pour 'oxyhémoglobine et la bilirubine dans le liquide

céphalo rachidien.

L'utilisation du DrugLog® en services de soins repose sur une étude non
publiée, qui a fait I'objet d'un travail de thésel’%. Au cours de cette étude, ont été
étudiées les limites de calibration de 'automate et la robustesse de 'automate dans le

cadre d’une gestion a priori des erreurs de préparations dans deux services de soins
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(soins intensifs post-opératoires et bloc opératoire adulte). Dans cette étude, 22
spécialités commerciales non cytotoxiques ont pu étre calibrées correctement sur
'automate. La méthodologie de cette étude a porté sur le recueil d’échantillons
provenant de solutions médicamenteuses injectables préparées extemporanément et
destinées a étre administrées aux patients. L'objectif était d’identifier les erreurs
d’identification de spécialités et les erreurs de précision avec une limite fixée a 10%
pour les médicaments a marge thérapeutique étroite, 15% pour la majorité des
préparations et 20% pour les poudres a reconstituer. La criticité des erreurs détectées
a été évaluée dans un second temps. Les résultats ont mené a la conclusion que le
DrugLog® était un automate adapté a la pratique courante en service de soins et qu'il

permettait d’identifier les EM de préparation avec une bonne robustesse.

En croisant le besoin de sécurisation de I'étape de préparation des solutions
médicamenteuses injectables en réanimation néonatale avec le potentiel du
DrugLog®, I'évaluation du potentiel d’applicabilit¢é du DrugLog® en réanimation

néonatale semble pertinente.

1.2.La qualification et évaluation d'un automate permettant un contréle qualité en
routine des solutions médicamenteuses injectables.

1.2.1. Présentation et principe de fonctionnement

Le DrugLog® est un dispositif médical de classe | commercialisé par
Pharmacolog (Uppsala, Suéde) qui a été mis au point dans le but d’identifier et de
guantifier des solutions médicamenteuses injectables en quelques secondes a partir

d’une bibliotheque préétablie (Figure 5).
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Zone de prise

Fenétre optique

Figure 5 - Le DrugLog® et sa cuvette a usage unigue (photographies issues du site

officiel de Pharmacolog®, image créée par S.Gilliot).

Il dispose d’'un format compact (28*28*45 cm). Il est composé d’un bloc
contenant un spectrophotometre UV-visible balayant les longueurs d’onde de 200 a
800 nm, d’'une unité centrale d’ordinateur et d’'une logette destinée a l'installation des
cuvettes permettant I'analyse des solutions. Un écran tactile permet de controler

'automate a la maniére d’un ordinateur classique.

La technologie DrugLog® est une technologie semi-quantitative qui repose sur
I'émission d’'un faisceau UV-visible a travers une cuvette a usage unique composée
d’'un mélange de copolymére d’oléofine cyclique.

L’absorption dans I'UV-visible d’'un ensemble de molécules résulte de
'absorption par le ou les chromophore(s) (groupes d’atomes insaturés) qui le

compose(nt).

La premiere étape consiste en I'analyse de la matrice de référence qui est le
solvant de dilution de la spécialité commerciale (le blanc), puis la solution d’'intérét est
placée dans une cuvette a usage unique et I'analyse est lancée. L’intensité du
rayonnement UV-visible aprés son passage par la cuvette est analysée par un
détecteur et donne un signal primaire. L’algorithme du logiciel (non connu du fait de la
protection industrielle) confronte le signal de la matrice de référence (le blanc) et le
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signal primaire obtenu aprés analyse de I'échantillon et transforme cette association
de signaux en un tracé spécifique.

La solution médicamenteuse est analysée dans sa globalité : le tracé spécifique
correspond a 'absorption du principe actif et des éventuels excipients absorbant sur
la gamme de longueur d’'onde 200-800nm.

L’analyse qualitative se déroule de la maniére suivante : l'automate va
déterminer la spécialité commerciale détectée en confrontant la forme du tracé
spécifique obtenu pour la solution analysée a tous les tracés contenus dans la banque
des données enregistrée dans l'automate. Le tracé enregistré dans la banque de
données qui a la plus forte similitude avec le tracé spécifigue analysé est identifié
comme correspondant a la spécialité commerciale en cours d’analyse.

L’analyse quantitative est effectuée aprés la sélection de la longueur d’'onde
d’analyse par l'automate. Celle-ci correspond a la longueur d’onde pour laquelle la
différence d’amplitude entre les tracés moyens de calibration est maximale. Une fois
la longueur d’onde sélectionnée par le logiciel, une équation de droite de calibration
est calculée par extrapolation automatique de I'ensemble des tracés de calibration
encadrant le tracé spécifique de I'’échantillon. La concentration de I’échantillon analysé
est calculée automatiquement a partir des tracés enregistrés de la gamme calibration.

Un tracé spécifique dépend donc a la fois de la spécialité commerciale et de sa
concentration en solution.

Les résultats de I'analyse quantitative et qualitative sont rendus par 'automate
en quelques secondes. L'empreinte issue de l'analyse est caractéristique de
'ensemble des chromophores contenus dans le principe actif et les excipients
constituant la spécialité commerciale analysée. Ce principe implique que des

molécules de structure proches généreront des profils spécifiques proches.

Avant toute analyse d’'un échantillon a l'aide du DruglLog®, il est nécessaire
d’enregistrer dans I'automate les données pour chaque spécialité choisie. La banque
de données du DrugLog® est organisée en différents catalogues. Chaque catalogue
peut contenir I'enregistrement des données de plusieurs spécialités. Le libellé de
chaque catalogue et I'enregistrement des données au sein des catalogues est libre.
La seule contrainte liée a cette version est la nature du solvant utilisé pour faire le
blanc qui est le méme pour tout le catalogue et ne peut étre modifié une fois le
catalogue créé et les données enregistrées dans ce catalogue.
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Ainsi, pour une solution X contenant une spécialité commerciale a une

concentration Y, un tracé spécifique unique est déterminé par 'automate.

Au moment de I'enregistrement d’'une base de données pour une spécialité, il
faut donc avoir choisi le solvant de dilution (éventuellement de reconstitution) et la/les
gamme(s) de concentrations souhaitées. |l est possible de créer ses propres
enregistrements ou d’accéder aux données rendues disponibles par la société qui a
développé le DrugLog®. Nous avons choisi de créer nos propres enregistrements car
il ne nous était pas possible de vérifier la fiabilité et la rigueur de la méthodologie
employée pour construire la base de données fournie par I'industriel.

L’enregistrement d’une spécialité donnée pour un solvant et une gamme de
concentrations données dans le logiciel d’exploitation du DrugLog® correspond a
'enregistrement des tracés spécifiques d’'une gamme de calibration dans un
catalogue. Une fois cet enregistrement effectué, le logiciel traite les tracés spécifiques

issus de I'échantillon par rapport aux tracés enregistrés dans le catalogue choisi.

La Figure 6 représente les différentes étapes de du processus d’analyse d’'un

échantillon par le DrugLog®.
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Figure 6 - Schéma résumant le principe de fonctionnement du DrugLog® (production

originale, photographies issues du site officiel Pharmacolog, créée avec

BioRender.com)

1.2.2. Expression des résultats

Quel que soit le module utilisé, chaque analyse d’échantillon se fait
systématiquement aprés sélection du catalogue de travail. Les données utilisées par
I'algorithme pour I'analyse seront celles enregistrées sur ce catalogue uniquement.
Il ne peut donc y avoir d’identification croisée que pour deux spécialités enregistrées

dans un méme catalogue.

L'interface du logiciel du DrugLog® version 4.4.2 dispose de 4 modules intitulés
« ldentifier », « Qualifier », « Calibrer » et « Administrer », dans la version francaise.
e Le module « Administrer » permet la manipulation des données et la
visualisation des tracés spécifiques.
e Le module « Identifier » permet d’obtenir I'analyse qualitative et quantitative de
I'échantillon en un clic. En cas d’identification croisée de plusieurs spécialités,

le résultat rendu consistera en l'identification des deux spécialités et de leurs
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concentrations mesurées. Si la spécialité commerciale n’est pas reconnue par
le logiciel, une croix rouge accompagnée de l'indication « Unknown » s’affiche.
Le module « Qualifier » permet de visualiser rapidement la validité qualitative et
quantitative de la préparation. Avant d’effectuer I'analyse, il est nécessaire de
choisir dans le catalogue, la spécialité et sa concentration attendue. Si
I'identification et la quantification sont conformes aux paramétres attendus, un
V vert s’affiche. Si la concentration mesurée n’est pas conforme aux limites
d’acceptation, un logo « attention » jaune s’affiche, associé a une indication de
la concentration mesurée. Si lI'identification n’est pas conforme, une croix rouge
accompagnée de l'indication « Unknown » s’affiche.

Le module « Calibrer » est réservé aux personnes compétentes dans

I'entreprise Pharmacolog pour le paramétrage du DrugLog®.

1.2.3. Objectif

L’objectif de ce travail est d’évaluer la robustesse du DrugLog® pour la prévention

des erreurs de préparation des solutions médicamenteuses injectables dans un

service de réanimation néonatale.

Le principal objectif de I'étude était de déterminer si la spécialité commerciale

et/ou les concentrations avaient un impact sur la variabilité de la précision des

préparations.

Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité identifier et analyser les limites

techniques de calibration et de maniement de l'automate dans le service de

réanimation néonatale a I'aide du diagramme des 5M.

1.2.4. Méthode

1.2.4.1. Cadre de I'étude

Ce travail s’est déroulé en deux temps: un temps technique avec une

qualification de 'automate au laboratoire de pharmacie galénique et hospitaliére de la

faculté de pharmacie de Lille et un temps clinique avec évaluation de 'automate pour

les spécialités commerciales sélectionnées dans une unité de réanimation néonatale.
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1.2.4.2. Partie technique : qualification au laboratoire

hY

Les cuvettes utilisées pour les analyses étaient des cuvettes a usage unigue
transparentes composées d’un polymeéres d’oléfines cycliques et linéaires (référence
7592 10, lot 20102275, Brand, Werthelm, Allemagne).

La qualification a été conduite sur deux critéres :

e La qualification qualitative qui a consisté en la vérification de la bonne
reconnaissance des spécialités en solution ;

e La qualification quantitative qui a consisté la calibration correcte et la validation
des gammes de calibration selon la méthodologie proposée par Hubert et al.[62],

1.2.4.3. Choix des molécules et des concentrations

Ont été choisies pour I'étude :

e Des spécialités commerciales couramment prescrites dans le service.
Cette sélection a été effectuée selon une étude préliminaire de la fréquence de

prescription des médicaments injectables dans le service sur un mois, en juin 2020.

e Des spécialités commerciales appartenant a la Liste | et dépourvues de statut
particulier (stupéfiants ou hors T2A), pour des raisons de praticité.
o Des spécialitéts commerciales dont I'administration nécessite une étape de
dilution, au regard des prescriptions émises dans le service.
e Des spécialités commerciales dont le(s) principe(s) actif(s) possede(nt) un
chromophore dans sa/leur structure.
Par ailleurs, il a été convenu pour I'étude que quatre numéros de lots des spécialités
commerciales choisies devaient étre disponibles au CHU de Lille au moment de
I'étude, afin que la variabilité inter-lot puisse étre évaluée au moment de la calibration

a l'aide de trois lots ; le quatrieme lot étant utilisé pour la validation.

1.2.4.4. Calibration des gammes d’étalonnage

L’étape de calibration s’est déroulée de juillet 2020 a février 2021 au laboratoire

de pharmacie galénique et hospitaliére de la faculté de Pharmacie de Lille.
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e Choix de la concentration cible
Les concentrations cibles choisies pour les gammes de calibration
correspondent aux concentrations standardisées paramétrées dans le logiciel d’aide a
la prescription utilisé dans le service en juin 2020, Logipren. Une nouvelle version du
logiciel, LogiprenV2 a été mise en place dans le service a partir de novembre 2020.
Pour les spécialités commerciales dont la calibration n’avait pas encore été effectuée
en janvier 2021, les concentrations cibles ont été choisies pour correspondre aux

concentrations paramétrées dans LogiprenV2.

e Choix des solvants de reconstitution et de dilution
Les solvants utilisés pour la reconstitution et la dilution de la spécialité
commerciale au moment de la réalisation des gammes d’étalonnage ont été choisis
selon le paramétrage effectué dans Logipren, puis LogiprenV2, en confrontation avec
les données du RCP.

e Matériel et mode opératoire

Les solutions méres étaient préparées dans des fioles de 10 mL ou de 5 mL en
verre. Des micropipettes de laboratoire (mLine®, BioHit S.A., Dourdan, France) ont été
utilisées pour effectuer les dilutions. Au laboratoire, les pipettes sont calibrées
mensuellement par pesée d’'un volume d’eau sur une balance de précision (METTLER
TOLEDO XP504, Columbus, Etats-Unis).

Le glucose 5% (G5%) et le NaCl 0,9% utilisés pour les dilutions provenaient de
poches (Glucose 5% Viaflo DE0062 250mL lot 21C15E4D, Baxter et Chlorure de
Sodium 9% Viaflo, DKE1322 250mL Lot 21A25T1H, Baxter, Guyancourt, France).
L’eau pour préparation injectable (EPPI) utilisée pour la reconstitution provenait
egalement de poches (référence : DE0303, lot : 20D18E5SC, Baxter). Des seringues
en polypropyléne (BD Plastipak, Becton Dickinson, Le-Pont-de-Claix, France) de 10
mL (référence : 305959, lot : 1703007), 20 mL (référence : 300629, lot : 2102012) et
50 mL (référence : 300865, lot: 2011012) et des seringues de 1 mL (référence :
309628, lot : 9051796) ont été utilisées pour les étapes de reconstitution et pour le
prélévement des solvants dans les poches de G5% et de NaCl 0,9%. Les trocarts
utilisés étaient des trocarts 18 G (BD Microlance 3™, référence 304622, Becton

Dickinson).
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La calibration des gammes d’étalonnage a été effectuée dans deux catalogues :

un catalogue réservé aux spécialités diluées dans du G5%, un catalogue réservé aux

spécialités diluées dans du NaCl 0,9%. Le blanc était effectué avec le diluant seul,

utilisé pour la préparation de la spécialité.

La calibration des gammes d’étalonnage a été construite sur a minima 5 niveaux

de concentration, entourant la ou les valeur(s) de concentration cible. Chaque jour,

trois solutions meéres ont été préparées a partir de 3 lots différents de spécialité

commerciale. Cette manipulation a été répétée sur 3 jours consécutifs (n=9). Le plan

d’expérience est décrit dans le Tableau 2.

Tableau 2 - Plan d’expérience conduit pour chaque calibration de gamme.

Série 1 | Série 2 | Série 3 | Série 4 | Série 5 | Série 6 | Série 7 | Série 8 | Série 9

Lot

1 1 1 2 2 2 3 3 3

Jour

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Le choix des niveaux de concentrations a été effectué selon le paramétrage des

spécialités dans le logiciel Logipren au moment de la calibration :

Si le paramétrage était en dilution fixe pour une spécialité X, avec une
concentration cible X1, les niveaux choisis doivent comprendre les valeurs de
concentrations X1-40%, X1-20%, X1, X1+20%, X1+40%.

Si le paramétrage était en minimisation de volume, une spécialité Y pouvait
alors prendre une gamme de concentrations cibles Ymin a Ymax ; il @ été convenu
gue les niveaux choisis devraient comprendre au moins six valeurs de
concentration (Ymin-40%, Ymax-20%, Ymin, Ymax, Ymax +20%, Ymax +40%).

L’interprétation de chaque gamme de calibration a été effectuée par approche

graphique par analyse des tracés spécifiques obtenus a I'aide du DrugLog®.

La linéarité a été évaluée par détermination des parametres de la droite
d’étalonnage : le coefficient de corrélation, la pente, 'ordonnée a l'origine de la
droite.

Les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) ont été déterminées a
partir du niveau critique (NC) calculé a 5%, tel que LQ=2*LD=4*NCI63],

La répétabilité a été réalisée sur les échantillons provenant des 3 solutions
meres différentes préparées a partir de 3 lots (lots n°1 a 3) de la spécialité

commerciale considérée.
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e La précision de la méthode a été évaluée par la fidélité intermédiaire. Le
coefficient de variation de la fidélité intermédiaire a été calculé a partir de la
moyenne des concentrations mesurées pour chaque niveau de calibration sur
3 jours (Cm, n=9) et de leur écart-type (sd, n=9).

e La justesse a été calculée a 'aide de l'erreur relative (ER, en %) a partir des
Cm et des concentrations nominales (Cnom) selon I'équation :

Cn — Cnom

%ER = =2 * 100

nom

e L’erreur totale de la méthode a été calculée en additionnant la fidélité
intermédiaire et I'erreur relative.

La limite d’acceptabilité de I'erreur totale a été fixée a 20% en prenant en compte les
recommandations de la Pharmacopée Européenne qui mentionnent qu’'un lot de
spécialité commerciale est acceptable, si une mesure de teneur ou moins sort de
I'intervalle 85%-115% par rapport a la valeur nominalel®¥, et en acceptant une erreur
liée aux étapes de dilution et de reconstitution de 5%. S’agissant d’'une étude pilote et
non d’un contrdle qualité de routine comme réalisé dans une précédente étude®”, le
choix a été fait de ne pas distinguer la limite d’acceptabilité entre les médicaments a
marge thérapeutique étroite, les médicaments sous forme de poudres a reconstituer

et les solution injectables.

Lorsque le premier ou le dernier niveau de concentration d’'une gamme sortait
des exigences de validation, ce niveau était éliminé et les parametres de la gamme de
calibration étaient recalculés sur les niveaux restants. Lorsque deux niveaux de
calibration présentaient une erreur totale = 20%, la spécialité était considérée comme

non dosable par la méthode et était exclue du reste de I'étude.

Sur trois jours consécutifs, 'opérateur A et 'opérateur B ont préparé des
contrbles qualités (CQs). Les CQs étaient sélectionnés entre deux niveaux de
calibration consécutifs sur la gamme d’étalonnage des spécialités commerciales
validés. Pour chaque CQ, les six solutions méres ont été préparées a partir d’'un lot
indépendant des lots utilisés pour la calibration (lot n°4). Les échantillons obtenus a
partir des solutions méres ont été analysés une fois chacun. Le plan d’expérience des
CQs est représenté dans le Tableau 3.
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Tableau 3 - Plan d’expérience conduit pour chaque contréle qualité situé entre deux

niveaux de calibration.

Sériel |Série2 |Seérie3 |Séried | Série5 | Série 6
Lot (n°) 4 4 4 4 4 4
Jour (n°) 1 2 3 1 2 3
Opérateur A A A B B B

La précision et la justesse des CQs ont été évaluees de la méme maniere que
présentées pour I'étape de calibration. L’erreur totale a été calculée en additionnant la
fidélité intermédiaire et le biais relatif et devait étre inférieure a 20% pour que le CQs

soit jugé conforme.

1.2.5. Partie clinique

1.2.5.1. Cadre de I'étude

L’étude a été conduite dans le centre hospitalier universitaire (CHU) de Lille qui
comptabilise plus de 3000 lits. La clinique de néonatalogie de cet établissement est
affiliée a une maternité de niveau lll. Elle comprend trois unités : 'unité arc-en-ciel (22
lits), 'unité de soins intensifs néonatals (24 lits) et I'unité de réanimation néonatale (18
lits). Une équipe de soixante-neuf IDE travaillent au sein de l'unité de réanimation
néonatale. L'étude a été observationnelle et prospective. Le recueil a été mené entre

avril et juillet 2021, sur les postes de jour et de nuit.

1.2.5.2. Génération des prescriptions

Des prescriptions ont été générées a l'aide de LogiprenV2. Pour chaque
spécialité commerciale, trois prescriptions C1, C2 et C3, désignant trois concentrations
différentes de chaque spécialité paramétrée dans LogiprenV2 ont été générées ; C1
représente une concentration basse de la spécialité, C2 représente une concentration
intermédiaire de la spécialité et C3 représente une concentration haute de la spécialité.
C1, C2 et C3 appartiennent toutes trois aux gammes d’étalonnage calibrées et
validées lors de la qualification au laboratoire. Il a été convenu lors de la mise en place
de I'étude que les IDE du service de réanimation néonatale préparent un nombre n de

seringues prétes a I'emploi (n étant défini statistiquement par le calcul du nombre de
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seringues nécessaires). Chaque préparation était réalisée a l'aide du matériel a
disposition dans le service et selon les habitudes du service. Les IDE participant a
I'étude faisaient partie de I'équipe de réanimation néonatale et étaient, a ce titre,
entrainées a la réalisation de dilutions de spécialités injectables. L’allocation aux IDE
des préparations a été soumise a une randomisation par bloc. Le recrutement a été
réalisé en fonction de la disponibilité des IDE afin de ne pas interférer avec
I'organisation du service et pour mimer au mieux les conditions de routine.

Les données étaient recueillies sur des feuilles de recueil. Les éléments relevés
au cours de chaque préparation extemporanée étaient la date de réalisation de la
préparation, le code d’identification de I'IDE, le numéro de lot du médicament, le
descriptif détaillé chronologique manuscrit de chaque étape de préparation du
médicament comprenant le choix des seringues et les changements de trocart. A la fin
de chaque préparation, un échantillon de la seringue préparée était placé dans une
cuvette neuve et analysé dans le DrugLog®. L’échantillon était ensuite repris dans la
seringue avec un nouveau trocart, puis réhomogénéisé. Le nouvel échantillon était
placé dans la méme cuvette pour analyse. Deux échantillons étaient donc analysés :
un échantillon prélevé avant homogénéisation et un échantillon prélevé apres
homogénéisation. Chaque échantillon était analysé deux fois : la premiére fois avec le
module « Identifier » et immédiatement aprés avec le module « Quantifier ».

Au cours de 'étude, les IDE étaient observées et leurs actions étaient décrites sur
la feuille de recueil. Cette méthode d’audit peut s’associer a un double contréle, dans
la mesure ou la vigilance de la personne préparant la seringue était accrue, les
solvants et les volumes prélevés systématiquement vérifiés. Cette méthode
garantissait 'absence d’erreur dans la sélection de la spécialité commerciale a
préparer et dans les volumes a prélever. Par ailleurs cette méthode d’audit a laissé
une liberté totale aux IDE en termes de manipulation (choix des seringues,

changement des trocarts).

1.2.5.3. Nature des erreurs détectées.

Deux types d’erreurs sont détectées grdce au DruglLog®, les erreurs

d’identification et les erreurs de précision.
- Une erreur d’identification correspond a une mauvaise identification d’'un
échantillon par lautomate (identification croisée ou absence de

reconnaissance).
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- Une erreur de précision est caractérisée par une « erreur quantitative de
préparation » (EQP) supérieure a 20%.

L’EQP est calculée a partir des concentrations Cc3 et Cc4, (c’est-a-dire, les
deux concentrations obtenues aprés réhomogénéisation de la seringue, Cc3 étant
obtenue par le module « Identifier » et Cc4 étant obtenue a partir du méme échantillon
apres analyse par le module « Qualifier »). La moyenne de ces deux concentrations
obtenues est divisée par la valeur attendue. La valeur absolue de ce résultat est
'|EQP].

On adonc:

Cc3+Cc4

|EQP| -5

)_ Cattendue

| 100

Cattendue

La concentration théorique considérée pour ce calcul est la concentration de la
spécialitt commerciale déterminée pour la ligne de prescription générée par
LogiprenV2. Au total, quatre concentrations sont déterminées par I'automate (Cc1,
Cc2, Cc3, Cc4). Ccl et Cc2 représentaient les concentrations mesurées par le
DrugLog® avant homogénéisation de la seringue par les modules « Identifier » et
« Quantifier » respectivement. Cc3 et Cc4 représentaient les concentrations mesurées
par le DrugLog® aprés homogénéisation de la seringue par les modules « Identifier »
et « Quantifier » respectivement. Le design de I'évaluation du DrugLog® dans l'unité

de réanimation néonatale est synthétisé dans la Figure 7.
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Figure 7 - Design de I’évaluation du DrugLog® dans I'unité de réanimation néonatale

(production originale, créée avec BioRender.com).

1.2.5.4. Analyses statistiques.

Les analyses des données de calibration et de validation de la calibration (partie
technique) ont été traitées a l'aide du logiciel Excel (Microsoft® Excel® pour
Microsoft 365 MSO (16.0.14026.20304)). Les analyses statistigues du calcul du
nombre de seringues nécessaires pour I'analyse, la randomisation par bloc, les tests
statistiques de I'étude dans le service et la génération des graphiques ont été effectués
a l'aide du logiciel R (version 3.6.1, R Foundation for Statistical Computing, Vienna,

Austria).

La variable utilisée comme critere pour les tests statistiques est la valeur
absolue de I'EQP ou |EQP|. Limpact de la spécialitt commerciale et des
concentrations sur I'|[EQP| a été évaluée par un test dANOVA (0=5%) a deux facteurs
emboités (facteur « Concentration attendue » emboité dans facteur « Spécialité »).
Dans notre cas, le facteur « Concentration attendue » est emboité dans le facteur
« Spécialité » car chaque modalité du facteur « Concentration attendue » est associé

a une modalité du facteur « Spécialité ». Le plan d’expérience pour I'analyse ANOVA
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est décrit dans le Tableau 4. Dans ce tableau, le facteur « Spécialité » est caractérisé
par I'appellation « Si » avec la modalité i associée a chaque spécialité incluse dans
I'étude. Le facteur « Concentration attendue » est caractérisé par I'appellation C1, C2
ou C3, et ses trois concentrations seront différentes en fonction du facteur

« Spécialité » considéré.

Tableau 4 - Plan d’expérience de I’analyse de covariance a deux facteurs.

Concentration n°l | Concentration n°2 | Concentration n°3
de chaque | de chaque | de chaque
spécialité spécialité spécialité

Spécialité n°1 S1Cil S1Ci2 S1Ci3

Spécialité n°2 S2 Cs1 S2 Cx2 S2 C3

Spécialité n°i Si Cil SiCi2 SiC3

Légende : le facteur « Spécialité » est caractérisé par I'appellation « Si » avec la modalité i
associée a chaque spécialité incluse dans I'étude. Le facteur « Concentration attendue »
est caractérisé par I'appellation C1, C2 ou C3, et ses trois concentrations seront différentes

en fonction du facteur « Spécialité » considéré.

L’hypothése de normalité des résidus est vérifiée par un test de Shapiro Wilk
(a=5%) et 'homogénéité des variances par un test de Levene (a=5%).

Concernant I'analyse de variance, si 'hypothése HO de TANOVA est rejetée au
risque a=5%, un test de Kruskal-Wallis permettra la comparaison des |[EQP| des sous-
groupes de concentration C1, C2 et C3 pour chaque spécialité. Un test post-hoc de
comparaison de Dunn avec correction de Bonferroni permettra l'identification des
différences significatives entre les |EQP| des sous-groupes de concentration
comparés deux a deux.

Par exemple, un test de Kruskal-Wallis avec un risque a a 5% sera conduit pour
comparer les |EQP| entre les sous-groupes S1 Ci11, S1 Ci2 et S1 C13 puis un test de
Dunn avec correction de Bonferroni (a=5%) sera conduit pour comparer les |EQP]
entre les sous-groupes S1 Cil et S1 C12; S1 C12 et S1 C13; S1 C1l et S1 C13. Les

résultats seront présentés sous forme de boite a moustaches.

Le calcul du nombre de seringues nécessaires pour I'étude a été effectué en

utilisant un risque a de 5%, une puissance 3 de 80%, pour un test ’ANOVA a deux
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facteurs (package « WebPower », logiciel R, version 3.6.1, R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria). La taille d’effet f choisie pour le calcul était de
0,25.

1.3. Résultats

1.3.1. Partie analytique

1.3.1.1. Choix des spécialités commerciales et des concentrations

L’analyse de la fréquence des prescriptions des spécialités commerciales dans
le service de soins a identifié 29 spécialités commerciales d’intérét. Parmi elles :

- trois ont été exclues dans le cadre de cette expérience car appartenant
a la législation des stupéfiants (morphine, sufentanil, kétamine) :

- une a été exclue car appartenant a la liste des médicaments en sus de
la T2A (méropéneme)

- deux autres ont été exclues en raison de 'absence de chromophore dans
le principe actif (amikacine, gentamicine) ; 'absence de chromophore ne
signifie pas que la spécialité ne peut étre évaluée, mais que le tracé
spécifigue obtenu correspondra a I'absorption des chromophores des
excipients et du solvant de dilution dans ce cas, et ne sera donc pas
spécifique du principe actif en solution.

- huit autres en raison de la non-disponibilité de quatre lots différents au
moment de [I'étude (prostine, amoxicilline, ibuproféne, atropine,

midazolam, métronidazole, bétaméthasone, dexmédétomidine).

Le Tableau 5 présente les quinze spécialités commerciales incluses dans
I'étude. L’Annexe 1 recense les structures des principes actifs contenus dans les
quinze spécialités incluses dans I'étude (a I'exception de I'analogue rapide de I'insuline
et de I'héparine sodique)®® et 'Annexe 2, la liste des excipients contenus dans les

spécialités.
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Tableau 5 - Liste des quinze spécialités commerciales répondant aux critéres d’inclusion dans I’étude. Légende : EPPI, eau pour préparation injectable

; G5%, glucose 5% ; NaCl 0,9%, chlorure de sodium 0,9%, *spécialités n’ayant pas répondu aux exigences de calibration.

Principe actif

Spécialité
commerciale

Laboratoire
fabricant

Solvant de
reconstitution

Solvant de
dilution

Concentration

cible

Choix de la gamme de calibration

Céfazoline

Céfépime

Céfotaxime

Citrate de caféine

Dobutamine*

Furosémide*

Céfazoline 1 g,
poudre pour
solution
injectable (im-iv)

Céfépime 1 g,
poudre pour
solution
injectable

Céfotaxime

500 mg, poudre
pour solution
injectable (im-iv)

Citrate de
caféine

25 mg/mL,
solution
injectable

Dobutamine

250 mg/20 mL,
solution a diluer
pour perfusion

Furosémide
20mg/2mL,
solution

Mylan

Gerda

Mylan

Cooper

Panpharma

Renaudin

EPPI G5%

EPPI G5%

EPPI G5%

- G5%

EPPI G5%

- NacCl 0,9%
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20 mg/mL

30 mg/mL

45 mg/mL

2,5 mg/mL

800 - 4 000
pg/mL

0,4-4 mg/mL

5-10-20-30-40 - 50 mg/mL

5-10-20 - 30 - 40 - 50 mg/mL

10 - 20 - 40 - 50 - 80 mg/mL

0,5-10-2,5-5,0-10,0 mg/mL

150 - 300 - 600 - 1200 - 2400 - 4800 - 7500 - 10 500
pg/mL

025-05-1-2-4-8mg/mL




Hémisuccinate
d’hydrocortisone

Héparine sodique

Insuline Asparte

Nicardipine

Noradrénaline

Oméprazole

injectable

Hydrocortisone
UPJOHN

100 mg,
preparation
injectable

Héparine
sodique Choay
5000 UI/1 mL,

solution

injectable iv

Novorapid

100 unités/mL,
solution
injectable

Nicardipine

10 mg/10 mL,
solution
injectable

Noradrénaline

2 mg/mL sans
sulfites, solution
a diluer pour
perfusion

Oméprazole

40mg, poudre
pour solution
pour perfusion

Serb

Laboratoires
Cheplapharm

Novo Nordisk

Aguettant

Mylan

Mylan

G5%

NacCl 0,9%

NaCl 0,9%

G5%

G5%

NacCl 0,9%

56

0,5 mg/mL

350 Ul/mL

0,15 Ul/mL

0,100 mg/mL

0,06 mg/mL

0,4 mg/mL

0,1-0,25-0,5-1,0-2,0 mg/mL

100 - 200 - 400 - 800 - 1000 Ul/mL

0,05-0,1-0,25-0,50-0,75 Ul/mL

0,025 -0,05-0,10 - 0,15 - 0,20 mg/mL

0,01 - 0,03 - 0,06 - 0,08 - 0,12 mg/mL

0,1-0,2-0,4-0,6-0,8 mg/mL




Paracétamol

Pipéracilline/
Tazobactam

Vancomycine

Paracétamol 10
mg/mL, solution
pour perfusion

Piperacilline
tazobactam 2
g/0,25 g, poudre
pour solution
pour perfusion

Vancomycine
250 mg, poudre
pour solution a

diluer pour
perfusion

Macopharma

Mylan

Mylan

EPPI

EPPI

NaCl 0,9%

G5%

G5%

5 mg/mL

8 mg/mL

2,5 mg/mL

1,0-2,0-5,0-7,5-10,0 mg/mL

25-50- 75 - 150 - 200 mg/mL

1,0-25-50-7,5-10,0 mg/mL
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La liste des lots utilisés pour la calibration et la validation est présentée dans le Tableau 6.

Tableau 6 - Liste des lots de spécialités commerciales utilisés lors des étapes de
calibration et de validation. Légende : IV pour intraveineux, IM pour intramusculaire,

*spécialités n’ayant pas répondu aux exigences de calibration.

Spécialité commerciale Lots de calibration Lot de validation

190438, exp 04/2022

Céfazoline 1 g, poudre pour

1 *
solution injectable (im-iv) 190846, exp 08/2022 Non applicable

190866, exp 08/2022

P-06, exp 04/2022
Céfépime 1 g, poudre pour solution

- i *
injectable P-08, exp 06/2022 Non applicable
R-05, exp 10/2022
Céfotaxime 190858, exp 08/2021
500 mg, poudre pour solution 190860, exp 08/2021 200426, exp 04/2022
injectable (IM-1V) 190732, exp 07/2021

205037, exp 09/2022
Citrate de caféine
206792, exp 12/2022 207078, exp 05/2023
25 mg/mL, solution injectable
207038, exp 02/2023

0178, exp 02/2022

Dobutamine
250 mg/20 mL, solution a diluer e, @ G Non applicable*
pour perfusion 0022, exp 04/2022

205951, exp 09/2021

Furosémide 20mg/2mL, solution | »y755, o 07/2023 206615, exp 09/2022
injectable
207604, exp 10/2023

2603-W2S86, exp 09/2022
Hydrocortisone UPJOHN
2685-W2T27, exp 10/2022 2709-W2T28, exp 10/2022
100 mg, preparation injectable
2685-W2T28, exp 10/2022

8A005, exp 10/2021

Héparine sodique Choay 5000 Ul/1

mL, solution injectable IV 9A004, exp 05/2022 Non applicable

AA002, exp 10/2023
Lot KS6CA89 :

KS6BC77, exp 04/2022

Novorapid A
1S69B04, exp 05/2021 Changement de marché

100 unités/mL, solution injectable Humalog® .
g® 100UI/mL : Lot
KS6BP37, exp 06/2022 D335143, exp 02/2023
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JO007A01, exp 12/2021
Nicardipine
JO036A01, exp 1/12/2021 4303922, exp 1/10/2021
10 mg/10 mL, solution injectable
4303503, exp 12/2020

Noradrénaline H2061, exp 10/2021
2 mg/mL sans squites, solution a H2087, exp 08/2021 H2078, exp 03/2022
diluer pour perfusion H2081, exp 05/2022

W730, exp 09/2021 Changement de marché

Oméprazole 40mg, poudre pour
solution pour perfusion W736, exp 10/2022 ARROW : 01254, exp

W660, exp 10/2020 07/2022

Macopharma : 191003, exp
Paracétamol 10 mg/mL, solution
pour perfusion 18F002, exp 06/2020 Changement de marché

18K005, exp 11/2020 BBraun : 20235410, exp
05/2022

o 5M1076FR, exp 01/05/2020
Pipéracilline/tazobactam 2 g/0,25

g, poudre pour solution pour 5M1088FR, exp 01/07/2021 5M1089FR, exp 07/2021
perfusion

5M1081FR, exp 01/03/2021
197408, exp 10/2021

Vancomycine 250 mg, poudre pour

T . 197221, exp 10/2021 206649, exp 03/2022
solution & diluer pour perfusion

202658, exp 12/2021

Les changements de marché effectués a la pharmacie centrale du CHU de Lille
au cours de I'étude ont entrainé la répétition des étapes de calibration et de CQ des
gammes d’étalonnage pour les spécialités d’analogues rapides de [linsuline,

d’'oméprazole et du paracétamol.

1.3.1.2. Calibration des gammes

Les parametres de calibration des spécialités pour les gammes définies dans le
Tableau 6 sont présentés en Annexes 3 et 4.

Dix spécialités commerciales ont répondu aux exigences de la calibration : le
citrate de caféine, I'némisuccinate d’hydrocortisone (HSHC), la vancomycine, la
nicardipine, la noradrénaline, 'oméprazole, le paracétamol, le furosémide, la
pipéracilline/tazobactam, le céfépime (Annexe 3). Un niveau de calibration a été

éliminé pour les spécialités suivantes : insuline (niveau A, erreur totale = 29,3%),
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noradrénaline (niveau A, erreur totale = 25,7%), caféine (niveau A, erreur totale =
45,2%), HSHC (niveau A, erreur totale = 20,9%).

Quatre spécialités commerciales n'ont pas répondu aux exigences en termes
de calibration. Il s’agissait de 'héparine sodique, de la dobutamine, du céfotaxime, de
la céfazoline. Pour ces quatre spécialités, plus d’'un niveau de calibration était en

dehors des limites d’acceptation de I'erreur totale (Annexe 4).

1.3.1.3. Contréle qualité des gammes

Les résultats de la validation de la méthode sont présentés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 - Résultats de I’étape de validation de la méthode pour les onze spécialités commerciales calibrées. Légende : « - » pour non
applicable, CQ pour contrdle qualité.
Fidélité Erreur
Niveau de Niveau de Niveau de Niveau de Niveau de Biais relatif . P totale en
. . . . . intermédiaire
o . concentration concentration concentration concentration concentration (valeur (valeur (valeur
Specialité commerciale CQ1 CcQ2 CQ3 CQ4 CQ5 absolue, %) absolue,
absolue, %) %)
(A-B) (B-C) (C-D) (D-E) (E-F) [min - max] [min - max] .
[min - max]
CELERING £ ¢, [POUEE [ery i 15 mg/mL 30 mg/mL 45 mg/mL : 7.1-13,9 1,8-2,9 10,0-16,0
solution injectable
Citrate de caféine
25 mg/ml, solution - 1,75 mg/mL 3,75 mg/mL 7,5 mg/mL - 1,0-6,3 1,9-3,0 4,0-8,3
injectable
FUEE TR Z0me 2L, 0,4 mg/mL 0,75 mg/mL 1,5 mg/mL 3,0 mg/mL 6,0 mg/mL 0,4-1,1 1,6-2,7 2 1631
solution injectable
Hydrocortisone UPJOHN
100 mg, preparation - 0,4 mg/mL 0,8 mg/mL 1,5 mg/mL - 0,6-2,1 2,7-4,8 3,5-4,8
injectable
Novorapid
100 unités/ml. solution - 0,07UI/mL  0,144UVmL 0,303 Ul/mL - 0,8-2,0 5,5-6,4 6,7-8,4
injectable
Nicardipine
10 mg/10 ml, solution 0,04 mg/mL 0,076 mg/mL 0,12 mg/mL 0,176 mg/mL - 0,2-4,6 1,8-3,2 2,0-7,8
injectable
Noradrénaline 0,100 mg/mL
- 0,044 mg/mL 0,072 mg/mL - 6,0-13,6 3,9-6,1 9,9-19,8

2 mg/ml sans sulfites,
solution a diluer pour

61




perfusion

Oméprazole 40mg, poudre
pour solution pour perfusion

Paracétamol 10 mg/ml,
solution pour perfusion
BBraun

Paracétamol 10 mg/ml,
solution pour perfusion
Macopharma

Piperacilline tazobactam 2
0/0,25 g, poudre pour
solution pour perfusion

Vancomycine 250 mg,
poudre pour solution
injectable

0,16 mg/mL

1,5 mg/mL

40 mg/mL

1,75 mg/mL

0,30 mg/mL

3 mg/mL

60 mg/mL

3,75 mg/mL

0,60 mg/mL

6 mg/mL

80 mg/mL

6,25 mg/mL

0,90 mg/mL

8 mg/mL

120 mg/mL

8,75 mg/mL

0,1-15

0,1-0,9

3,0-4,6

0,3-7,7

1,0-3,1

1,1-1,7

1,0-2,2

1,1-1,5

12,7-23,2

3,1-3,8

1,3-3,2

1,2-2,5

4,5-6,1

19,5-23,5

4,6-6,2
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Il 'y avait 3 points de CQ pour les gammes comportant quatre niveaux de
concentration, 4 points de CQ pour les gammes a cing niveaux de concentration, 5
points de CQ pour la gamme a six niveaux de concentration (Annexe 3).

A I'exception de la pipéracilline/tazobactam, tous les CQ se trouvaient dans les
limites de validation. S’agissant d’'une étude pilote, la pipéracilline/tazobactam a tout
de méme été conservée pour la suite des analyses compte tenu de l'intérét que nous

lui portions quant a sa difficulté de reconstitution.

1.3.2. Partie clinique

A Tlissue de I'étape de qualification technique, neuf spécialités commerciales
ont été sélectionnées pour I'étude dans le service : le citrate de caféine, le céfépime,
le furosémide, I'hémisuccinate d’hydrocortisone, la nicardipine, la noradrénaline,
'oméprazole, la pipéracilline/tazobactam et la vancomycine. Vingt-sept groupes de
« spécialité » et de « concentration attendue » ont été formés (nombre de groupes =
9 spécialités * 3 concentrations attendues). Les vingt-sept lignes de prescriptions

générées pour I'étude sont présentées en Annexe 5.

Le nombre de préparations nécessaires pour obtenir une puissance de 80% avec
une taille d’effet moyenne de 0,25 pour TANOVA était de 324, soit 12 préparations par
groupe.

1.3.2.1. Analyse qualitative : analyse des erreurs d’identification

Le recueil des données a été effectué sur 45 jours calendaires avec une moyenne
de 7 seringues préparées et analysées par jour. Soixante-sept IDE/puéricultrices ont
participé a I'étude soit 97% de I'effectif posté dans le service. Le nombre de seringues
analysées était de 324. Le nombre médian de préparations réalisées par opérateur
était de 3 (min-max, 1-15). Les résultats de [identification des solutions

médicamenteuses injectables par le DrugLog® sont résumés dans le Tableau 8.
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Tableau 8 - Résultats de I'identification des solutions médicamenteuses injectables par

le DrugLog®a partir du module « Identifier ».

Niveau d’identification par le DrugLog® Effectif Proportion (%)
Spécialités correctement identifiees 268 82,7
Identification croisée 37 11,4

Absence d’identification par I'automate 19 5,9

Total 324 100,0

L’analyse qualitative a permis une identification correcte de 82,7% des

préparations.

Deux des neuf spécialités commerciales étudiées ont mené a une identification
croisée pour au moins un échantillon : le céfépime (n=36) qui a donné comme résultat
une identification croisée avec le céfotaxime pour 100% des échantillons analysés, la
caféine (n=1) qui a donné comme résultat une identification croisée avec la
vancomycine.

Au cours du recueil, trois des neuf spécialités commerciales étudiées ont mené
a une absence d’identification pour au moins un échantillon. Parmi les 19 solutions
meédicamenteuses injectables non reconnues par 'automate :

- 9 concernaient des solutions de citrate de caféine a 7,8 mg/mL,

- 9 concernaient des solutions de noradrénaline (0,042 mg/mL n=2, 0,063
mg/mL n=1, 0,083 mg/mL n= 6),

- 1 concernait des solutions d’'oméprazole (0,26 mg/mL n=1).

Les tracés spécifiques ont été analyseés.

e Interprétation de I'absence d’identification des préparations a base de
citrate de caféine
Un exemple d’analyse d’'un échantillon non identifié, contenant théoriquement

de la caféine a la concentration 7,8mg/mL est présenté en Figure 8.
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Caféine Citrate, solvantde dilution : Glucose 5%

Concentration
—05 —1 —25 —5 —10 Echantillon

100 4
¥ Traces Tracé spécifique de I'échantillon
B304 moyens de (concentration attendue 7,8mg/mL)
< calibration
s
u I T T T T T L} T T T T
270 280 290 300 310 30 330 340 350 360 370

Longueur d'onde [nm]

*de gauche a droite, les tracés moyens de calibration correspondentaux concentration 0,5, 1, 2,5, 5, 10 mg/mL

Figure 8 - Représentation de la superposition d’un tracé spécifique d’un échantillon de
citrate de caféine (concentration théorique=7,8mg/mL) aux tracés de calibration de la
caféine enregistrés dans le DrugLog® (production originale, montage d’impression-

écran effectuée avec le DrugLog®).

L’interprétation de ce graphique conduit a formuler 'hnypothése d’'un surdosage
de caféine (concentration > 10 mg/mL) par rapport a la concentration attendue,
expliquant 'absence d’identification de la spécialité. En effet, le tracé spécifique de
I'échantillon est en dehors de la gamme de calibration enregistrée. La spécialité n’est
pas reconnue par le DrugLog®. Il ne s’agit la que d’un exemple, mais cette situation
s’est reproduite a l'identique pour les 8 autres préparations de citrate de caféine non

identifiées.

e Interprétation de I'absence d’identification des préparations a base de
noradrénaline

Concernant la noradrénaline, pour la majorité des préparations, I'identification

était correctement effectuée aprés remplacement du solvant de référence

(initialement, une ampoule de G5% neuve, n'ayant pas servi aux préparations) par le

G5% utilisé pour préparer la noradrénaline diluée. Cette notion est illustrée par la
Figure 8.

La Figure 8.A montre que le tracé spécifiqgue du G5% analysé seul se superpose

aux tracés de calibration de la noradrénaline diluée dans du G5%. La Figure 8.B

correspond a la superposition d’un tracé d’échantillon de noradrénaline pour laquelle

le blanc avait été réalisé avec une ampoule de G5% n'ayant pas servi de diluant pour

la préparation de [I'échantillon analysé, avec les tracés de calibration de la

noradrénaline. Enfin, le graphique 8.C. représente la superposition d’un tracé

d’échantillon de noradrénaline pour laquelle le blanc avait été réalisé avec 'ampoule
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de G5% ayant servi de diluant pour la préparation de I'’échantillon analysé, avec les
tracés de calibration de la noradrénaline. On remarque qu’aprés changement du blanc,

le tracé spécifique de I'échantillon s’ajuste aux tracés de calibration.
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A. Superposition du tracé du glucose 5% et des tracés de calibration de Noradrénaline diluée dans le glucose 5%

0o ] l Tracés moyensde calibration :
3 | | /% i
1 e H
2 | | ] e == |
. r—— — , J
< W= - Tracé spécifique de I'échantillon §5
o [ ‘ ‘ de glucose 5% i
M L TR S L I B S M =he" A P L P S S B G S S SN i 5 =t =% A G . T
278 280 282 284 286 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306
Longueur d'onde [nm]
B. Superposition du tracé d’un échantillon de Noradrénaline diluée dans le glucose 5% et des tracés de calibration de Noradrénaline diluée dans le glucose
Glucose 5% utilisé pour le blanc n’ayant pas servi de solvant de dilution de I'échantillon de Noradrénaline analysé
100 | T T T T T = T Y
5 [ Tracés
3 NP/ moyensde
7;1 50 calibration
< 4 P y 7 .
Tracé spécifique de I’échantillon
§g de noradrénaline
O-—-—v.,..|'.,:....l....l....l...... ——r—r—r—r—r—r—r—r—r—r— T
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longueur d'onde [nm]
C. Superposition du tracé d’un échantillon de Noradrénaline diluée dans le glucose 5% et des tracés de calibration de Noradrénaline diluée dans le glucose
Glucose 5% utilisé pour le blanc ayant servi de solvant de dilution de I'échantillon de Noradrénaline analysé
100 . . — ; : ; : :
p % Tracés
2 < moyens de
s ¢ calibration
5 50 4 <
=3 Tracé spécifique de I'échantillon
de noradrénaline
| e T WY FRUE LIRSS RS S S i TR RS T AR LR LS TR S S e LS B S SRS S i EASLELELAS T ALY MR B B A S S LS LS EE S aET i
250 255 285 20 25 300 305 310 315 32 325 330 335

265 210 215 280

Longueur d'onde [nm)]

Interprétation

Le tracé du glucose 5%
chevauche les tracés de
calibration de la noradrénaline

Le tracé de I'échantillon de
noradrénaline différe
fortement des tracés de
calibration

Le tracé de I'échantillon de
noradrénaline s’intégre
parfaitement dans la
calibration

Figure 9 - Représentation de la superposition d’un tracé spécifique d’un échantillon de noradrénaline (concentration théorique=0,083 mg/mL)

et les tracés de calibration de la noradrénaline diluée dans du glucose 5%

67




Nous avons remarqué que l'interaction du tracé spécifique du G5% avec le tracé
spécifique des spécialités en solution survenait principalement pour les spécialités
dont les longueurs d’onde d’étude étaient proches de la longueur d’onde d’absorption

maximale du G5%, entre 225 et 320 nm.

e Interprétation de I'absence d’identification des préparations a base
d’oméprazole

Concernant 'oméprazole, I'analyse des tracés n’a pas permis d’expliquer I'erreur
d’identification observée. Aucune des hypothéses précédemment énoncées ne
permettrait d’expliquer I'’écueil d’identification pour 'une des 36 seringues préparées
avec cette spécialité. Notre hypothése est qu’il s’agit probablement d’'une erreur de
préparation objectivée par le DrugLog®, dont le risque ici était important car lié au faible
volume d’'oméprazole a prélever (0,1mL) pour préparer la seringue souhaitée. L’erreur

étant isolée, elle n'a pu étre reproduite et analysée.

1.3.2.2. Analyse quantitative : analyse des erreurs de précision

Ont été exclues de l'analyse quantitative, les préparations non reconnues par
'automate (n=19 ; caféine n=9, noradrénaline n=9, oméprazole=1) et une préparation
de nicardipine pour laquelle le recueil était incomplet, soit 20 préparations au total. Le
Tableau 9 synthétise les proportions d’analyses présentant des valeurs absolues
d’erreurs quantitatives de préparations acceptables (caractérisées par une

|[EQP|<20%) par « Spécialité » et par « Concentration attendue ».
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Tableau 9 - Représentation des proportions d’analyses présentant des valeurs absolues
d’erreurs quantitatives de préparation acceptables par groupe de « Spécialité » et de «

Concentration attendue » (n=304)

Principe actif contenu dans la spécialité Effectif Proportion d’analyses
commerciale et concentration attendue acceptables (JEQP|<20%)
Caféine 27 25,90%
e C1,2,5mg/Ml 12 36,40%
e C2,5,0mg/mL 3 16,70%
e C3,7,5mg/mL 12 25,00%
Céfépime 36 97,20%
e C1, 25 mg/mL 12 91,70%
e C2,38mg/mL 12 100,00%
e C3, 45 mg/mL 12 100,00%
Furosémide 36 72,20%
e C1,0,31 mg/mL 12 33,30%
e (C2,1,00 mg/mL 12 83,30%
e C83, 4,40 mg/mL 12 100,00%
Hémisuccinate d’hydrocortisone 36 33,30%
e (1,0,28 mg/mL 12 25,00%
e (C2,0,50 mg/mL 12 25,00%
e C83, 1,52 mg/mL 12 50,00%
Nicardipine 36 97,20%
e (1, 0,069 mg/mL 12 91,70%
e C2,0,094 mg/mL 12 100,00%
e C3,0,143 mg/mL 12 100,00%
Noradrénaline 27 92,60%
e (1, 0,042 mg/mL 11 88,90%
e (C2,0,063 mg/mL 6 100,00%
e (C3,0,083 mg/mL 10 85,70%
Oméprazole 35 71,40%
e (C1,0,26 mg/mL 12 36,40%
e (C2,0,40 mg/mL 11 90,90%
e (C3,0,73 mg/mL 12 84,60%
Pipéracilline tazobactam 36 33,30%
e C1, 50 mg/mL 12 10,00%
e (C2,80 mg/mL 12 8,30%
e (3,125 mg/mL 12 71,40%
Vancomycine 36 91,70%
e C1,2,6 mg/mL 12 81,80%
e C2,52mg/mL 12 100,00%
e C3,7,3mg/mL 12 92,30%
TOTAL 304 68,90%
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L’analyse quantitative a donc mis en évidence une proportion moyenne
d’analyses dans les limites d’acceptabilité de 68,90%, variant de 25,90% a 97,20% en
fonction des spécialités. Le céfépime, la nicardipine, la noradrénaline et la
vancomycine ont montré un taux d’|EQP| acceptable pour plus de 90% des
préparations. Le furosémide et 'oméprazole ont montré un taux d’|EQP| acceptable
pour plus de 70% des préparations. Concernant 'HSHC, la caféine et la
pipéracilline/tazobactam, ils ont montré un taux d’|EQP| acceptable trés faible avec

moins de 50% des préparations ayant été évaluées avec un [EQP|<20%.

1.3.2.3. Analyses statistiques

En raison du rejet de 'hypothése de normalité par le test de Shapiro-Wilk pour
les résidus de TANOVA (Wc = 0.63822, p-value < 2.2*101), une transformation de
I'|EQP| en £n(JEQP|) a été effectuée.

Les résultats de TANOVA #n (valeur absolue de I'erreur quantitative de préparation) ~
facteur « Concentration attendue » emboité dans facteur « Spécialité » sont présentés

dans le Tableau 10.

Tableau 10 - Résultats de I’ANOVA a deux facteurs emboités (logarithme népérien de la
valeur absolue de P'erreur quantitative de préparation ~ facteur « Concentration

attendue » emboité dans facteur « Spécialité »)

Degrés
. R . Somme des  Carrés Valeur

Variable a expliquer : €n(|EQP]) de ) Pr(>F)

. . carres moyens F

liberté
Spécialité 8 151,23 18,903 20,722 <2e-16  ***
Spécialité : Concentration ok

18 98,43 5,468 5,994  3,57e-12

attendue
Résidus 278 246,31 0,912

Légende : ns pour non significatif, * pour p-value<0,05, ** pour p-value<0,01, *** pour p-value<0,0001

L’hypothése de normalité a été vérifiée (Wc = 0,99143, p-value = 0,08187). Les
diagrammes diagnostiques de la répartition des résidus sont représentés dans la

Figure 10.
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Figure 10 - A. Diagramme Quantile-Quantile. B. Diagramme des résidus en fonction des

valeurs ajustées. Graphiques obtenus a partir du logiciel R.

Sur le diagramme quantile-quantile (Figure 10.A), les points s’alignent le long
de la droite x=y, ce qui signifie que les résidus standardiés sont bien répartis selon une
distribution normale centrée réduite. Sur le second diagramme (Figure 10.B), les
résidus sont répartis de maniére homogene autour de I'axe des 0. La plupart des points

se situent dans l'intervalle [-2 ;2] conformément a la distribution normale. Ces résultats
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graphiques confirment que les résidus du modele construit par ANOVA suivent une

distribution normale et que TANOVA peut bien étre utilisée dans notre cas.

L’homogénéité des variances a été vérifié par le test de Levene
(Wcen(eqpp~cclasse = 1,48 ; p-value= 0,229 et WCcCen(eqQp))-specialite = 1,71 ; p-value=
0.0950).

Les résultats de I'ANOVA montrent que les deux facteurs (facteurs
« Spécialité » et « Concentration attendue ») ont un impact significatif sur la valeur du
#n(|JEQP|), p-value<0,001). Cela signifie que la variabilité des erreurs de précision
dépend a la fois de la spécialité commerciale et de la concentration attendue et donc
gue les |EQP| ne sont pas homogenes entre les groupes de spécialités et au sein des
sous-groupes de concentration de ces spécialités.

Les boites a moustaches décrivant I'|[EQP| en fonction des spécialités et des
concentrations attendues, les résultats des tests de Kruskal-Wallis et de Dunn avec

correction de Bonferroni sont résumés dans la Figure 11.
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Caféine : Kruskal-Wallis, °(2) = 0.02, p = 0.99, n = 27 Céfépime © Kruskal Wallis, 7°(2) = 7.3, p = 0.026, n = 36 . Furosémide : KruskalWallis, 7°(2) = 12.71, p = 0.0017, n = 26
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Oméprazole : Kruskal-Waliis, 1°(2) = 6.69, p = 0.035, n = 35 PTZ: Kruskal-Wallis, °(2) = 21.94, p = <0.0001, n = 36 Vancomycine - Kruskal-Walis, 7°(2) = 2.81, p = 0.24, n = 36
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Figure 11 - Représentation des valeurs absolues des erreurs quantitatives de préparation sous forme de boites a moustaches regroupés par «
Spécialité ».
Légende : Les résultats des tests de Kruskal-Wallis pour les In(JEQP]) sont indiqués en haut de chaque graphique, les résultats de tests de Dunn pour les
IN(JEQP]) sont représentés graphiquement: ns pour non significatif, * pour p-value<0,05, ** pour p-value<0,01, *** pour p-value<0,0001. HSHC pour

hémissucinate d’hydrocortisone, PTZ pour pipéracilline/tazobactam
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Chaque boite a moustaches représente pour une spécialité commerciale la
répartition des |[EQP| en fonction des trois concentrations attendues (C1 a C3, de

gauche a droite).

Les résultats des tests de Kruskal Wallis montrent que le facteur
« Concentration attendue » n’influence pas de la méme maniére la valeur de I'|EQP|
pour toutes les spécialités étudiées :
- le facteur « Concentration attendue » n’influence pas la valeur de I'|EQP|
pour le citrate de caféine, la nicardipine, 'oméprazole et la vancomycine
(rejet du test a 5%) ;
- le facteur « Concentration attendue » influence la valeur de I'|EQP| pour
le céfépime, le furosémide, ’THSHC, la noradrénaline, et la pipéracilline-

tazobactam (non-rejet du test a 5%).

Pour les spécialités dont la précision est significativement impactée par la
« Concentration attendue », des différences significatives d’|EQP| par comparaison
deux a deux des sous-groupes de concentrations attendues pour chaque spécialité
commerciale ont été mises en évidence par le test de Dunn avec correction de
Bonferroni (Figure 11) :
- entre les concentrations C1 et C3 pour : le céfépime, le furosémide, la
noradrénaline et la pipéracilline/tazobactam ;
- entre les concentrations Cl1 et C2 pour: la noradrénaline et le
furosémide ;
- entre les concentrations C2 et C3 pour IHSHC et Ia

pipéracilline/tazobactam.
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1.4.Discussion

1.4.1. Avantages et limites du DrugLog®

1.4.1.1. Avantages du DrugLog®

Au cours de I'étape de qualification, 'automate a su identifier correctement
toutes les spécialités commerciales sélectionnées pour I'étude. L’étape de qualification
a été un succes pour onze des quinze spécialités sélectionnées. Le DrugLog® a permis
un contréle qualité quantitatif de 82,7% des préparations extemporanées sur une
gamme de huit spécialités commerciales couramment utilisées dans l'unité de
réanimation néonatale. Cette capacité d’identification et de quantification d’une large
gamme de spécialités a I'aide du DrugLog® est cohérente avec les résultats des études

précédentes(>6-58.60]

La rapidité de I'analyse, I'ergonomie, la facilité d’utilisation et sa petite taille font
de cet automate un outil adapté a la pratique cliniquel®. A ce jour, il est le seul
automate a avoir été évalué dans le contrble qualité des préparations injectables

effectuées en service de soins.

1.4.1.2. Limites identifiées au cours de I'étape de qualification

e Limites de spécificité

La spécificité de la méthode d’identification du DrugLog® a été appréciée au

travers de plusieurs cas dans cette étude.

Premierement, nos résultats ont montré une transposabilité des tracés
spécifiques des spécialités de paracétamol et d’oméprazole commercialisés par deux
différents fabricants qui présentaient des sels de principes actifs identiques et des

excipients similaires (Annexe 1).

Ce résultat est intéressant, car, en raison des ruptures d’approvisionnement ou
des résultats d’appels d’offre, les changements de marché sont fréquents a I'hopital.
Les tracés spécifiques obtenus a I'aide du DrugLog® étant le résultat de I'empreinte

chimique d’'une spécialité commerciale, notre travail a permis de confirmer I’hypothése
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que les spécialités commerciales présentant les mémes excipients et les mémes sels
de PA présentent les mémes tracés spécifiques. Il en découle qu’une calibration n’est
donc pas systématiquement nécessaire a chaque changement de marché mais, il est
cependant nécessaire de prendre en considération la composition de chaque
spécialité.

Si le DrugLog® venait a étre implanté dans un établissement de santé pour une
activité de routine, il serait intéressant d’établir la liste des excipients présentant un
chromophore et donc susceptibles d’interférer avec le tracé spécifique d’'une spécialité
afin d’anticiper la recalibration de l'automate dans le cadre d’'un changement de

marché.

Un exemple de modification de structure chimique induisant une modification
du tracé spécifique a été observé pour l'insuline pour laquelle le changement de
marché a été marqué par un référencement de l'insuline lispro (Humalog®) a la place
de linsuline asparte (Novorapid®). Dans nos essais internes, 'Humalog® n’a pas été
reconnu par le DrugLog® malgré une qualification satisfaisante de la Novorapid®. Dans
sa structure primaire, I'insuline lispro différe de l'insuline asparte par la présence d’une
lysine a la place d’un acide aspartique en position B28, et I'ajout d’'un résidu proline en
position B29. Cette absence d’identification croisée entre le Novorapid et 'Humalog

souligne la bonne spécificité du DrugLog®.

Au cours de la calibration, des identifications croisées ont été obtenues avec
deux couples de spécialités: vancomycine/caféine et céfépime/céfotaxime.
Concernant le premier couple, les deux spécialités présentent pourtant des principes
actifs de structures chimiques trés différentes (Annexe 1). La similitude repose sur la
longueur d’onde d’analyse qui est de 304 nm pour les deux spécialités. Le second
couple présente des similitudes structurelles importantes, les deux spécialités
appartenant a la classe des céphalosporines et présentent le méme chromophore

(Figure 12). Elles sont toutes deux composées d’un noyau céphéme caractéristique
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des céphalosporines et d’un groupe 2-(2-amino-1,3-thiazol-4-yl)-2-

(methoxyimino)acetamido en position 7 du cycle cépheme.

o S o \v’ . N
i o ~ 0 20 Noyau céphéme
. 0
: 1 P 0 N . i 2-(2-amino-1,3-thiazol-4-yl)-2-
HEN=N G\ o . [ M= (methoxyimino)acetamido
o-N oM
Céfépime Céfotaxime

Figure 12 - Comparaison structures chimiques 2D du céfépime et du céfotaxime!®,

De la méme maniére, la longueur d’onde d’étude est trés proche (395 et 385

nm pour céfotaxime et céfépime respectivement).

Cette limite a également été identifiée dans le travail de T. Hennache!®9. || est
possible de s’affranchir de ce probleme en créant un catalogue par spécialité au lieu
d’un catalogue par solvant de dilution, mais cette stratégie enléve l'intérét du DrugLog®
dans l'identification des erreurs qualitatives. Ces informations seront communiquées a
I'entreprise ayant développé le DrugLog® afin qu'ils travaillent sur I'amélioration de la

spécificité d’identification pour les spécialités d’'une méme famille.

o Limites liées a I’erreur totale et limites liées a la sensibilité de I’appareil.

Parmi les quinze spécialités incluses dans I'étude de qualification, quatre
spécialités commerciales n’ont pas répondu aux exigences de calibration : 'héparine
sodique, la dobutamine, la céfazoline et le céfotaxime. Le rejet de ces spécialités est
dd a un calcul de l'erreur totale en dehors des limites d’acceptabilité. Afin de
comprendre les problématiques responsables de I'échec de ces 4 calibrations, il serait
intéressant d’effectuer un contrdéle par chromatographie liquide haute performance
(CLHP) pour vérifier si la variabilité observée avec le DrugLog® est transposable aux
résultats de la CLHP ; si tel est le cas, il serait intéressant d’analyser les paramétres

pré-analytiques de la calibration qui pourraient expliquer cette erreur totale.
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Onze autres spécialités ont pu étre validées sur quatre niveaux de calibration
minimum. A I'exception du céfépime et de la spécialité associant pipéracilline-
tazobactam, I'erreur totale calculée sur les niveaux de calibration conservés dans
'analyse n’a pas dépassé 15%. Le pourcentage d’erreur totale important pour le
céfépime et pour la pipéracilline-tazobactam conforte les résultats de calibration du
céfotaxime et de la céfazoline qui indiquent que la variabilité des résultats donnés par
le DrugLog® pour les préparations injectables a base de béta-lactamine est importante
et nécessiterait des investigations supplémentaires. De la méme maniéere, il serait
intéressant de vérifier si I'erreur totale obtenue avec le DrugLog® est similaire avec

une méthode d’analyse quantitative de type CHLP.

Le premier niveau de la gamme de calibration ne répondait pas aux exigences
fixées pour cing spécialités (insuline, caféine, céfépime, HSHC, noradrénaline). Ce
résultat indique que la limite de sensibilité de 'automate a été atteinte pour ces niveaux
de calibration. Les gammes de calibration n’ont pas été refaites et nous avons travaillé
sur des gammes a 4 points ce qui n’est pas recommandé[®®! car un nombre limité de
flacons provenant de différents lots ont été collectés pour réaliser la calibration et, cette
collecte a nécessité plusieurs mois ; il eut été nécessaire que nous attendions plusieurs
mois pour pouvoir collecter de nouveaux lots de spécialités afin de refaire notre
calibration, ce qui n‘aurait pas permis de terminer I'étude dans le temps imparti.
S’agissant d’'une étude pilote, les étapes de validation et I'étude clinique ont tout de
méme été conduites a leur fin, mais il sera nécessaire de prendre en compte ces
données et le calcul des limites de détection et de quantification pour sélectionner des

gammes plus adaptées dans les prochaines études.

Un des objectifs de notre travail était d’évaluer si la technique de quantification
du DrugLog® était suffisamment sensible pour permettre son application dans des
services utilisant des faibles concentrations médicamenteuses, ce qui est le cas de la
néonatalogie. Ces résultats montrent que le DrugLog® ne peut pas étre utilisé pour
assurer la précision guantitative de certains médicaments largement utilisés en
néonatalogie aux concentrations paramétrées dans notre service ; parmi ces
médicaments qui n‘ont pas pu étre calibrés correctement, il y a des médicaments a

risque comme l'insuline, ’héparine ou la noradrénaline.
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e Interaction entre le tracé spécifique de la spécialité commerciale et le
tracé spécifique du G5%, lorsque ce dernier est utilisé pour faire le

« blanc ».

Les résultats de I'analyse qualitative des solutions de noradrénaline aménent a
penser que l'interaction du tracé spécifigue du G5% avec le tracé spécifique de la
noradrénaline en solution pourrait étre responsable de I'absence d’identification de
nombreuses préparations de noradrénaline en raison de la proximité des longueurs
d’onde d’étude de la noradrénaline et du G5%. La méme observation avait été faite

dans une précédente étudel®l.

Nous avons choisi comme blanc pour chaque catalogue, le méme solvant de
dilution que celui utilisé pour chaque préparation. En néonatalogie, I'utilisation du G5%
comme diluant est trés répandue, la plupart des spécialités étudiées étaient
paramétrées avec le G5% comme solvant de dilution. Il serait intéressant d’étudier si
l'utilisation du NaCl 0,9% comme blanc pour I'analyse de solutions préparées avec du
G5% ne permettrait pas de limiter le biais lié a I'interaction du tracé spécifique du G5%

avec le tracé spécifique des préparations analysées.

1.4.2. Avantages et limites de la méthodologie

1.4.2.1. Avantages de la méthodologie

e L’étude de qualification

La force de I'étude de qualification est basée sur la méthodologie avec utilisation
de trois lots pour I'étape de calibration, d’'un lot indépendant pour les CQs et la
participation de deux opérateurs a la réalisation des CQs. L’empreinte analysée par le
DrugLog® comprenant 'ensemble principe actif et excipients, il parait indispensable de
multiplier les lots pour calibrer une spécialité commerciale de maniére robuste. Faire
intervenir plusieurs opérateurs dans la validation de la méthode permet de s’affranchir
d’une erreur de manipulation. Parmi les études précédentes publiées sur le DrugLog®,
aucune ne mentionne la variabilité des lots comme critere nécessaire pour la
calibration®>-57], Leur méthodologie ne précise pas d’étape de validation prenant en

compte un lot indépendant et faisant intervenir deux opérateurs. Seule I'étude interne
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du laboratoire non publiée issue du travail de these de T. Hennache a souligné la
nécessité de faire varier les lots pour accroitre la robustesse de la calibration de
I'automatel®l, Cependant, sa calibration ne reposait pas sur l'inclusion d’'un nombre
constant de lots par spécialité commerciale (1-3 par spécialité). Nous avons choisi de
travailler avec plusieurs numéros de lot de chaque spécialité commerciale car nous
souhaitions augmenter la robustesse de notre méthode ; nous voulions nous affranchir
d’'un biais potentiels liés a I'impact que pourrait avoir un changement de lot sur la

composition de chaque spécialité.

e L’étude d’évaluation en service de soins

Cette étude d’évaluation du DrugLog® dans le service est la premiére étude ayant
eu pour indication d’évaluer la robustesse du DrugLog® pour des spécialités préparées
extemporanément, conformément aux habitudes de routine, en réanimation
néonatale. Les forces de cette étude reposent sur 'effectif d’IDE/IDE puéricultrices
recrutées a la hauteur de 97% du pool du service, le nombre de solutions
médicamenteuses préparées (n=324) et la variabilité en termes de spécialités
commerciales étudiées (poudre pour solution a reconstituer puis a diluer, solution a
diluer). Notre méthodologie differe des autres études publiées a ce jour. T. Hennache
proposait un travail portant également sur [lidentification a priori des erreurs
qualitatives et quantitatives survenant a I'étape de préparation extemporanée a I'aide
du DrugLog®®%. En cas d’erreur détectée par le DruglLog®, il était demandé aux
équipes de préparer une nouvelle poche ou seringue. La méthodologie de cette étude
a donc pris en compte les résultats du DrugLog® pour modifier les pratiques dans le

service, sans vérifier 'absence de biais analytiques et pré-analytiques.

Pour notre étude, nous avons souhaité travailler sur la transposabilité du
DrugLog® dans un service de soins avant sa mise en place en routine, a la différence
de cette derniere étude. Nous souhaitions identifier les différentes problématiques qui
pourraient limiter son utilisation en amont de toute intégration dans le service afin de
ne pas mettre en difficulté I'équipe soignante. En effet, les écarts mis en évidence par
le DrugLog®, auraient pu engendrer un stress de I'équipe infirmiére et la nécessité
d’éliminer de nombreuses préparations rendues non conformes, si celui-ci avait été

directement implémenté dans la routine du service.
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1.4.2.2. Limites de la méthodologie

e Choix des spécialités commerciales

La stratégie de choix des spécialités commerciales dans cette étude présente
un biais ; en effet, ce choix reflete mal la fréquence d’utilisation des spécialités
commerciales en routine car I'étude a été faite sur une courte période. Par exemple,
la nicardipine a été fortement prescrite sur la période d’observation car un nouveau-
né hospitalisé au moment de I'analyse a bénéficié d’'une prescription pendant plusieurs
semaines ; pourtant la nicardipine ne fait pas partie des médicaments injectables les
plus prescrits en réanimation néonatale. La méthodologie de sélection des spécialités
commerciales devra étre adaptée aux applications envisagées pour le DrugLog® dans

les prochaines études.

e Choix des gammes de concentrations et du volume d’analyse :
contraintes liées a LogiprenV2

Une des principales difficultés rencontrées dans I'étude de qualification de

'automate au laboratoire a été le changement de la version de Logipren. Ce

changement de paramétrage a conduit a la modification du mode de calcul de dilution

pour certaines spécialités. Par rapport a la premiére version Logipren, LogiprenV2

permet aux cliniciens de paramétrer les calculs de dilutions en minimisation de volume.

Plusieurs spécialités ont été calibrées alors que la premiére version de Logipren
était en vigueur dans le service ; pour ces spécialités, une seule concentration cible a
donc été choisie pour la calibration du DrugLog®, selon les préconisations de Logipren.
Au changement de version de Logipren vers la V2, ces spécialités ont été paramétrées
en minimisation de volume ; le logiciel proposait alors un grand nombre de
concentrations différentes. La calibration du DrugLog® n’a pas été refaite a partir des
concentrations proposées par la V2 pour les spécialités paramétrées au moment de la
mise en place de la premiere version de Logipren, car les prescriptions proposées par

la V2 étaient comprises, pour la majorité d’entre elles, dans la gamme de calibration.

Pour I'étude clinique, nous avons pris en compte cette forte variabilité de

concentrations pour générer les prescriptions.
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Le passage du paramétrage en minimisation de volume a entrainé un
élargissement des panels de concentrations prises par les spécialités et nécessitera
un ajustement de calibration dans les futures études si le paramétrage de LogiprenV2

ne vient pas a étre modifié.

Le paramétrage du LogiprenV2 en minimisation de volume a également posé
le probléeme du volume d’analyse. L’objectif de ce paramétrage est de diminuer
'administration de volumes trop importants au nouveau-né. Il en résulte que les
volumes préparés en vue d’une administration d’'un médicament en perfusion courte
sont souvent trés faibles, allant de 1,6 mL a quelques millilitres. Or la cuvette de
référence 7592 10 (Brand), dont l'utilisation est recommandée par le laboratoire
fabricant le DrugLog®, doit contenir un volume minimal de 0,8 mL pour permettre
'analyse. D’autres cuvettes sont disponibles sur le marché et ont été testées en
interne. La cuvette « UV-cuvette micro » (réf : 759215, Brand) permet de diminuer le
volume d’analyse a 0,5 mL mais sa manipulation s’est révélée étre plus complexe.
L’utilisation de cette cuvette provoque un frottement au moment de I'insertion dans la
logette, entrainant une difficulté d’extraction de la cuvette aprés I'analyse qui

compromet I'ergonomie du DruglLog®.

L’approche actuellement privilégiée par les cliniciens dans les services de soins
critiques en néonatalogie est la minimisation des volumes dans un soucis d’épargne
et de réduction des effets hémodynamiques des volumes injectés chez les nouveau-
nés. Cependant, I'impact de la minimisation des volumes sur I'administration en
tant que telle n'a pas été évaluée dans la littérature. Cette pratique conduit
probablement & une augmentation de la concentration des médicaments administrés
au patient, pour lesquels la toxicité, et les risques exacerbés d’incompatibilités
médicamenteuses ne sont pas connus. Le fait de concentrer les médicaments
injectables présente un impact certain sur 'osmolarité ; 'administration d’une solution
hypertonique sur une voie veineuse périphérique entrainera une plasmolyse par fuite
du liquide intra érythrocytaire pour les administrations sur cathéters périphériques.
Ceci souligne l'importance de se référer au RCP et de paramétrer des limites
maximales de concentrations tolérées pour les médicaments hyperosmolaires dans
LogiprenV2. Il est également probable que les incompatibilités médicamenteuses
observées lors de la co-administration de plusieurs médicaments injectables sur un

méme cathéter soient favorisées par les fortes concentrations. Le paramétrage en
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minimisation de volume nécessite les prélevements de faibles volumes de
meédicaments et de solvants et augmente ainsi le risque d’erreur de précision des
préparations. La diminution des débits administrés par le paramétrage en minimisation
de volume allonge le délai d’arrivée du médicament jusqu’au patient et retarde
I'éventuelle détection des cathéters obstrués. Le logiciel paramétré en minimisation de
volume pour un médicament injectable donné recalcule une nouvelle concentration du
médicament a chaque changement de posologie. Les IDE sont donc confrontées a un
nouveau protocole de préparation pour chaque changement de prescription. Ces
changements de modes de préparations quotidiens entrainent un risque d’erreur
humaine supplémentaire au moment de la préparation. Ainsi, la minimisation de
volume présente certaines limites et devra étre investiguée par des travaux spécifiques

dans le futur.

o Choix de la limite d’acceptabilité

Un autre point important a discuter dans la méthode de qualification est la
détermination d’'une limite d’acceptabilité. Dans notre étude, la calibration a reposé sur
la linéarité, la précision et la justesse. La limite de I'erreur totale a été fixée a 20% au
regard des exigences relatives a 'uniformité de teneur des préparations unidoses de
la Pharmacopée Européenne 2.9.6/%4, La limite fixée par T. Hennache était de 10%
pour les spécialités a marge thérapeutique étroite, 15% pour les spécialités en
solution, 20% pour les spécialités a base de poudre a reconstituer®®. Le travail de
Vallecillo et al. ne mentionne pas la limite d’acceptabilité utilisée pour la calibration[®7],
Dans le travail de Lassalle et al., I'erreur relative mesurée était inférieure a 12% pour
les spécialités cytotoxiques étudiées, mais ici la fidélité intermédiaire n’a pas été
calculéel®®, Le DrugLog® reposant sur une technique semi-quantitative, il ne peut étre
exigé de lui une précision équivalente a une méthode chromatographique, qui est la

méthode de dosage de référence des médicaments!©6l,

o Contraintes d’achat-approvisionnement
Les changements de marché ont constitué une difficulté dans notre étude. Le

changement de marché de I'analogue rapide de I'insuline a mené a I'exclusion de cette
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spécialité de I'étude clinique. La difficulté a obtenir un nombre de lots suffisants pour

I'étape de qualification a limité le nombre de spécialités éligibles pour notre étude.

o Biais de randomisation et de recrutement

Deux biais de randomisation ont été observés au cours de [I'étude.
Premiérement, la randomisation a été effectuée par bloc de « Concentration
attendue » et de « Spécialité commerciale ». Les concentrations attendues
intermédiaires (C2) ont été incluses en premier, puis les concentrations attendues
basses (C1l) et enfin les concentrations attendues hautes (C3) pour toutes les
spécialités commerciales. Ce choix a été fait pour des raisons de praticité. Cette
chronologie d’allocation implique un biais lié au référencement de nouveaux lots. Pour
exemple, deux lots de pipéracilline/tazobactam ont été utilisés au cours de I'étude dans
le service. Le second lot a été inclus a partir de la 5™ préparation de pipéracilline du
bloc C3, or les résultats du groupe C3 pour la pipéracilline/tazobactam ont été
meilleurs que les résultats des groupes C2 et C1. Par ailleurs, une sous-analyse de
groupe montre que pour les préparations faites a partir de ce deuxiéme lot, le taux
d’erreur de précision (|JEQP|>20%) était de 50% pour le lot 5SM1089FR, contre 0% pour
le lot 5SM1093FR

Deuxiemement, il avait été convenu que les spécialités commerciales utilisées
pour I'étude seraient les spécialités commerciales disponibles dans le service au
moment de I'allocation. Ainsi, si le niveau de stock d’'une spécialité commerciale ne
permettait pas de couvrir les besoins du service jusqu’au prochain
réapprovisionnement, la randomisation était décalée pour ne pas mettre le service en
difficulté.

Dans cette étude préliminaire, il N’y a pas eu de répartition homogene du
nombre de préparations par IDE puéricultrice. Le recrutement était basé sur le
volontariat, en fonction de I'activité du service pour ne pas désorganiser I'équipe. Cette
contrainte liée au service a été acceptée pour essayer de mimer au mieux les
conditions réelles de la préparation extemporanée des médicaments injectables en

routine dans ce service.
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1.4.3. Discussion de [l'analyse quantitative de [I'étude clinique et biais
d’interprétation

Les résultats de I'analyse des EQP montre que la variabilité des erreurs de
guantitatives de préparation dépend a la fois de la spécialité commerciale et de la
concentration attendue et que le facteur « Concentration attendue » n’influence pas

de la méme maniére la valeur de I'|EQP]| pour toutes les spécialités étudiées.

Il est nécessaire d’'interpréter les données en prenant en considération le fait
que 'EQP mesuré est le résultat de I'addition de I'erreur analytique, pré-analytique et

I'erreur liée a la préparation.

Pour certaines spécialités, la proportion de préparations quantitativement
« acceptables » est élevée ce qui témoigne de la robustesse du DruglLog® et d’une
bonne précision de ces préparations en routine. C'est le cas des préparations
extemporanées de céfépime, nicardipine, noradrénaline et vancomycine. Toutes
concentrations confondues, leur modalité de préparation se caractérise par une étape
de dilution simple pour la nicardipine et la noradrénaline, et par une étape de
reconstitution puis une étape de dilution simple pour la céfépime et la vancomycine.
Les résultats corrects concernant les seringues de vancomycine confirment les

résultats de I'étude menée dans le service quelques années plus tot67],

L’interprétation des résultats pour les groupes présentant une proportion faible
de solutions « acceptables » est plus complexe. Trois constats majeurs semblent se

dégager de I'étude :

o La réalisation d’une double dilution pour la préparation des seringues

est associée a un risque élevé d’erreur quantitative de précision

Cette défaillance a été mise en évidence pour la préparation de seringues de
furosémide (a la concentration C1, seule concentration nécessitant une double
dilution pour le furosémide) et dHSHC (aux concentrations C1, C2, C3, toutes
impliquant une double dilution). Seuls 1/3 des préparations de furosémide et des
préparations d’HSHC impliquant cette double dilution sont quantitativement
« acceptables ». Concernant le furosémide, le protocole de préparation aurait pu
proposer de diluer par exemple 1 mL de Furosémide a 10 mg/mL auquel on aurait
ajouté 29 mL de NaCl 0,9% (solution a 0,33 mg/mL) ; en prélevant 1,4 mL de cette
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solution, on obtient 0,46 mg (écart de 2%). Concernant 'HSHC, le protocole de
préparation aurait pu proposer de diluer par exemple 0,5 mL d’HSHC et d’ajouter
49,5mL de G5% (solution a 0,5 mg/mL d’HSHC) ; en prélevant respectivement, 1 mL
(C1) ou 0,8 mL (C2) ou 3 mL (C3) de cette solution, on aurait obtenu les quantités
prescrites d’HSHC. A linstar de I'étude réalisée avec la vancomycinel®, il est
vraisemblable qu’il faille définir un protocole de préparation pour ces 2 spécialités et

de refaire ensuite le test avec le Druglog®.

Ces résultats seront présentés a I'équipe ayant paramétré LogiprenV2 en
interne a I'hépital puis avec I'équipe de production du logiciel afin d’essayer de trouver
un mode de paramétrage efficace et sécurisant la préparation des seringues, c’est-

a-dire préconisant la dilution simple.

. Le prélevement d’'un volume de médicament de 0,1 mL au cours de
I’étape de préparation est associé a un risque d’erreur quantitative de
précision élevé.

Ce constat est illustré par le cas de 'oméprazole pour lequel 63,6% des
préparations d’oméprazole de faible concentration (C1) ne répondaient pas aux
critéres de précision (EQP = 20%). En effet, pour préparer cette concentration, le
protocole prévoit le prélevement de 0,1 mL d'oméprazole. Pour les autres
concentrations (C2 et C3), la proportion de seringues « acceptables » dépasse les
80%. Le protocole demandait a I'DE de prélever 0,6mL et 0,3mL d’oméprazole pour

effectuer les dilutions C2 et C3 respectivement.

Par ailleurs, la différence significative du #n(|EQP]) entre les concentrations C1
et C2/C3 pour la noradrénaline pourrait également étre liée au faible volume de
noradrénaline (0,2 mL) prélevé pour la dilution de la concentration C1 (vs 0,6mL
prélevé pour C2 et C3).

De la méme maniére, la difféerence significative du £€n(JEQP]|) entre les
concentrations C1 et C3 du céfépime pourrait étre lié au faible volume de céfépime
(0,5 mL) prélevé pour la dilution de la concentration C1 (vs 1,8mL de céfépime

prélevé pour C3).
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Compte tenu de ces observations, il serait nécessaire de paramétrer le logiciel
LogiprenV2 pour que des prélevements de volume inférieur a 0,3 mL ne soient pas
proposés. Ces résultats seront présentés a I'équipe ayant paramétré LogiprenV2 en
interne a I'hépital puis avec I'équipe de production du logiciel pour discuter du
paramétrage d’'une limitation du volume minimal a prélever. L'autre possibilité pour
éviter I'écueil de ces doubles dilutions seraient d’étudier la possibilité de réaliser des
préparations centralisées au sein de la pharmacie directement a la concentration

utilisée.
o L’analyse de certaines spécialités n’est pas reproductible en routine

Une proportion élevée de préparations avec une |EQP| « non acceptable », a
été observé pour la caféine. Pourtant, I'étape de calibration et les CQs réalisés en
amont de I'étude clinique avait permis I'obtention d’'une erreur totale satisfaisante et
les prescriptions générées pour I'étude clinique prévoyaient une dilution simple. Les
résultats sont globalement homogenes sur les trois concentrations étudiées avec
cependant une variabilité des résultats plus importante pour la plus petite
concentration. |l n’est pas possible en I'état de déterminer si les écarts mis en évidence
par le DrugLog® résultent d’erreurs de préparation ou d’erreurs liées a la calibration de
'automate ; une différence pré-analytique pourrait expliquer ces écarts. La préparation
des échantillons de caféine diluée était réalisée a I'aide de fioles pour I'étape de
calibration et dans des seringues pour I'étape d’évaluation dans le service. Il sera
nécessaire de faire des contrbles qualités en utilisant les modalités de préparation du

service de soins au laboratoire pour comprendre ce probleme.

Concernant la pipéracilline/tazobactam, de la méme maniéere, on remarque une
proportion d’|EQP]| trés élevée, pour une préparation extemporanée impliquant une
étape de reconstitution mais ni double dilution, ni prélevement de faibles volumes. Par
ailleurs, on remarque une différence significative entre C2 et C3 d’une part et C1 et C3
d’autre part. Pourtant, il n’y a pas de différence importante entre les modes opératoires
permettant d’obtenir des solutions a ces trois concentrations. Une hypothése posée,
et qui reste a vérifier pour la pipéracilline/tazobactam, est I'arrivée du lot 5SM1093FR
au cours de l'allocation C3. Par ailleurs, cette spécialité ne possédant pas d’excipient,
'hypothése de la variabilité de la proportion d’excipient associée a la variabilité du

signal n’est pas envisageable. Enfin, la pipéracilline/tazobactam correspondant a une
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association de principes actifs, il faudrait évaluer si la variation de I'erreur totale des
tracés est liée a la variation du cumul des signaux de la pipéracilline d’'une part, et du

tazobactam, d’autre part.

Au total, 'analyse quantitative a mis en évidence une proportion d’analyses
dans les limites d’acceptabilité de 68,90%. Notre hypothése est que ces différences
peuvent étre imputables a des facteurs analytiques spécifiques de chaque spécialité
commerciale, a des facteurs pré-analytiques et/ou a des erreurs de préparation. Il
serait intéressant d’investiguer la part d’erreurs liées a des biais analytiques, et pré-
analytiques et la part d’erreur liées aux erreurs de préparation. Parmi les biais pré-
analytiques et analytiques, il faudrait explorer le temps entre la préparation de la
seringue et I'analyse, ainsi que I'impact des longueurs d’onde d’analyse proches des
longueurs d’onde d’analyse du G5%. La part d’erreur liée aux étapes de préparation
sera investiguée dans un prochain travail grace a I'analyse des données d’observation

recueillies tout au long de I'étude.

Ainsi, le DrugLog® a mis en évidence des écarts pour certaines spécialités pour
lesquelles il n'est actuellement pas possible de conclure sur l'origine (erreur de
préparation ou erreur de calibration de I'automate). Des investigations devront étre
portées sur l'identification de I'origine des écarts observés dans le cadre de notre étude
afin de valider la robustesse de I'automate pour identifier les erreurs de préparation en

services de soins.

1.4.4. Synthése du potentiel d’applicabilité du DrugLog® dans l'unité de
réanimation néonatale du CHU de Lille.

1.4.4.1. Le DrugLog® comme outil de prévention des erreurs médicamenteuses

Dans ce travalil, I'intérét du DrugLog® a été évalué pour le controle qualité des
préparations injectables réalisées extemporanément par I'équipe infirmiére. Cette
application requiert une concordance entre la méthodologie de mise en place du

DrugLog® et I'organisation du service.

Dans I'état actuel, la présente investigation a mené a la conclusion que le
DrugLog® ne peut étre intégré dans I'équipe de soins rapidement pour apporter une

sécurisation de I'étape de préparation des médicaments injectables dans le service.
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Les actions jugées nécessaires pour évaluer la faisabilité de la mise en place
du DrugLog® dans un service de soins ont été identifiées et sont résumées sous forme

de diagramme des 5M (Figure 13).
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de la méthode d'analyse
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cuvettes formation de I'équipe

Main d'oeuvre

Figure 13 - Diagramme des 5M représentant les points de réflexion nécessaires a la mise en place du DrugLog® pour identifier les

erreurs médicamenteuses a priori dans une unité de réanimation néonatale.
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Ces actions ont donc été classées sous la thématique matieres, matériel, milieu, main

d’ceuvre et méthode :

o Matieres
- Choisir le solvant utilisé pour le blanc, estimer la consommation : 'ampoule
utilisée doit-elle étre la méme que celle utilisée pour la préparation, et, si oui,
comment faire si deux ampoules de solvants sont nécessaires pour réaliser une
préparation ; faut-il nécessairement utiliser une unique poche de 50mL de NaCl

0,9% ou de G5% pour réaliser le blanc et la préparation ;

- Choisir les cuvettes adéquates, estimer la consommation : le choix semble
s’orienter naturellement vers les cuvettes de 0,8mL, qui sont plus simples
d’utilisation et recommandées par le fournisseur. La principale limite du choix
de ces cuvettes est le volume d’analyse nécessaire qui est proportionnellement
important par rapport aux volumes de seringues préparées dans le service,

selon les protocoles proposés par LogiprenV2.

. Matériel

- Choisir un paramétrage de prescription pour LogiprenV2 ;

Il parait plus adapté de favoriser le paramétrage en dilution fixe, avec une ou deux
concentrations cibles, pour uniformiser les protocoles de préparation et faciliter la

calibration des spécialités commerciales choisies.

- Choisir la stratégie financiére pour I'acquisition du Druglog® ;
- Déterminer un systeme d’assurance qualité avec programmation de

maintenance.

e Milieu

Le DrugLog® est un petit appareil mais nécessite une installation sur un plan de travalil

plat, proche d’'une prise électrique.

- Organiser un espace de travail dédié au DrugLog®, qui offrirait la possibilité de
préparer les blancs, les échantillons, et les solutions de calibration ;

- Définir un lieu de stockage sec pour les cuvettes.

91



Méthode

Sélectionner les spécialités commerciales a contrdler en routine et donc, si
besoin, définir des criteres de sélection ;

Définir la méthode de calibration ;

Définir une procédure d’utilisation : définir si la totalité des seringues préparées

doit étre analysée ou si seul un échantillon de seringues sera controlé.

Le DrugLog® fournit un contréle terminal « destructif » et ne permet pas une

réutilisation de I'échantillon analysé en vue d’'une administration injectable au patient.

Il'y a plusieurs possibilités pour le choix de I'échantillon a analyser :

Les seringues peuvent étre préparées en double, 'une des deux sera analysée
et pas l'autre. Ce choix poserait le probléme que I'’échantillon analysé n’est pas
celui réellement administré au patient, et I'analyse ne consisterait donc plus en
un contrble terminal ;

Un échantillon de la seringue préparée en vue d’'une administration est analysé,
et le reste de la seringue est administré au patient. Si ce choix est fait, il faudrait
que le paramétrage du logiciel prévoie un volume supplémentaire de

préparation dans les calculs du protocole de préparation.

Ce choix sera directement en lien avec le paramétrage du LAP.

Evaluer les facteurs de biais :

Aprés la calibration et la mise en place en routine, Il sera nécessaire de déterminer

pour chaque valeur aberrante, s’il s’agit d’'une erreur de manipulation ou s'’il s’agit d’'une

probléme analytique. Le temps entre la préparation et I'analyse pourrait étre un facteur

de biais a analyser.

Qualifier 'équipement en routine ;

Le DrugLog® devra étre correctement calibré et des controles qualités devront étre

réalisés. Chaque ajout d’'une spécialité commerciale a la liste des analyses a réaliser

en routine devra faire I'objet d’'une calibration et d’une qualification similaire aux

premieres calibrations.

Il serait plus simple que la calibration soit réalisée en service de soins pour éviter tout

déplacement du matériel.
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e Main d’ceuvre

- Définir la personne responsable de chaque analyse ;

Pour chaque échantillon a analyser, il faudra définir qui aura la charge du prélevement
et de l'analyse de I'échantillon : la personne ayant réalisé la préparation, une autre

personne de I'équipe ou une personne dédiée sur un créneau horaire donné.
- Définir les modalités de formations et d’évaluation continue de I'équipe ;

En fonction de la personne chargée de 'analyse, il faudra déterminer les personnes
concernées par la formation a l'utilisation de I'automate, le niveau de compétence a
atteindre pour qualifier chague personne et la périodicité des évaluations de

compétences.
- Définir la personne garante de la méthode d’analyse et des maintenances ;

Une ou plusieurs personnes garantes de la méthode d’analyse et du bon usage du
DrugLog® seront nommées et formées et seront les contacts privilégiés avec le

fournisseur.
- Définir la personne garante du suivi des marchés ;

Pour les spécialités concernées par I'analyse, une veille des marchés devra étre
réalisée avec une périodicité donnée afin de veiller a 'adéquation entre les spécialités
commerciales référencées au livret thérapeutique de I'établissement et les spécialités
commerciales calibrées. Au besoin, cette personne sera chargée d’établir un plan
d’expérience et de programmer une calibration en cas de changement de spécialité

commerciale disponible dans le livret thérapeutique.
- Evaluer les ressources humaines associées a cette nouvelle activité en amont.

L’ensemble des éléments relatifs aux matiéres, au matériel, a la méthode, a la
main d’ceuvre et au milieu doit étre évalué avant mise en place du DrugLog® dans un

service.

1.4.4.2. Le DrugLog® comme outil de formation des équipes

Dans l'unité de réanimation néonatale du CHU de Lille, la compétence des IDE

pour la préparation des médicaments injectables repose sur leur formation initiale,
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continue, un compagnonnage par un pair et leur expérience professionnelle. Or, il est
probable que I'hétérogénéité des pratiques soit a l'origine de I'hétérogénéité des
préparations obtenues. Une des solutions qui pourrait étre considérée est I'utilisation
du DrugLog® est de former et qualifier les équipes dans le service de soins. Ce
systeme de qualification serait facilité par un temps d’analyse faible et la vaste
bibliothéque de médicaments offerte par le DrugLog®. Cependant, la formation des
équipes est un moyen d’amélioration des pratiques mais ne permet pas de sécuriser
le processus de préparation des médicaments. En effet, les formations nécessitent
d’étre réalisées régulierement et ne permettront pas de prévenir avec certitude la

survenue des EMs a cette étape.

1.5.Conclusion et perspectives

En conclusion, le DrugLog® présente un potentiel de contréle qualité innovant,
dans la mesure ou il permet d’identifier et de quantifier certaines solutions
médicamenteuses injectables dans une gamme de concentration donnée. Il n’est
cependant pas utilisable pour toutes les spécialités commerciales et nécessite une
stratégie de mise en place rigoureuse en adéquation avec I'organisation du service de

soins et le paramétrage du LAP.

Si une application du DrugLog® est définie dans un service, il serait intéressant
d’effectuer la sélection des spécialités en prenant en considération I'impact clinique
des EMs par construction collégiale d’'une matrice de criticité. Il est alors probable que
les médicaments a marge thérapeutique étroite (vasopresseurs, prostine,
phénobarbital) ou les médicaments a administration en perfusion continue (morphine,

sufentanil, héparine, alprostadil, vancomycine) soient ciblés en priorité.

En perspective, nous avons réfléchi a l'optimisation des protocoles de
préparations des médicaments injectables en service de soins, afin d’établir des regles
qui permettraient de limiter le risque d’erreur de précision, en I'absence de la possibilité

de mettre en place le DrugLog® dans le service en routine.
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1.6. Optimisation des protocoles de préparation des médicaments injectables en
service de soins

L’étude menée sur le DruglLog® nous a conduit a nous interroger sur les
parametres ayant un impact sur la précision quantitative des solutions
médicamenteuses injectables.

En parallele de cette étude, nous avons mené un travail portant sur I'analyse des
facteurs impliqués dans la précision du dosage quantitatif d’'une solution

médicamenteuse injectable.

1.6.1. Etude des facteurs influencant la précision des concentrations
médicamenteuses lors de la préparation de médicaments injectables selon
les pratiques d’un service de soins, exemple de la noradrénaline.

Au cours de I'étude, 108 solutions de noradrénaline injectable ont été préparées
par 5 personnes, pharmaciens ou techniciens ayant de I'expérience dans la
préparation des médicaments injectables. Les conditions de préparation étaient
identiques a celles d’un service de soins intensifs adulte. Deux concentrations (0,2
mg/mL et 0,5 mg/mL), deux solvants de dilution (NaCl 0,9% et G5%) et trois
contenants (seringues (PP), poches vides (PP) et poches en préremplies de solvant
(PP/PA/PE)) ont été testés. L’analyse quantitative des solutions a été réalisée par
technique spectrophotométrique a l'aide d’'un détecteur UV (UV-2550 Shimadzu,
Marne-la-Vallée, France). L’analyse des données a été réalisée par calcul du biais
relatif entre la concentration expérimentale et la concentration théorique. Une Analyse
de covariance (ANCOVA) a été utilisée comme technique statistique a la recherche
des facteurs impactant les biais relatifs (logiciel R version 3.6.1, R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria).

Les résultats de I'étude ont montré que la préparation a I'aide des seringues
conférait une justesse de la concentration en noradrénaline plus importante que
l'utilisation des poches préremplies de solvant et les poches vides. Selon nos résultats,
la dilution de la noradrénaline dans des poches préremplies de solvant ou des poches

vides tend a entrainer un sous-dosage des poches en noradrénaline.

Cette étude publiée dans I'European Journal of Hospital Pharmacy est

présentée dans les pages suivantes.
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Abstract

Errors in injectable drugs preparation can be fatal when concerning high-risk medications. This study
aimed to identify the factors influencing the accuracy of high-risk injectable drugs concentration
prepared according to intensive care unit practices (ICUs). Norepinephrine was chosen as the
representative for high-risk medication drugs. The concentration (0.2 and 0.5 mg/mL), the diluent
(normal saline and Dextrose 5%), and the container type (prefilled- and empty-infusion bag and syringe)
were tested as potential variability factors. NE dosage was performed with a UV-spectrophotometric
method. One hundred and eight norepinephrine solutions were prepared according to ICU practices. The
container type was found to be the only factor influencing the accuracy of NE concentration. Preparation
of NE solutions syringes was found to provide the best accuracy while preparation in prefilled bags tend
to a suboptimal dosing of NE. Future studies proposing recommendations to help nurses facing choices

for their bedside preparation’s tasks are needed.

Keywords: intensive care units, syringes, bags, accuracy, clinical practices, infusion
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INTRODUCTION

In intensive care units (ICUs), medication errors (ME) can be highly deleterious for patients due to their
frailty [1,2] and nearly half of these errors aren’t intercepted in routine by the health care team [3]. The
fast, accurate and safe preparation and administration of injectable drugs is both complicated and time-
consuming in critical situations. ME are mainly common during the administration step [4].
Administration errors include errors in drugs preparation (mistakes on drug, label, dose, concentration,
uniform mixing, choice and volume of diluent, catecholamine relay, and inadequate aseptic conditions

[5-7]) and infusion [8,9]. They can be fatal when occurring for high-risk medications [10].

Norepinephrine (NE) is a perfect representative of the high-risk medications class. The preparation
protocols of NE can be different from one ICU to another, probably influencing the accuracy of NE
concentration. The objective of this study was to identify the factors influencing the accuracy of NE

solutions concentrations when prepared according to common ICU practices.

METHOD

The factors tested were the NE concentration (0.2 and 0.5 mg/mL), the diluent (normal saline - NS and

Dextrose 5% - D5W), and the container type (prefilled- and empty-infusion bag and syringe).

Products. The NE 4 mL ampoules (Norepinephrine bitartrate sulfite free, 2 mg/mL, Mylan, Saint Priest,
France, batch number: H2090) were used. The dilution solvents used were D5W and NS (Viaflo, Baxter,

Guyancourt, France).

Containers. The solutions were either prepared in 50 mL-polypropylene (PP) syringes (50 mL BD
Plastipak, Le Pont de Claix, France, batch 20122023), 50 mL-infusion bags prefilled with diluent (D5W
or NS) and empty 50 mL-infusion bags. Prefilled infusion bags were constituted of polypropylene,
polyamide, and polyethylene multilayer wall (PP/PA/PE) (Viaflo, Baxter, Guyancourt, France). Empty
bags were composed of PP multilayer (PB0050, Haemopharm Healthcare, Paolo Gobbi Frattini, Tovo
di Sant'Agata SO, Italy, batch: 062002). The syringes used to prepare the solutions were 10 mL and 20
mL-PP syringes (10 and 20 mL BD Plastipak, Le Pont de Claix, France).
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1  Solution preparations. Dilutions of the commercial solutions were performed at 0.2 and 0.5
mg/mL in clinical ward conditions, ie. on a table previously disinfected with alcohol, after washing
and disinfecting hands.

2  The 50 mL-prefilled bags were prepared by removing from the bags a volume of diluent equal to
the required volume of NE solution injected into the bags subsequently. To prepare 0.2 mg/mL
solutions of NE in 50 mL-prefilled bags, 5 mL of NE was aspirated with a 10 mL syringe. To
prepare 0.5 mg/mL solutions of NE in prefilled bags, 12.5 mL of NE was aspirated with a 20 mL-
syringe. Any air was purged, and the exact aspirated volume of NE was injected into a NS or D5W
50 mL-bag.

3 Toprepare 0.2 mg/mL solutions of NE in 50 mL-syringes, 5 mL of NE was aspirated with a 10 mL
syringe. To prepare 0.5 mg/mL solutions of NE in 50 mL-syringes, 12.5 mL of NE was aspirated
with a 20 mL syringe. Any air in the trocar needle was purged. The content of the 10 mL- or 20
mL-syringe was injected in a 50 mL-syringe. After any air in the syringe had been purged, NS or
D5W was aspirated up to the 50-mL graduation.

To prepare 0.2 mg/mL solutions of NE in 50 mL-empty bags, 5 mL of NE was aspirated with a 10 mL

syringe. Any air was purged, and the aspirated volume of NE was injected into a 50 mL-empty bag. 45

mL of D5W or NS was aspirated with a 50 mL-syringe. Any air was purged, and the volume of diluent

was injected into the bag. To prepare 0.2 mg/mL solutions of NE in 50 mL-empty bags, 12.5 mL of NE

was aspirated with a 20 mL-syringe. Any air was purged, and the aspirated volume of NE was injected
into a 50 mL-empty bag. 37.5 mL of D5W or NS was aspirated with a 50 mL-syringe. Any air was

purged, and the volume of diluent was injected into the bag.

4 Bags and syringes were prepared in triplicate for each varying condition. Both bags and syringes
were mixed by three inversions. 36 syringes, 36 prefilled bags and 36 empty bags were prepared
by a pharmaceutical team (five persons, pharmacists, or lab technicians) with experience in aseptic

preparation of solutions and clinical experience in the University Hospital of Lille.

Operating conditions for influencing parameters study. The tested concentrations of NE were 0.2
and 0.5 mg/mL. NE solutions were diluted with NS and D5W. Three containers were tested according
to American and European practices: syringes, prefilled and empty infusion bags. The accuracy of NE
concentration was assessed the day after their preparation. Each bag or syringe was used once for every

analysis. Concentration measurements were performed once per container after three inversions.

UV spectrophotometric assay method. A UV method was used to assess the concentrations of NE
solutions using a UV-spectrophotometric detector (UV-2550 Shimadzu, Marne-la-Vallée, France) as no
degradation product was expected in the conditions of preparations. The wavelength was optimized and
finally set at 260 nm to reach the best sensitivity according to the EP and after optimization to reach best

sensitivity.
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Data presentation and statistical tests. The percent discrepancy in NE concentration relative to the
theoretical (or expected) NE concentration (0.2 or 0.5 mg/mL) named relative bias, was chosen as the
main criteria to assess the NE concentration accuracy. This parameter was calculated and calculated

using the following equation:

. (measured concentration(t) — expected concentration)
Bias(t) = - x 100
Expected concentration

With an expected concentration of NE of 0.2 or 0.5 mg/mL.

Assessment of potential covariates influencing the NE concentration accuracy. We aimed to
identify the covariates that had an impact on the accuracy of the NE concentration. The tested covariates

were the target NE concentration (0.2 or 0.5 mg/mL), the diluent, and the type of container.

Statistics. An ANalysis Of COVAriance (ANCOVA) was chosen to appreciate the effect of one or more
independent categorical variables (NE target concentration, diluent, type of container) on a continuous
variable, the bias in our case. The choice was made here to consider individuals performing drug
preparations as a random effect in the model. A Shapiro Wilk test was performed to assess the normal

distribution for the ANCOVA residuals. Data were analyzed using R software (version 4.1.2).

RESULTS

The distribution of NE concentration measurements according to the container’s type is displayed in
Figure 1. Graphical results highly suggest that concentration accuracy is better when using syringes as
preparation devices with median [min;max] relative bias around -7% [-9;-1.6], than prefilled bags (-24%
[-23;-26]), or empty bags (-12% [-20;-6]).

According to the ANCOVA (Supplementary Data S1), the main factor influencing the NE accuracy is
the type of container (either PP-syringe, empty bag, or prefilled bag). The NE target concentration (0.2

or 0.5 mg/mL) and the diluent didn’t play a significant role in influencing the concentration accuracy.

DISCUSSION

Our results showed that syringes (vs prefilled infusion bags and empty bags) have a positive impact on
NE concentration accuracy and that neither the diluent nor the NE target concentration influenced the

NE accuracy.
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Our results support that NE concentrations measured in syringes and empty bags are more accurate than
the concentrations measured in prefilled bags. Two assumptions can be emitted: a greater dilution may
occur in prefilled infusion bags or the NE may get adsorbed on the bag walls. The first assumption is
consistent with a previous work which showed that prefilled bags were automatically overfilled with
relative bias ranging for 0.16 to 23% and maximal bias identified for containers with content inferior to
100mL [11]. The second assumption [NE absorption on the PVVC bags] is less likely to be true according
to previous results [12]. It will be relevant to study the clinical impact of this difference on NE.

In clinical routine, the target concentration and the flow rate of NE solutions are adjusted according to
the patient's clinical needs. The concentration variability related to the uncertain volume of diluent
contained in prefilled infusion bags may endanger the patient's clinical condition while the use of
syringes seems to be the most secure preparation device.

Studies have evaluated the accuracy in injectable drugs concentration when prepared in care units and
showed great concentration variability[13,14]. Accordingly, the preparation of low concentration
solutions in Centralized Intravenous Additive Services (CIVAS) is highly recommended to secure
patient care. Other reasons explaining the variability of the injectable drugs received by patients have

been identified in previous studies and must be considered in infusion optimization[15].

Our study has limits. The choice of containers could be questioned. Empty bags are rarely used in clinical
units but studying them helped us highlight why prefilled bags should be avoided for the administration
of high alert medications. Indeed, not only the uncertainty of NS or D5W volume contained in prefilled
bags tends to lead to an underdosing, but also the bag himself. Our results support that filling a syringe

is more accurate than filling a bag with a diluent.

Our study brings out that the use of PP-syringes should be promoted to improve the accuracy of high

alert medications concentrations.
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FIGURE CAPTION AND LEGEND.

Figure 1. Concentration accuracy according to the container. Concentration accuracy is displayed by
relative bias between the measured and the expected concentration. Two expected concentrations (0.2
and 0.5mg/mL), two diluents (dextrose 5% in water, and normal saline solution, NS), and three types of

containers (polypropylene-syringes, empty and prefilled-bags) were tested.
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Dans cette étude, les protocoles de préparation utilisés ont été inspirés de
protocoles en place dans un service de soins adulte et ont été répétés a l'identique par
une équipe de pharmaciens/techniciens ; il ne s’agit donc pas d’une étude de terrain
et les résultats ne refletent pas I'hétérogénéité des modalités de préparation réalisées
a I'hopital. Toutefois, cette étude vient confirmer que la sécurisation des préparations
réalisées dans les services de soins doit prendre en compte de trés nombreux facteurs
impactant la qualité finale tels que la formation du personnel, la protocolisation de la

préparation, la spécialité et les contenants utilisés.

Ainsi, apporter une solution pérenne pour sécuriser la préparation des
médicaments injectables en réanimation néonatale nécessitera un changement
d’organisation et du temps. Afin de fournir rapidement une amélioration au service de
réanimation néonatale, nous avons choisi de proposer des régles de préparation des
médicaments injectables simples, applicables sans délai.

1.6.2. Proposition de bonnes pratiques de préparation a appliquer dans les
services de soins pour assurer une précision correcte de la concentration
médicamenteuse finale destinée au patient.

A notre connaissance, il n’existe pas de recommandations de bonnes pratiques
pour assurer une concentration précise des médicaments injectables a I'aide du
matériel classiquement utilisé dans les services de soins (seringues graduées, trocart).
Comme le montrent plusieurs travaux de la littérature et comme I'a suggéré I'étude sur
le DrugLog®®869 |a précision de la concentration médicamenteuse administrée au
patient est particulierement complexe pour certaines solutions médicamenteuses
injectables : celles nécessitant le prélevement de faibles volumes et/ou celles
nécessitant des dilutions successives.

Plusieurs équipes ont tenté d’identifier les points critiques dans I'étape de
préparation des médicaments injectables ; certaines ont comparé différents protocoles

de préparation afin de déterminer ceux qui permettent I'obtention d’une concentration
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précise et reproductible a I'aide du matériel mis a disposition dans les services de

soins.

En 2015, Benkhadra et al. ont comparé la précision de la concentration d’'une
solution de morphine chlorhydrate a 100 pg/mL préparée dans des seringues selon
cing protocoles, a partir d’'une ampoule de morphine chlorhydrate de 10 mg/mL". Les
dosages de morphine ont été réalisés a I'aide d’une technique de CLHP couplée a un
détecteur a barrette de diodes ; les dosages ont été effectués au début, au milieu et a
la fin de la seringue. Trois anesthésistes expérimentés étaient chargés de la
préparation des solutions injectables. Les résultats de cette étude ont conduit les
auteurs a recommander de préparer la morphine 100 pg/mL par dilution simple d’un
faible volume de morphine (0,1 mL a l'aide d’'une seringue de 1 mL) en prenant en
compte le volume mort du trocart (moyenne de la concentration en morphine mesurée
119 + 16 pg/0,1mL (n=9)). Les résultats de cette étude suggerent que la technique de
double dilution confere une trés bonne homogénéité de la concentration en
médicament sur toute la longueur de la seringue.

Pourtant, selon nos observations faites au cours de notre étude sur le DrugLog®,
le prélevement d’un si faible volume de morphine est discutable, et I'ajout des étapes
d’homogénéisation successives est un risque d’erreur quantitative de précision
importante en cas d’omission ou de mauvaise réalisation de 'homogénéisation entre
les deux dilutions. Dans un contexte d'urgence, situation fréquemment rencontrée
dans les services de soins critiques, la mauvaise réalisation de cette étape est
hautement probable.

En cohérence avec les résultats de notre étude sur le DrugLog®, plusieurs
équipes recommandent d’ailleurs de favoriser la dilution simple aux dilutions

successives!’1~73],

Certaines équipes ont tenté de caractériser une « bonne homogénéisation » en
comparant différentes techniques (mélange simple versus l'inversion d’une poche) et
le nombre de manipulations nécessaires a I'obtention d’'une concentration homogéne.
Une étude a montré que 3 inversions d’'une seringue permettaient d'obtenir une

homogénéisation suffisantel”l,

105



De maniére plus ciblée sur les pratiques courantes en néonatalogie, les travaux
de I. de Giorgi ont été conduits dans le but de mesurer la précision et la justesse des
préparations requérant de faibles concentrations de médicaments en services de
néonatalogiel3l. Trois protocoles (nommés T1, T2 et T3) ont été testés, avec pour
objectif la dilution au 1/20 de G5% en utilisant des seringues graduées :

e Latechnique T1 (double dilution) recommandait de :
o prélever 0,1 mL de G5% avec une seringue de 1 mL,
o transférer ce volume dans une seringue de 2 mL
o compléter qsp 2 mL d’eau.
e Latechnique T2 (triple dilution 1/10 puis 1/2) recommandait de :
o prélever 1,0 mL de G5% avec une seringue de 1 mL,
o transférer ce volume dans une seringue de 10 mL
o compléter gsp 10 mL d’eau,
o transférer 1,0 mL de ce mélange dans une seringue de 2 mL
o compléter jusque 2 mL avec de l'eau.
e Latechnique T3 (dilution simple) recommandait de :
o prélever 0,5 mL de la G5% avec la seringue de 1 mL
o injecter ce volume dans une fiole jaugée de 10 mL

o compléter au trait de jauge avec de l'eau.

Les résultats de ce travail suggerent que la technique T3 est la technique la plus
précise et T2 la technique la plus juste. L’hypothése émise est que l'utilisation des
fioles jaugées conférerait un intérét dans l'obtention de concentrations précises.
Cependant, I'intégration des fioles jaugées dans I'environnement des services de soins
nécessiterait leur référencement et donc un codt supplémentaire pour un impact
clinique difficilement quantifiable.

On peut se demander si le fait de remplacer la fiole jaugée de 10 mL par une
seringue de 10 mL n’aurait pas permis I'obtention d’un résultat similaire. Il est probable
que l'utilisation des fioles jaugées permette d’obtenir une précision plus importante
(précision volumétrique + 0,04 mL pour les fioles jaugées de 10 mL (Pyrex®,
Chateauroux, France) versus = 0,2 mL pour les seringues de 10 mL (référence
305959, Becton Dickinson, Le-Pont-de-Claix, France). En contrepartie, I'utilisation de
fioles jaugées pour la préparation de médicaments injectables implique de travailler en

systeme ouvert, avec une mise en contact de la solution avec I'air environnant, ce qui
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augmente le risque septique. Par ailleurs, l'utilisation des fioles jaugées implique
d’harmoniser 'ensemble des protocoles du service pour une dilution dans des volumes
finaux de 10 mL et nécessite donc un travail préalable important. De la méme maniére
que les résultats de I'étude du DruglLog® le suggeérent, les résultats de ce travail
suggerent que le prélevement de faibles volumes de solutions médicamenteuses nuit
a la précision de la concentration finale. Les travaux de I. de Giorgi ont mis en évidence
gue les seringues de 1 mL (Terumo®) permettaient d’obtenir une justesse correcte a
partir de 0,3 mL de volume prélevé ; cela correspond a la notion que le volume prélevé

doit étre d’au moins 30% du volume nominal de la seringue.

En considérant les résultats de nos études et les travaux publiés dans la
littérature, huit recommandations peuvent étre émises concernant la préparation des

médicaments injectables a risque :

Recommandation 1 : la préparation des médicaments injectables doit étre réalisée si
possible selon un protocole reproductible favorisant le plus faible nombre d’étapes

possible (simple dilution des que possible).

Recommandation 2 : la préparation des médicaments injectables doit étre réalisée en
prélevant les solutions médicamenteuses et les solvants a l'aide de seringues
graduées. La dilution d’'une solution médicamenteuse directement dans une poche

préremplies de solvant de dilution ou une poche vide doit étre évitée.

Recommandation 3 : Le volume de la seringue choisie pour le prélévement d’un
meédicament injectable/solvant doit étre le plus proche du volume a prélever :
- Pour tout prélevement < 0,3 mL, préférer la dilution dans une seringue de
volume supérieur, ou en dernier recours, privilégier la double dilution en veillant
a la bonne homogénéisation entre les deux dilutions.
- Prélévements d’'un volume 0,3-1 mL : choisir une seringue de 1 mL
- Prélévements d’'un volume 1-2 mL : choisir une seringue de 2 mL
- Prélévements d’'un volume 2-5 mL : choisir une seringue de 5 mL
- Prélévements d’'un volume 5-10 mL : choisir une seringue de 10 mL
- Prélévements d’'un volume 10-20 mL : choisir une seringue de 20 mL

- Prélévements d’'un volume 20-50 mL : choisir une seringue de 50 mL
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Recommandation 4 : |l est nécessaire d’utiliser des seringues et des trocarts différents
pour le prélevement de deux produits de nature difféerente (solvant/médicament

injectable)®]

Recommandation 5 : Pour assurer la précision d’'un préléevement, il faut, dans la
mesure du possible, prélever initialement un volume de la solution de maniéere a purger
le trocart. Ce volume supplémentaire doit étre au moins égal au volume mort du trocart
(0,073 mL pour les trocarts SOL-M™, référence K111815, Sol-Millennium, Warszawa,

Pologne).

Recommandation 6 : Lors du transfert d’'une solution d’'une seringue a une autre, le

trocart utilisé doit étre préalablement purgé par la solution a transférer.

Recommandation 7 : L’homogénéisation des seringues doit étre réalisée par trois
inversions/retournementst’4l. Cette étape doit étre réalisée systématique aprés

chaque étape de dilution et avant le branchement de la seringue au dispositif

d’administration.

Recommandation 8 : Lors de la dissolution de poudre destinée a I'administration
parentérale, il est essentiel de s‘assurer de la bonne dissolution des poudres (absence

d’agrégats, de particules visibles restant sur le contenant).

Le paramétrage des LAP générant des protocoles de préparations de
médicaments injectables associés aux prescriptions doit étre effectué dans le respect
de ces recommandations.

Le role du pharmacien clinicien est primordial pour sécuriser cette étape en

collaboration avec I'équipe médicale et paramédicale.

1.7.Synthese

Les services de néonatalogie sont confrontés a des problématiques

particulieres de préparation qui entrainent des écarts potentiellement importants entre
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la quantité de principe actif réellement administrée par rapport a la quantité initialement
prescrite par le prescripteur. Si de nombreux articles traitant de la préparation des
solutions injectables dans les services de soins intensifs adultes ont surtout montré
une influence de I'homogénéisation sur la précision des concentrations en
médicaments injectables dans les seringues, la nécessité d’administrer des petits
volumes aux nouveau-né et le recours a des facteurs de dilution important concourent
a augmenter grandement le risque d’'imprécision des concentrations finales destinées

a 'administration.

A ce jour, aucun guide n’a été émis par les sociétés savantes pour sécuriser
cette étape. L’instauration de régles simples dans les services néonatalogie a pour
objectif de diminuer 'ampleur des erreurs et d’uniformiser les pratiques afin de

sécuriser les doses médicamenteuses administrées aux enfants.

Cependant, toutes les méthodes décrites précédemment reposent sur le
personnel soignant dont la formation a la préparation des doses médicamenteuses
reste aujourd’hui fondée sur le compagnonnage par les pairs. En cela, les évolutions
des pratiques restent lentes et incertaines. C’est ce constat qui amene a se tourner

vers les pharmacies hospitaliéres formées a la préparation des médicaments.
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2. Etudes de stabilité sur le long terme de solutions injectables prétes a I'emploi en
vue d’une centralisation des préparations injectables.

2.1.Introduction
2.1.1. Contexte

La préparation des médicaments injectables par I'équipe pharmaceutique
permettrait de fournir des solutions médicamenteuses injectables prétes a 'emploi a
'avance, afin de supprimer toute étape de manipulation dans le service de soins,
jusqu’a l'administration effective du médicament au patient. Dans ce cadre, le
pharmacien est garant de la qualité du médicament administré au patient. Il est donc
essentiel de connaitre les critéres d’exigence relatifs aux médicaments administrés par

voie parentérale.

Selon la Pharmacopée européenne, les préparations injectables sont des
préparations parentérales liquides stérilesl’®. Examinées dans des conditions
appropriées de visibilité, elles doivent étre « pratiguement exemptes de particules »,
c’est-a-dire limpides (chapitre général 5.17.2)l"¢l. Les préparations parentérales sont
préparées a partir de produits et par des méthodes propres a assurer leur stérilité et a
empécher lintroduction de contaminants et la croissance de microorganisme et
répondent ainsi a I'essai de stérilité de la Ph. Eur (chapitre général 2.6.1)l"71. Ce sont
également des solutions qui doivent étre apyrogenes, et isotoniques au plasma.

Ces exigences sont relatives aux solutions meédicamenteuses injectables
commercialisées et sont applicables a toute solution destinée a étre administrée par
voie parentérale au patient. En d’autres termes, ces critéres doivent étre maintenus
tout au long de la conservation de la forme préte a 'emploi par le service de soins et
jusqu’a son utilisation chez le patient. Il est également nécessaire que les solutions

médicamenteuses fournies aux services de soins :

- Présentent une concentration en principe actif acceptable (dans les limites des
tolérances fixées par la réglementation) pour garantir lefficacité du
médicament

- Soient dépourvues de produits de dégradation toxiques pour le patient.

La conservation des exigences relatives aux solutions médicamenteuses

injectables (autres que d’origine biologique) est assimilée a la notion de stabilité. Selon
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I'International Conference on Harmonisation of technical requirements for registration
of pharmaceuticals (ICH), la stabilité consiste en « l'aptitude d’'un médicament a
conserver ses propriétés chimiques, physiques, microbiologiques et

biopharmaceutiques dans les limités spécifiées pendant toute sa durée de validité ».

Selon cette définition, une forme pharmaceutique est considérée comme stable
lorsque, dans un temps déterminé et dans des conditions fixées, ses propriétés
essentielles ne changent pas ou changent au plus dans des proportions
reglementaires tolérables, c’est-a-dire pour lesquelles un impact clinique sur le patient

n’est pas attendu.

Les instabilités qui surviennent peuvent étre d’ordre chimique, physique ou
microbiologique.

Une instabilité chimique consiste en une ou plusieurs réactions chimiques,
survenant de maniére spontanée ou retardée, menant a une modification substantielle
de la structure du principe actif ou d’'un de ces excipients. Elle se traduit par une perte
de la concentration en principe actif ou en excipient, une production de produits de
dégradation dans des quantités supérieures aux limites spécifiées par la Ph. Eur.,
éventuellement un changement de pH ou une modification de 'osmolalité.

Une instabilité physique se traduit par une modification des caractéres
physiques propres de la forme pharmaceutique : un changement des caracteres
organoleptiques (formation d’un précipité, séparation de phases pour les émulsions,
coloration ou décoloration) ou 'augmentation de la contamination particulaire non-
visible a I'ceil nu.

Une instabilité microbiologique correspond a la mise en évidence d'une
croissance de microorganismes au sein de la forme pharmaceutique. Elle peut
provenir d’'une contamination initiale accidentelle non détectée ou d’'une contamination
lors de la conservation notamment par perte d’intégrité du conditionnement. Il est donc
important de connaitre les parametres susceptibles de modifier l'intégrité du

conditionnement et de le rendre perméable aux microorganismes.

Les études de stabilité permettent d’évaluer la conservation de toutes ces
propriétés (stérilité, limpidité, isotonie au plasma, concentration en principe actif stable,
absence de coloration et absence de formation de produit de dégradation) dans les

solutions préparées et conservées dans des conditions fixées.
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Travailler a I'allongement de la durée de conservation des formes injectables
prétes a 'emploi au-dela des recommandations émises par les fabricants est essentiel
pour fournir un service d’approvisionnement efficient pour les services de soins. Il est
extrémement rare que les industriels fabriquant les produits pharmaceutiques
fournissent des informations de stabilité au long cours sur la forme injectable finale
(reconstituée et diluée). Il est en effet plus fréquent qu’ils recommandent son utilisation
extemporanée en raison des risques microbiologiques liés la préparation des injections
dans des environnements dont I'aseptie n’est pas contrélée, a I'image de la plupart
des services de soins hospitaliers. Pourtant, de nombreux médicaments, reconstitués
et dilués présentent une stabilité physicochimique qui pourraient permettre leur
administration plusieurs mois apres leur préparation. Par conséquent, si la preuve de
la stabilité physicochimique d’'un produit reconstitué et dilué dans un conditionnement
peut étre apportée et si la conservation de la stérilité est prouvée dans des conditions
de stockage déterminées, une durée de conservation fondée sur la limite de stabilité

physico-chimique du médicament est raisonnablement acceptable.

De nombreux travaux d’études de stabilité ont déja été menés en ce sens et
plusieurs bases de données répertoriant les durées de conservation de médicaments

injectables dans leur forme préte a 'emploi sont actuellement disponibles!’879,

L’extrapolation des résultats des études de stabilité physico-chimiques publiées dans

la littérature nécessite de travailler avec :

e la méme spécialité commerciale ou avec une spécialitt commerciale de
formulation similaire ;

e les mémes véhicules de reconstitution et dilution ;

e les mémes conditions environnementales de préparation et de stockage
(exposition a la température, lumiere, humidité) ;

e des contenants de composition similaire.

La responsabilité d'attribuer des durées de conservation aux préparations
réalisées en pharmacie, incombe au pharmacien responsable de cette activité. Les
données de stabilité souhaitées n’étant pas toujours disponibles dans la littérature ou
trés variables d’'une publication a l'autre, le pharmacien hospitalier est amené dans

certains cas a conduire ses propres études de stabilité.
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Pour satisfaire cette demande de préparation de formes injectables prétes a
'emploi, certaines pharmacies a usage intérieur ont développés des unités dédiées
exclusivement aux préparations des médicaments injectables. Ces unités sont
communément dénommeées « CIVAS » par utilisation de la dénomination anglaise a

savoir « Centralized IntraVenous Additive Service ».

2.1.2. Historique des CIVAS

Le concept de CIVAS a vu le jour aux USA dans les années 1960s. Ce terme
décrit un service qui délivre des formes injectables prétes a 'emploi et permet ainsi de

s'affranchir de I'étape de reconstitution/préparation en service de soins!24.8%,

L’essor de l'activité des CIVAS a la fin des années 1970s est initialement
associé au développement des poches de nutrition parentérale, dont la préparation
dans un service spécialisé a permis de diminuer fortement les infections associées a

la nutrition parentérale(81-841,

Dix ans plus tard, des préoccupations croissantes concernant I'exposition du
personnel soignant aux antinéoplasiques ont mené a un changement de Iégislation,
obligeant les directions des hopitaux a prendre des mesures visant a protéger le
personnel lors de la manipulation des agents cytotoxiques®>-871, Parmi ces mesures,
se trouve notamment la création d’unités de reconstitution centralisées des produits

cytotoxiques.

Plus récemment, la standardisation et la centralisation des préparations et
reconstitution a été étendue aux antibiotiques, antiémétiques, antalgiques et
anesthésiques qui représentent une part importante des médicaments injectables

dans les services de soins[2480.88]

2.1.3. Enjeux des CIVAS
2.1.3.1. La qualité microbiologique

Parmi les bénéfices apportés par les CIVAS, la qualité microbiologique des

médicaments injectables est généralement pergcue comme étant le bénéfice majeur!®el,
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Une méta-analyse de 2019 a été conduite pour souligner I'impact de la
centralisation des préparations de formes injectables sur la contamination microbienne
détectée dans les médicaments injectables. Sur 13 études mesurant la contamination
microbienne dans les préparations injectables réalisées en service de soins, les taux
de contamination varient de 1,09 a 20,70% alors que les taux de contamination étaient
nuls pour les préparations effectuées en pharmacie hospitaliere (sauf pour une des
cing études considérées, avec un taux de contamination de 0,66%). Les estimations
ponctuelles générées indiquent un taux de contamination globale des doses préparées
par le personnel infirmier ou médical de 7,85% (5,18-10,53%) et de 0,08% pour les
doses préparées par le personnel de la pharmaciel®®l. Ceci est expliqué en partie par
'absence de contrble aseptique de I'environnement dans les services de soins. Ainsi,
malgré les mesures d’hygiéne mises en place au moment de la préparation des
médicaments, il semble inévitable que certaines injections soient contaminées
pendant la préparation dans les services de soins. Pour répondre aux exigences
d’aseptie, les CIVAS permettent la préparation des médicaments dans des zones a
atmosphere contrblée ; elles sont équipées d’un systeme de traitement d’air avec une
cascade de flux contrblée, de postes de sécurité microbiologique ou d’isolateurs et les
opérateurs sont équipés d’équipements de protection individuelle ; le tout assurant la

stérilité du processus de préparation et de facto, du produit final.

2.1.3.2. La protection du personnel soignant

Parmi les bénéfices apportés par les CIVAS, la protection du personnel soignant
vis-a-vis des toxiques préparés a fait 'objet de nombreux travaux, spécifiquement

concernant les produits cytotoxiques(®6.90.91],

Dans les services de soins, des recommandations concernant la mise en place
d’équipements de protection individuelle et collective pour protéger les soignants de
toute contamination au moment de la manipulation des cytotoxiques ont été émises,
mais a ce jour, la centralisation de toute préparation de chimiothérapie dans une zone
a atmosphere contrélée sous responsabilité pharmaceutique reste 'un des moyens les

plus efficaces pour protéger les équipes médicales!®Z,
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2.1.3.3. La mise en place d’un processus qualité et de points de contrdle

De maniére plus générale, I'organisation des CIVAS permet une préparation
protocolisée, par campagne, sans interruption de tache, assurant une qualité et une
précision des concentrations préparées. Des étapes de contrble sont instaurées a

chaque étape critique du processus (choix de la spécialité, volume de prélevement).

Par ailleurs, le transfert des taches de préparation des médicaments injectables
dans les CIVAS permet d’alléger la charge de travail des équipes médicales et
paramédicales et libére des ressources humaines dans les services de soins qui

pourront étre recentrées sur le patient.

2.1.3.4. Une optimisation des codts et des ressources humaines

Enfin, cette stratégie revét un caractére économique car la préparation de
médicaments injectables, par campagne, de doses standardisées est moins onéreuse
en termes de gestion des consommables et de ressources humaines que la
préparation extemporanée dans le servicel?!l. Cet avantage concerne notamment les

produits injectables onéreux!®3l.

2.1.4. Conclusion

La préparation des médicaments injectables est un processus a haut risque de
contamination microbiologique, particulaire, pyrogéne dont la réalisation nécessite
I'application de bonnes pratiques!?>94. Dans le contexte actuel ol la gestion des
risques est devenue un élément essentiel de la prise en charge des patients a I'hdpital,
les CIVAS offrent donc une diminution considérable des risques associés a
'administration des médicaments par voie injectable, tout en accordant aux médecins

et les IDEs plus de temps pour entreprendre leurs activités principales de soignants.

Dans ce contexte, I'équipe GRITA/ULR 7365 travaille quotidiennement a la
détermination des dates limites d’utilisation de formes injectables prétes a I'emploi
pour des médicaments injectables a risque pour lesquelles les données de stabilité
souhaitées n'ont pas été publiées dans la littérature, en vue du développement d’une
unité de CIVAS efficiente au CHU de Lille.
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2.2.0bjectifs

L’objectif de cette partie de travail était de déterminer la date limite d’utilisation
de préparations prétes a 'emploi destinées a une préparation en CIVAS, d’évaluer les

conditions de stockage et le solvant conférant la meilleure stabilité physicochimique.

2.3. Méthode Générale

Les études de stabilité ont été conduites sur une année pour quatre spécialités
médicamenteuses injectables : I'insuline rapide, la dobutamine, la noradrénaline et le
midazolam. Ces quatre spécialités sont fréquemment utilisées dans les services de
soins critiques adultes et pédiatriques et appartiennent a la liste des médicaments a
risque de I''SMPs[®l. Leur utilisation dans les services nécessite, dans certains
protocoles, une dilution préalable.

Au moment de la conduite de ces études de stabilité, il n’existait pas a notre
connaissance dans la littérature, d’études de stabilité couvrant les conditions de
préparation et de stockage qui avaient été choisies pour notre CIVAS.

Avant de s’intéresser a proprement parler a la méthodologie des études de
stabilité, le choix des spécialités et des concentrations cibles, et des contenants a été
discuté.

2.3.1. Spécialités commerciales et concentrations cibles

Les spécialités commerciales choisies étaient les spécialités référencées par le

CHU de Lille au moment de la conduite des études.

Les concentrations cibles ont été choisies pour permettre une utilisation de ces
préparations dans la plupart des services adultes du CHU de Lille, a I'exception de
'insuline asparte pour laquelle la concentration cible sélectionnée correspond a la
concentration souhaitée pour les services de soins intensifs pédiatriques et de

néonatalogie du CHU de Lille.

116



2.3.2. Contenants

L’objectif final des CIVAS est de fournir des médicaments injectables préts a
'emploi, pour lesquels, dans lidéal, aucune manipulation n’est nécessaire a
I'exception du branchement du contenant a la ligne de perfusion du patient.

Il existe plusieurs dispositifs permettant I'administration de médicaments
injectables a un patient : la perfusion par gravité, les pousse-seringues électriques
(PSE), et les pompes volumétriques.

Dans les services de soins critiques du CHU de Lille, comme dans de nombreux
centres hospitaliers frangais, 'administration des médicaments injectables a risque est
principalement réalisée a l'aide de pousse-seringue électrique. Le systeme
d’entrainement des PSE est constitué d’'un moteur électrique qui pousse sur le piston
d’'une seringue avec une force controlée. Le médicament est administré au patient par
l'intermédiaire d’'un prolongateur reliant le corps de la seringue au dispositif d’acces
vasculaire. Les PSE sont indiqués pour la perfusion de petits débits (de 1 a 10 mL/h)
et sont particulierement utilisés pour administrer les médicaments a marge
thérapeutique étroite ou de petits volumes a faible débit. L'intérét de l'utilisation des
PSE repose sur la précision de débit qu’ils conférent (selon la norme NF S 90-251, la
limite d'erreur tolérée sur le débit délivré est de 3% lors de l'utilisation de seringues
recommandées) et la possibilité de programmer la purge automatique, 'administration

de bolus, ou les volumes a administrer.

Dans l'idéal donc, il serait optimal de conditionner les médicaments injectables
préts a I'emploi dans des seringues, ce qui permettrait de minimiser le nombre de

manipulations au simple branchement de la seringue a la ligne de perfusion.

2.3.2.1. Les conditionnements en polypropylene

Les seringues Luer Lock BD Plastipak (Becton Dickinson, Le-Pont-de-Claix,
France) sont les seringues référencées au CHU de Lille et destinées a I'administration
des médicaments injectables grace aux PSE. Elles sont composées d’un corps, d’un

piston en polypropyléne et d’'un joint de piston en isopréne synthétique.
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Le polypropyléne (PP) a pour avantage sa haute résistance mécanique et

chimique, sa rigidité relative et sa légéreté. Il présente un bon ratio qualité-prix.
Plusieurs additifs, tels que des agents clarifiants ou des agents de nucléation, peuvent
étre ajoutés pour améliorer les propriétés du PP (augmentation de la vitesse et de la
température de cristallisation, augmentation de la rigidité, meilleure résistance a la
chaleur, transparence et stabilité dimensionnelle accrues)®l.
Le PP présente une excellente résistance chimique aux principaux solvants, lipides,
agents polaires, ce qui explique sa large utilisation dans la conception de seringues
destinées a I'administration de produits pharmaceutiques. Il est résistant aux hautes
températures mais devient cassant a basse température (aux alentours de -32°C). Sa
résistance a la chaleur lui confére la possibilité d’étre stérilisé a l'autoclave ou a la
vapeur avec un nombre de cycles limité (température de distorsion estimée a 100°C).
Il peut également étre stérilisé a 'aide d’oxyde d’éthyléne sans qu’aucun changement
dans ses propriétés physiques ne soit observé. En revanche, il nécessite une
stabilisation supplémentaire en cas d’exposition a des radiations de hautes énergies
en raison du risque de formation de radicaux libres, responsables de sa dégradation
et de sa décoloration. Le PP posséde donc des propriétés intéressantes pour le
maintien de la stabilité des médicaments injectables. Cependant, il posséde de
mauvaises propriétés de barriére a I'oxygéne, ce qui explique qu’il est souvent fabriqué
dans une structure multicouche avec d'autres plastiques®’l; or I'imperméabilité a
I'oxygéne est un criteére majeur pour protéger les médicaments de I'oxydation au cours
d'un stockage. Par ailleurs, le joint en élastomére ne partage pas les propriétés
d’'innocuité et d’étanchéité du PP et fait encourir un risque de rupture d’étanchéité et
un risque d’interaction contenant-contenu. Il se pose également la question de la
stabilité du produit en contact avec le bouchon utilisé pour fermer hermétiquement la
seringue.

Ainsi, les seringues Luer-Lock en PP présentent des limites en termes de
conception qui pourraient conduire a diminuer la stabilité des produits qu’elles

contiennent.

En parallele des seringues en PP, un autre type de contenant a été testé dans
les études de stabilité, des flacons en copolymére oléfine cyclique (COC).
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2.3.2.2. Les conditionnements en copolymére oléfine cyclique

Au cours des dernieres décennies, une nouvelle classe de polyméres, appelés
copolyméres oléfine cycliques (COC) ont été développés. lls ont fait une incursion
dans lindustrie des dispositifs médicaux et ont été utilisés rapidement pour des
applications de laboratoire en remplacement des contenants composés de verre. Le
procedé de synthése des COC a été développé par Ticona Celanese et commercialisé
sous le nom Topas®!°8l,

Le COC présente une combinaison des propriétés intéressantes pour le
stockage des médicaments : une haute transparence, un poids léger, une faible
densité, une rigidité élevée, une bonne résistance chimique et une résistance aux
chocs importante, supérieure a celle du verre. Leur faible absorption et leur faible
perméabilité a 'humidité leur conférent une excellente stabilité dimensionnelle. lls
présentent une meilleure résistance thermique par rapport au polyéthyléne (PE) et au
PP. Enfin, leur faible taux de matiere extractible leur assure une bonne

biocompatibilité[®9].

Le COC est un polymere amorphe, il est donc a risque de fissuration s’il est
soumis a des contraintes physiques importantes. Un COC de bonne qualité aura une
bonne résistance chimique aux composés acides et basiques ainsi qu'aux solvants
polaires. Le COC peut étre soumis a une stérilisation par rayonnement gamma ou a
I'oxyde d’éthyléne. Certains COC qui présentent une température de transition vitreuse
elevée et une température de déflexion a chaud élevée peuvent étre soumis a une

stérilisation a la vapeur et a la chaleur séche.

Le COC qui est décrit comme au moins 6 fois moins perméable a 'oxygéne que
PP et présente une propriété de barriere a 'humidité meilleure que le PP. La Figure
14 résume les propriétés de barriere du COC par rapport aux autres plastiques
freguemment utilisés dans le conditionnement primaire de préparations

parentérales!1o,
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Figure 14 - Perméabilité a ’'oxygéne et a I’air du COC Topas® par rapport a d’autres
plastiques pour un film de 100 ym d’épaisseur (EVA/PE = Multicouche Ethylene-vinyl|
acetate / Polyéthyléne, PVC hard = PVC non plastifié, EVOH = Ethylene vinyl alcohol

copolymer), d’aprés la documentation fournie par la laboratoiret*%,

Nous avons donc choisi de travailler avec des flacons en COC AT-Closed®, qui
ont été moulés, assemblés, gamma-stérilisés, commercialisés par Aseptic
Technologies, Gembloux, Belgique. Leur bouchon est composé d’élastomére
thermoplastique, ce qui lui confére la capacité d’étre refusionné a l'aide d’'une source
d’énergie en cas d’effraction. Un systéme « flip-off » de fermeture inviolable est fourni
avec les flacons afin qu’ils puissent étre correctement fermés et sécurisés apres le

remplissage.

2.3.2.3. Les méthodes de remplissage utilisées au cours de I'étude

Nous avons opté pour un remplissage manuel des seringues, réalisé par des
pharmaciens ou techniciens de laboratoire en fonction des études que nous avons

menées.

A Tinverse, la méthode de remplissage des flacons en COC était semi-

automatique. Elle a été décrite dans I'article de Feutry et all’®ll, Le systeme utilisé est

120



la ligne de remplissage M1 Filling station (Aseptic Technologies, Gembloux, Belgique)
connectée a une pompe péristaltique (Flexicon Pump PF6, Watson Marlow, La Queue

Lez Yvelines, France).

Cette ligne de remplissage permet chronologiquement, le remplissage du flacon
a travers le bouchon en élastomere, la fusion a l'aide d’un laser restaurant I'intégrité
du bouchon, et le sertissage de 'ensemble.

La premiére étape consiste a placer manuellement les flacons sur le support de
la ligne de remplissage ; aprés actionnement d’un levier, le percage du bouchon est
réalisé avec précision a I'aide d’'une aiguille, et le flacon est rempli grace a une pompe
péristaltique, avant le retrait de l'aiguille. Le flacon est ensuite transféré manuellement
dans une enceinte de sécurité, et la marque de perforation générée par l'aiguille est
refermeée par un tir laser de 1 seconde sur la surface du bouchon ; enfin, un couvercle

en plastique (systeme flip-off) permet de sceller le systeme manuellement (Figure 15).

}Rayon laser

Flacon clos Remplissage Soudure Flacon clos Mise en place
Crystal® et rempli du « flip-off »
| Processus de remplissage aseptique '>

Figure 15 - Schématisation du processus de remplissage des flacons AT-Closed®issu

de P’article de Feutry et all10%,

Le remplissage est permis par une aiguille spéciale présentant des évents pour
permettre I'équilibre des pressions et spécialement biseautée pour limiter les

phénomeénes de carottage de I'élastomeére.
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Ce systeme de remplissage offre un rendement important, avec 1000 a 2000
flacons produits par jour ; ce rendement dépend de la taille des flacons (5 mL a 50 mL)
[102] | e risque de contamination microbiologique et de rupture de I'asepsie est trés
faible car le systeme reste clos tout au long du processus, et les flacons

commercialisés sont stériles!193104 | e systéme permet également une bonne gestion

des reliquats.

2.3.3. Essais de stabilité physico chimique et microbiologique relatifs aux
préparations injectables

2.3.3.1. Préparation des solutions et conditions opératoires

La préparation des solutions a été réalisée en conformité avec les
recommandations des résumés des caractéristiqgues du produit°5-198l | es conditions

opératoires sont présentées dans le Tableau 11.
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Tableau 11 - Présentation des conditions opératoires pour les quatre études de stabilité menées.

Spécialité commerciale,

Concentration cible

Solvant de dilution

Contenant

Températures de

laboratoire stockage
_ -20°C+5°C,
Midazolam 50/10 mg/mL, Flacons 50 mL
1 mg/mL NaCl 0,9% _ +5°C+3°C
Mylan Seringues 50 mL
+25°C+2°C
Flacons 50 mL
-20°C15°C,
Flacons 20 mL
0,2 mg/mL NacCl 0,9% _ +5°C+3°C
o Seringues 50 mL
Noradrénaline 2 mg/mL, _ +25°C+2°C
Seringue 20 mL
Mylan
-20°C15°C,
Flacons 50 mL
0,5 mg/mL NacCl 0,9% _ +5°C+3°C
Seringues 50 mL
+25°C+2°C
) -20°C15°C,
Dobutamine 250 mg/20mL, NaCl 0,9% Flacons 50 mL
10 mg/mL _ +5°C+3°C
Panpharma G5% Seringues 50 mL
+25°C+2°C
Insuline asparte 100 U/mL, Flacons 50 mL +5°C+£3°C
_ 1 U/mL NaCl 0,9% _
Novo Nordisk Seringues 50 mL +25°Cx2°C
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Conformément aux spécifications communes de la SFPC et du GERPAC et aux
recommandations de I'lCHI®6:199  trois températures de stockage ont été testées (-
20°C+5°C, +5°Cx3°C et 25°C+2°C avec 60%+5% d’humidité relative), sauf pour
l'insuline asparte pour laquelle seules deux températures de stockage ont été testées
(+5°C+£3°C et 25°Cx2°C avec 60%x5% d’humidité relative) en raison d’une
recommandation du résumé des caractéristiques du produit allant a I'encontre de la
congélation.

Chaque contenant a été stocké dans une enceinte climatique sans éclairage
(Binder ED 115, Tuttlingen, Allemagne) pendant 365 jours, en limitant les manipulations
et la mobilisation des échantillons tout au long du stockage. La moitié des flacons en
COC préparés ont été stockés a I'endroit et I'autre moitié a été stocké a I'envers afin
d’évaluer I'impact du contact de la solution avec le bouchon sur la stabilité de I'analyte
d’intérét.

Chaque seringue et flacon ont été utilisés pour une seule analyse. Avant de
conduire I'analyse, les solutions placées a -20°C+5°C ont été décongelées par

exposition a une température ambiante pendant 4 heures.

2.3.3.2. Etude de la stabilité chimique : développement et validation de méthode

La conduite d’'une étude de stabilité comprend le dosage du principe actif et la
recherche d’éventuels produits de dégradation ; cela implique de disposer d’'une
méthode indicatrice de stabilité valide. Une méthode indicatrice de stabilité doit pouvoir
permettre I'identification et la quantification du principe actif ainsi que la détection
d’éventuels produits de dégradation. Cette méthode doit donc étre séparative,
spécifique et sensible.

La méthode d’analyse utilisée a été la CLHP couplée a un détecteur UV. |l s’agit
d’une technique de référence pour conduire des études de stabilité®8l,

Développer et valider une méthode indicatrice de stabilité revient a évaluer sa

linéarité, sa justesse et sa precision, sa specificité et sa sensibilite.

e Déterminer lalinéarité de la méthode indicatrice de stabilité par technique
de dosage CLHP-UV

Le principe de CLHP-UV repose sur une fonction de réponse linéaire entre I'aire
sous la courbe (ASC) des pics formés par les chromatogrammes et la concentration
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du soluté contenu dans I'’échantillon étudié, dans notre cas, la concentration en

principe actif.

Afin de déterminer une concentration en principe actif a partir d'une mesure
d’ASC mesurée, il est nécessaire d’avoir caractérisé au préalable la relation
mathématique qui les lie. Pour ce faire, on utilise les gammes de calibration. Elles sont
construites, pour chaque niveau de concentration, par calcul des rapports entre 'ASC
du pic correspondant au principe actif obtenu a partir des chromatogrammes et la
concentration en principe actif contenue dans les solutions de calibration

correspondantes.

La gamme de calibration, doit comporter 5 niveaux de concentrations a minima,
encadrant la concentration cible (Cc) en principe actif (Cc-40%, Cc-20%, Cc, Cc+20%,
Cc+40%). La répartition des points doit étre réguliére et aucun écart supérieur a un

facteur 10 entre le premier et le dernier point ne doit étre observélsel,

La préparation des solutions de calibration repose sur la préparation de deux a
trois séries de gammes préparées pendant deux a trois jours, avec un minimum de Six
séries préparées!¥ (2 séries par jour pendant trois jours ou 3 séries par jour pendant

2 jours, Tableau 12).

Tableau 12 - Exemple de plan d'expérience pour une gamme de calibration, n=6.

Jour 1 Jour 2 Jour 3
Série 1 Série 1 Série 1

Gamme 1 Gamme 3 Gamme 5
Série 2 Série 2 Série 2

Gamme 2 Gamme 4 Gamme 6

La linéarité cette relation doit étre vérifiee. Dans notre étude, 'adéquation de la
relation entre la concentration et 'ASC est évaluée par une analyse de variance (test
paramétrique de 'ANOVA, F-test, a=5%). Si 'hypothése HO n’est pas rejetée, alors le
test de linéarité est validé. Un test d’homogénéité des variances (test de Cochran, Q-

test, a=5%) est réalisé pour vérifier I'nypothése de la normalité des résidus de
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'ANOVA. Si la linéarité n’est pas vérifiee par le test de TANOVA ou si 'lhomogénéité
des variances était rejetée par le test de Cochran, une régression polynomiale de
degré 2 d’expression y=a+pix+B2x?+€ est réalisée et un test de Student permet de
tester 'hypothése d’égalité du coefficient de second degré 32 a 0. Si les résultats du
test montrent que ce coefficient n’est pas statistiquement différent de 0 (t-test, a=5%),
on peut alors conclure que le modéle linéaire de type y=a+p1x est le plus adapté a la

régression entre 'ASC et les concentrations.

e Déterminer la spécificité de la méthode indicatrice de stabilité par la
technique de dosage en CLHP-UV

Une méthode indicatrice de stabilité doit permettre 'analyse séparative des
produits de dégradation par rapport au principe actif, aux excipients et aux éventuelles
impuretés contenus dans une solution, avec un temps de rétention de chaque analyte

acceptable.

Afin de vérifier la spécificité de chaque méthode, des études de dégradation
forcée ont été conduites. Dans ces études, des solutions méres du principe actif
d’intérét ont été préparées, soit a partir de poudre de qualité pharmaceutique, soit a
partir de solutions commerciales injectables en cas d’indisponibilité de la poudre de
référence. Elles ont ensuite été soumises a des conditions extrémes, c’est-a-dire des
conditions acido-basiques, oxydatives, thermiques, car il s’agit des facteurs les plus
susceptibles d’engendrer la dégradation chimique du principe actif en solution. Chaque
condition extréme a été appliquée a une solution mere, jusqu’a produire la dégradation
de 20% du principe actif en solution.

La spécificité de la méthode indicatrice de stabilité a été évaluée en comparant
les chromatogrammes des contréles qualité (contenant le principe actif seul non
soumis aux solutions extrémes) et ceux issus de la dégradation forcée. Les produits
de dégradation ne doivent pas étre co-élués avec I'analyte a étudier (principe actif,

excipient).

Concernant les condition extrémes, I'exposition aux conditions acido-basiques
correspond a une dilution 1 : 1 d’'une solution mere avec du NaOH (base) ou du HCI

(acide) a des concentrations croissantes 0,1, 0,5 et 1 N pendant 1 heure a 80°C, puis
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neutralisation (1:1) avec l'acide (HCI) ou la base (NaOH) correspondantel®tl. La
solution mere doit donc présenter une concentration égale a quatre fois la
concentration cible du principe actif. Les concentrations en acide et base sont
incrémentées jusqu’a I'obtention de la dégradation du principe actif d’environ 20%.

L’exposition aux conditions oxydatives correspond a une dilution de la solution
d’intérét avec une solution de péroxyde d’hydrogéne entre 3 et 30% (v/v) pendant un
temps déterminé de quelques heures a une température élevée (70-100°C). La teneur
de peroxyde d’hydrogeéne (v/v) pourra ensuite étre augmentée si le produit n’atteint
pas les 20% de dégradation, jusqu’a un maximum de 30%.

La dégradation thermique est réalisée en soumettant le produit dilué au 1/10¢me
a une chaleur de 80°C pendant une période de 24 a 72 heures.

Toutes les études de stabilité ayant été conduites a I'abri de la lumiére
(congélation, réfrigération, enceinte climatique fermée), les études de dégradation

forcée par exposition a la lumiére n’ont pas été réalisées.

e Déterminer la précision et lajustesse de laméthode indicatrice de stabilité
par technigue de dosage CLHP-UV

La précision d’'une méthode traduit I'écart entre I'écart-type des mesures
répétées Y;; et la moyenne de ces mesures Y. Elle est exprimée a laide de la
répétabilité et de la fidélité intermédiaire pour chaque niveau de concentration de la

gamme de calibration.

La répétabilité est représentée par la variance intra série S2inra (Pour un jour

d’expérience donné) tel que :

_ SCEintra
STintra = m

Ou SCE est la somme carré des écarts intra-série, | est le nombre de concentrations
différentes et J le nombre de répétitions réalisées pour chaque concentration, soit
n=I*J, le nombre de dosages.

Le calcul de la somme carré des écarts est :

—\ 2
SCEintrq = § § (Yi,j - Yl)
i J

127



Ou Y, est la moyenne des valeurs par niveau de concentration

La fidélité intermédiaire est représentée par la variance de fidélité intermédiaire

sz, tel que :
Szfi = Szintra + Szinter
avec
SCEinter _ SZ'
2 _TT=-1 intra
S inter = ]

=\ 2 =
OuSCEintrq =J.2ji (Yi — 7) avec Y la moyenne générale

En pratique, on représente ces variances sous forme de coefficient de variation
CV%.

Ainsi, CVrd% =2 et CVfi%=-L

LJ

J

La justesse traduit I'écart entre la moyenne des mesures répétées et la valeur
cible. La justesse d’'une méthode peut s’exprimer de différentes fagons. Les deux
critéres les plus classiques sont le taux de recouvrement et le biais relatif.

Le taux de recouvrement est calculé a 'aide de la formule :

NI =<l

R% = x 100

ou Z est la concentration théorique attendue.

Le biais relatif est calculé a I'aide de la formule :

BR%=< >><100=R%—100

Afin de traduire I'erreur systématique de nos méthodes de dosage, nous avons
calculé une erreur totale qui est I'addition entre la valeur absolue du biais relatif
(exprimant la justesse, BR%) et la valeur absolue de la fidélité intermédiaire (exprimant
la précision, CVfi%). La limite des + 10% a été fixée pour la validation de la

méthodel66:109],

En résumé, dans les études conduites, une méthode de dosage indicatrice de
stabilité a été développée et validée selon des criteres de linéarité, de spécificité et le
profil d’exactitude, pour chaque molécule étudiée.
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2.3.3.3. Interprétation des résultats obtenus au cours de I'étude de stabilité
chimique

Les concentrations des analytes mesurées ont été exprimées en % par rapport
a la concentration mesurée le jour de la préparation (Ct/CO, %). Les analytes étaient
considérés comme stables chimiquement & un temps donné si le rapport Ct/CO était
supérieur ou égal a 90% et si aucun nouveau pic correspondant a un produit de
dégradation n’était observé sur les chromatogrammes (par comparaison aux

chromatogrammes de contrdle qualité). Les dosages ont été réalisés en triplicat.

2.3.3.4. Contamination particulaire : les particules visibles

Selon le chapitre 5.17.2 « Recommandations relatives a [I'essai de
contamination particulaire : particules visibles » et le chapitre 2.9.20. « Contamination
particulaire : particules visibles » de la Ph. Eur, la contamination particulaire est définie
comme la présence non intentionnelle de substances non dissoutes et mobiles, autres
qgue des bulles de gaz, dans les préparations liquides. Selon le chapitre 5.17.2,
l'inspection visuelle nécessite un examen sur fond blanc et fond noir avec un temps
d’'inspection par récipient supérieur a 5 secondes. Cette recommandation est
applicable depuis le 1°" janvier 2021 et n’était pas en vigueur au moment de la conduite
des études!!ll. Elles n'ont pas été appliquées pour les études présentées dans ce

travail.

Concernant les études menées dans le cadre de cette these, a chaque temps
d’analyse, une inspection a I'ceil nu des solutions incluait la vérification de I'absence
de coloration, le maintien de la transparence de la solution et 'absence de formation

de particules visibles.

2.3.3.5. Contamination particulaire : les particules sub-visibles

Parmi les méthodes recommandées par la Ph. Eur. (monographie 2.9.19[112)),
nous avons choisi de réaliser le test de contamination particulaire pour les particules
non visibles a l'aide d’'un spectrophotomeétre a obscurcissement de lumiere (APSS-

2000, Particle Measuring System, Dourdan, France).
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Les spécifications européennes indiquent que les préparations de volume
inférieure a 100 mL sont conformes si le nombre de particules ne dépasse pas :
e 6000 particules/contenant pour les particules de taille supérieure ou égale a 10
pm
e 600 particules/contenant pour les particules de taille supérieure ou égale a 25

fm.

2.3.3.6. Mesure de 'osmolalité et du pH des solutions

Une molécule osmotiquement active correspond a tout élément (ion, molécule)
capable d’attirer les molécules d’eau au travers d’'une membrane. L’'osmolalité est la

concentration de molécules osmotiquement actives par unité de poids (kilogramme).

Dans le cadre d’'une étude de stabilité, la mesure de 'osmolarité peut étre
considérée comme un parameétre complémentaire permettant de confirmer la stabilité
chimique d’une solution (Ph. Eur. monographie 2.2.35[11%). Les osmométres
commercialisés pour les applications en laboratoire déterminent 'osmolarité des
solutions par mesure de I'abaissement cryoscopique. Il s'agit d'un appareil qui mesure
automatiqguement le point de congélation des solutions aqueuses. La dépression du
point de congélation par rapport a I'eau pure est directement liée a la concentration
osmotique. Dans nos études, I'osmolalité a été mesurée avec un micro-osmometre
(Model 210, Fiske Associates, Norwood, Massachusetts, USA).

Selon les recommandations de la Ph. Eur. monographie 2.2.3[*14, |a mesure du
pH peut étre réalisée par deux moyens : le papier pH et le pH-Métre. Dans le cadre
d’'une étude de stabilité, la technique du papier pH n’est pas adaptée en raison de son
manque de sensibilité. Le suivi du pH a été effectué a I'aide d’'un pH-métre Hanna® Hl

223 (Hanna® Instrument, Michigan, USA) pour I'ensemble de nos études.

2.3.3.7. Essais de stérilité

La stérilité a été testée dans le respect des spécifications de la Ph. Eur. (monographie
2.6.177)) afin de vérifier que les solutions préparées étaient conformes au critére de

stérilité requis pour les préparations parentérales!’!,
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Pour le midazolam et la noradrénaline, la stérilité a été testée apres filtration
des échantillons. Les filtres de 0,45 pum en nitrate de cellulose (Sartorius Stedim
Biotech, Géttingen, Allemagne) ont été incubés dans un milieu liquide de thioglycolate
a +35°C et dans un milieu a I'nydrolysat de caséine et de soja a +22°C pendant 14
jours (Figure 16).

| - S \::.‘
“U / ~
y Placez chaque 1/2
membrane sur des milieux
\ \de culture différents

Filtrer la solution Coupez la ( \/
sur une membrane en e
membrane de deux

porosité 0,45 pm

: — © ©

Laissez incuber Lecture des boites de pétri
14 jours

Figure 16 - Technique de filtration sur membrane utilisée lors des essais de stérilité

(production originale, créée avec Biorender.com).

Pour la dobutamine et 'insuline, un milieu de Maeller Hinton (CM0405 OXOID,
Thermo Fisher Scientific, Basingstoke Hampshire, UK) incubé a +22 °C/+ 33°C a été
utilisé. Il a été validé selon les spécifications 2.6.1 de la Ph. Eur.[’]. Les échantillons
étaient filtrés sur des membranes composées d’un filtre en nitrate de cellulose a 0,45
pum (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Allemagne). Les membranes ont été

incubées dans le milieu de culture pendant 14 jours.

2.4.Résumé des études de stabilité sur le long terme présentées dans cette these.

Un résumé de chaque étude de stabilité menée dans le cadre de cette thése

est présenté ci-dessous, dans I'ordre chronologique de la conduite des études.
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2.4.1. L’étude de stabilité sur le long terme du midazolam a 1 mg/mL dans des
flacons de COC et des seringues en PP

2.4.1.1. Contexte et objectif

Le midazolam est une benzodiazépine couramment utilisée dans les unités de
soins intensifs pour contrbler la sédation. Il est prescrit en anesthésie préopératoire
pour son action sédative et hypnotique et administré par voie intraveineuse en bolus
ou en perfusion continue selon les pratiques des services. En France, les solutions
injectables de chlorhydrate de midazolam disponibles sont :

e Des flacons de 5 mL a une concentration de 1 mg/mL,

e Desflacons de 1, 3 ou 10 mL a une concentration de 5 mg/mL.
Ces présentations peuvent étre utilisées sans étape de dilution pour les bolus, en
revanche les perfusions continues de midazolam nécessitent une dilution des flacons
de 10 mL (5mg/mL) avec du chlorure de sodium (NaCl) a 0,9 %1081,

Avant la conduite de notre étude, il n'existait pas de données sur la stabilité des
préparations diluées de midazolam conservées dans des seringues en PP ou dans

des flacons de COC a 1 mg/mL.

L’objectif de cette premiére étude était d’évaluer la stabilité sur le long terme
d’une solution injectable de midazolam a 1 mg/mL diluée dans du NaCl 0,9% dans des
seringues en PP et des flacons de COC, et conservée pendant 365 jours a -201£5°C ;
+513°C et +25+2°C avec 60+5% d’humidité relative.

2.4.1.2. Résultats et conclusion

Une méthode indicatrice de stabilité CLHP-UV a été développée et validée en
conformité avec les référentiels en vigueurl66.109,

Les résultats de I'étude ont montré qu’une solution injectable de midazolam
diluée dans du NaCl 0,9% a la concentration de 1 mg/mL a partir d’'une solution
commerciale de 50 mg/10 mL de midazolam, était stable pendant 365 jours a -20°C et
+5°C dans des seringues en PP et dans des flacons en COC et pendant 90 jours a
température ambiante dans des seringues en PP et 180 jours a température ambiante

dans des flacons en COC. La stérilité a été conservée tout au long de I'étude.
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Ces résultats sont résumeés dans la Figure 17.

Stabilité sur le long terme du midazolam dilué a 1 mg/mL avec du NaCl 0,9%

Stabilit¢ ~ Particules  paryicyles H s fini Stable
NaCl 0,9% chimique V|S|blgs/ non visibles p Osmolarité  Stérilité pendant
coloration
e . ‘
P [ 180 jours V V 180 jours
| |
— +25°C+2°C
conservés a f ‘endroit
V V V V V V 365 jours
S +5°C+3°C
conserves FE!OU!I’IES
Flacons COC v V V V V V 365 jours
50 mL
-20°C5°C
Stabilité  Particules Particules H Osmolarité  Stérilité
chimique  visibles/ non visibles  © ! i Staé)le
NaCl 0,9% coloration pendant

90 jours V V V V V 90 jours

+25°C+2°C
& v Vv VvV Vv VvV Vv 365 jours
+5°C£3°C
Seringues PP
50 mL
v VvV VvV VvV VO s
-20°C+5°C

Figure 17 - Résultats de I'étude de stabilité physico-chimique et microbiologique du
midazolam dilué & 1 mg/mL avec du NaCl 0,9% dans des seringues en polypropyléne et
des flacons en copolymére oléofine cyclique conduite pendant 365 jours (production

originale, créée avec BioRender.com). Légende : COC, copolymeére oléofine cyclique ; PP,

polypropyléne.

Cette étude publiée dans I’American Journal of Hospital Pharmacist, est
présentée ci-apres (derniére version aprés correction des relecteurs et validation par

I'éditeur) 11151,
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ABSTRACT

Purpose.
Midazolam is a benzodiazepine derivative commonly used in intensive care units to control

sedation in patients. It requires a dilution step from a 5mg/mL commercial solution to a 1mg/mL
target concentration.

This study aimed to evaluate the stability of diluted ready-to-use 1mg/mL midazolam solutions
over 365 days. Two types of conditioning were tested: 50mL Aseptic Technologies -Closed®
Cyclic Olefin Copolymer vials and 50mL polypropylene syringes.

Methods.

A specific high-performance liquid chromatography coupled with UV detection stability-
indicating method was developed for midazolam hydrochloride and validated according to
selectivity, linearity, sensitivity, precision and accuracy. Three storage conditions were tested:
-20+5°C, +5+3°C and +25+2°C with 60+5% relative humidity. Half of the vials were stored
upside-down to test the absence of interaction between midazolam and the stopper. Particle
contamination, sterility and pH-monitoring were assessed.

Results.

Limit of stability was set at 90% of the initial concentration. After one year’s storage at -20°C
and +5°C, concentrations remained superior to 90% for all conditioning. At +25°C, stability
was maintained up to day 90 in syringes (92.71+1.43%) and day 180 in vials (respectively
92.12+0.15% and 91.57+0.15%). No degradation products were apparent, no variations in pH-
values were detected and containers retained their sterility and conformity with regard to any
specific contamination during the study.

Conclusion.

Midazolam solution at Img/mL is stable over a one-year period when stored at a refrigerated
(+5°C) or frozen (-20°C) temperature whatever the conditioning. At +25°C, stability time is
lower. The preparing of ready-to-use solutions by the hospital pharmacy is compatible with

clinical practise and could help to decrease risks inherent to diluting in care units.

Keywords: infusion, liquid chromatography, midazolam, stability-indicating method.
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INTRODUCTION

Midazolam is a benzodiazepine derivative commonly used in intensive care units (ICUs) to
control sedation. It is prescribed in preoperative anesthesia for its intensive sedative and
hypnotic action and administered intravenously in bolus or in continuous infusion depending
on routines adopted in ICUs. In France, injectable hydrochloride midazolam solutions are
available at 1 mg/mL packaged in 5 mL vials or 5 mg/mL in 1-, 3- or 10-mL vials. These
presentations can be used without any preparation step for bolus injection. When administered
in continuous infusion, a 1 mg/mL midazolam solution can be prepared by mixing 5 mL vials
or by diluting a 50mg/10mL commercialized hydrochloride midazolam solution with 0.9%
sodium chloride (NaCl) in 50 mL polypropylene (PP) syringes. The latter is cheaper and is
recommended in ICUs. Medication errors including the manual preparation of injectable
solutions are numerous. Multiple dilutions by nurses several times a day can result in dilution
errors, solvent errors, sterility disruption.** This may compromise care safety and lead to severe
adverse effects>’ especially in ICUs because of the weakness of critically ill patients.?°
Optional missions of French hospital pharmacies encompass the standardization of preparations
to remedy the lack of industrial products at the appropriate dosage. This would decrease risks
involved in the dilution step carried out by nurses in ICUs.

No data exist dealing with the stability of diluted midazolam preparations stored in PP-syringes
or in Cyclic Olefin Copolymer (COC)-vials at 1 mg/mL. Only some stability data for injectable
midazolam stored in PP-syringes are available for 2, 3 and 5 mg/mL concentrations.'®? Several
methods to analyze midazolam in biological samples have been developed®’.

This study aimed to evaluate the long-term stability of diluted ready-to-use 1 mg/mL

midazolam solutions for 365 days in two storage containers: PP-syringes and COC-vials.

MATERIAL AND METHODS

Products. Hydrochloride midazolam?® commercial solution was compounded with excipients
such as water for injection, NaCl, hydrochloric acid (HCI) or sodium hydroxide (NaOH) to
adjust the pH-value to 3.3. Ultra-pure water (UPW)P and sterile 0.9% NaCl solution® were used
to achieve clinical concentrations. Midazolam standard reference? used for the validation step
was of analytical grade. Diazepam® was chosen as internal standard (1S). 20 mM acetate buffer',
trichloroacetic acid? and acetonitrile" were used for mobile phase, absolute ethanol' was used

to dissolve midazolam and diazepam.
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Syringes used were 50 mL PP luer-lock syringes'; Vials used were 50mL-AT-Closed® vials®;?

they were made of COC for the body and thermo plastic elastomer for the stopper.

COC is characterized by high transparency and mechanical resistance. * AT-Closed® vials have
been designed to be sterile, clean, closed and ready-to-fill and meet the required criteria for
pharmaceutical primary containers. The filling process was conducted in the same way as by

Feutry et al. %

Solution preparations. Quality controls were prepared by dissolving midazolam
hydrochloride standard reference (10 mg) in 10 mL graduated flasks with absolute ethanol to
obtain 1 mg/mL primary stock solutions.

Degradation midazolam solution (10 pg/mL) was prepared from a 1:100 dilution of an aliquot
from the stock solution (1 mg/mL) with UPW and was submitted to high temperature.
Another degradation midazolam solution (40 pg/mL) was prepared by diluting with UPW and
then subjecting to variations in pH and oxidative conditions, respecting the French Society of
Clinical Pharmacy/Group of Evaluation and Research for protection in areas under control
(SFPC/GERPAC) guidelines.?

Calibration solutions were prepared by diluting stock solutions with UPW to obtain calibration
standards at 6, 8, 10, 12, and 14 pg/mL.

The concentration of diazepam was determined so that its peak was equivalent to that of mid-
range midazolam calibration (7.5 pg/mL).

Solutions used for stability tests were prepared at ambient temperature, by diluting commercial
midazolam solution with 0.9% NaCl to reach 1 mg/mL. 150 PP-syringes were filled manually
and 300 AT-Closed® vials (COC-vials) were automatically filled to the appropriate volume
using the M1 Filling Station' connected to a peristaltic pump™. Dilution of solutions with NaCl
(from 1 mg/mL to 10 pug/mL) was required to enable the dosage method.

150 AT-Closed® vials were stored upside-down to guarantee contact between the stopper and
the solution to determine the impact of the stopper on the stability of the preparation. The other
vials were stored upright.

According to the nature of the molecule and respecting SFPC/GERPAC and International
Council of Harmonization (ICH) Guidelines,?” three storage conditions were tested for each
container (syringes, upright vials and upside down vials) over 365 days: - 20°C + 5°C, + 5°C
+ 3°Cand + 25 °C £ 2°C with 60% * 5% relative humidity (RH). Each syringe or vial was used
for only one analysis.
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Chromatographic apparatus and conditions. Measures were made on an ultra-fast liquid
chromatographic (UFLC) system" coupled with a UV detector. The wavelength was optimized
between 220 and 254 nm*® and was finally set at 235 nm in order to obtain the best sensibility.
This system was equipped with a column® maintained at + 25°C. A mobile phase A/B 65:35
(v/v) with isocratic elution (0.2 mL/min) was used. The mobile phase consisted of [A] 20mM
acetate buffer/trichloroacetic acid, pH adjusted at 3.00 and [B] acetonitrile. An injection volume
of 5 pL was used for all analyses. Data acquisition, peak interpretation and calibration were

performed using ChemStation® software®.

Validation method. The calibration curves were established by plotting the peak area ratios of
the analytes to IS versus the concentration ratios of the analytes. An analysis of variance
(ANOVA) of the linear regression data was performed to assess the significance of the proposed
method (P-value <0.05). If the non-linearity ANOVA test was significant, especially because
of very low residual variance, the second degree polynomial test was applied. By verifying that
the coefficient of the second degree was no different from 0, the Student t-test showed that
linear adjustment was the adapted model. Intra-day precision and accuracy were assessed by
making triplicate analyses of the samples on five levels (6, 8, 10, 12, and 14 pg/mL), and inter-
day precision was evaluated by repeating the analyses on three consecutive days (n=9).
Precision was determined with the coefficient of variation. Trueness was expressed through the
recovery factor and accuracy, the sum of precision and trueness, was displayed as a graph,
called “accuracy profile”. Accuracy profile was computed with a data risk of 5% and acceptance

limits were fixed at + 10%.

Forced degradation study. The specificity of the stability-indicating method was assessed by
comparing the chromatograms of midazolam and diazepam quality control solutions with those
obtained from forced degradation samples. Degradation of the molecule was provoked by
submitting it to extreme conditions to obtain about 20% degradation?:
- Dilution in HCI% 0.1N for 10 mins at ambient temperature, then neutralization with
NaOH" 0.1N.
- Dilution in NaOH 0.1N for 10 mins at ambient temperature, then neutralization with
HCI 0.1N.
- Dilution in 2.25% H»0- solution® for 90 mins at ambient temperature,

- Storage in a heated chamber at + 90°C, for 24 hours',
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To guarantee the selectivity of the study, it was expected that the peaks of degradation products
would have different retention times compared to those of midazolam and diazepam.
Stability profiles were drawn with GraphPad Prism 6 software".

Operating conditions for the stability study. Stability was controlled following
SFPC/GERPAC recommendations?®® and ICH guidelines.?’ Midazolam stability was
determined on days 0, 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21, 28, 60, 90, 180, 270 and 365. At each time point,
macroscopic observations were made and midazolam concentration was measured in three vials
stored upright, in three vials stored upside down and in three syringes with high-performance
liquid chromatography (HPLC) coupled with UV detection. Concentrations were expressed as
percentages of the initial concentration prepared in the vials (Ct/Co, %). Midazolam
hydrochloride was assumed to be stable if the concentration was > 90% of the initial
concentration as no degradation product of midazolam is known to be toxic.

Sterility and particulate contamination were tested at the beginning and end of the stability
study?® according to the specifications of the European Pharmacopeia (EP) (sterility monograph
2.6%8 and particulate contamination: sub-visible particles monograph 2.9.19%°) to ensure that the
prepared solutions complied with the quality parameters required for parenteral preparations.*
Sterility was tested after membrane filtration of the samples. The filters were then incubated
in a fluid thioglycolate medium at + 35°C and soya-bean digest casean medium for 14 days at
+ 22°C. Preparations (volume < 100mL) comply with the particulate contamination test (EP
criteria) if the number of particles measured does not exceed 6,000 particles of sizes > 10
Mm/container and 600 particles of sizes > 25 pm/container.

pH monitoring was assessed with a pH-meter™ for each time point. A non-parametric Kruskal—
Wallis (0=0.05) U-test was used to compare pH results for the three groups (upright vials,

upside-down vials and syringes).

RESULTS

Validation assay and accelerated degradation. The retention time for midazolam and
diazepam were 2.4 and 4.9 mins respectively (Figure 1A). The symmetry peak factor was
acceptable according to EP criteria (Symmetry factor = 1.2, reference standards = [0.8-1.5]).%"
The representative chromatograms of the degradation products are shown in Figure 1(B-E). A
degradation product was eluted at 1.20 (x 0.02, n=9) mins in both acid and basic conditions and

was therefore considered as a unique compound. Oxidative degradation led to the formation of
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two different degradation products, eluted respectively at 1.00 (x0.00, n=2) and 1.20 mins
(x0.01, n=6). The one eluted at 1.20 mins had the same retention time as the degradation product
identified in the acid-based degradation assay and was considered as the same compound, called
degradation product A. The one eluted at 1.0 min was called degradation product B. No
degradation product appeared to be formed under heating conditions (+ 90°C, 24 hours). The
method was shown to be highly selective and without interference between the molecule (10
pg/mL) which was eluted at 2.4 (+0.06, n=16) mins and the degradation product or the IS (7.5

pg/mL) whose retention time was 4.9 mins.

Calibration results pointed out variance homogeneity (Cochran’s test Cexp =0.4426 < C(s0;5:8) =
0.4564) for midazolam. ANOVA demonstrated an excellent correlation between the ratio of
peaks and concentrations (Fexp=4.29 > F(se;3;36)=2.87) but showed nonlinearity (Fexp=1507.16 >
F(so:1:355=4.29). With the second-degree polynomial test, it is clear that the coefficient of the
second degree is not significantly different from 0 (texp=1.37< t(5%,42) =2.01).

Concerning the qualification data for the HPLC-UV detection assay, performed within the
range 6-14 pg/mL, the correlation coefficient was 0.984 with a slope of 0.126 + 0.003, an
intercept of 0.040 £ 0.042, a limit of detection of 1.11 pg/mL and a limit of quantification of
1.21 pg/mL.

Accuracy profiles were validated at 95% with an acceptance limit of + 10%. Precision results

are presented in Table 1.

Table 1. Relative error, inter-day precision and total error for each calibration point.

Co?ﬁ;?ﬂﬁ;'m Relative bias (%) Interda(;gz)recmon Total error (%)
6 -2.05 6.33 8.38
8 1.97 5.59 7.56
10 -2.63 4.68 7.32
12 4.53 4.69 9.22
14 -2.26 3.33 5.59

Trueness is represented by total error. The maximal total error obtained was 9.22% on the

dosage range.
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Our results testify that the linear adjustment method is reliable and adequate for the assessment

of physicochemical midazolam stability based on selectivity, linearity, sensitivity, precision,

and accuracy.

Physicochemical stability of midazolam in syringes, upright and upside-down vials. Results of

the measured concentrations at the three storage conditions -20+5°C; +5+£3°C and +25+2°C

with 60+5%RH are presented on Figure 2 and summarized in supplementary Tables 2, 3, 4

respectively.

Table 2. Chemical stability results obtained for a 1 mg/mL midazolam solution stored in

syringes, upright and upside-down vials at - 20°C + 5°C for 365 days. (mean £ SD, n= 3)

Syringes Upright vials Upside down vials
Days Concentration SD (%) Concentration SD (%) Concentration SD (%)
(Ct/CO0, %) (Ct/CO0, %) (Ct/CO0, %)
0 100.00 0.00 100.00 0.00 100.00 0.00
1 101.75 0.26 100.00 0.37 99.89 0.00
2 102.10 1.90 99.08 0.41 100.83 1.74
3 101.33 0.27 101.17 2.00 101.36 14
4 100.88 0.55 101.32 0.82 101.32 0.82
7 99.96 1.23 101.40 1.63 100.66 1.84
14 99.86 0.95 99.46 1.05 99.57 0.57
21 99.92 1.00 98.70 0.67 99.84 0.42
28 99.42 0.91 99.63 0.61 99.80 0.63
60 99.83 1.28 99.76 0.33 100.75 142
90 99.80 0.17 100.22 0.23 99.80 0.29
180 99.90 1.01 99.75 0.50 99.42 0.17
270 99.48 0.98 99.21 0.78 99.25 0.52
365 99.29 0.85 99.19 0.79 99.01 0.57
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Table 3. Chemical stability results obtained for a 1 mg/mL midazolam solution stored in

syringes, upright and upside-down vials at +5+3°C for 365 days. (mean + SD, n= 3)

Syringes Upright vials Upside down vials
Days Concentration SD (%) Concentration SD (%) Concentration SD (%)
(Ct/CO0, %) (Ct/CO0, %) (Ct/CO0, %)
0 100.00 0.00 100.00 0.00 100.00 0.00
1 98.74 0.05 100.28 0.25 102.44 0.15
2 100.83 2.23 102.82 2.72 101.85 2.21
3 100.52 1.82 100.40 1.22 102.51 1.64
4 100.79 214 100.40 1.22 102.99 2.36
7 98.64 2.20 102.33 3.38 102.72 1.60
14 101.54 0.59 101.30 1.36 102.23 1.28
21 101.25 0.60 101.19 1.18 100.43 0.44
28 101.06 1.98 98.90 0.40 99.20 0.77
60 100.30 1.96 99.65 0.37 99.72 1.04
90 100.71 0.20 100.75 1.10 99.91 0.37
180 100.81 1.92 98.51 2.04 100.08 0.27
270 98.42 0.12 98.79 2.25 98.45 0.21
365 97.89 0.51 97.95 1.25 98.01 0.54
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Table 4. Chemical stability results obtained for a 1 mg/mL midazolam solution stored in

syringes, upright and upside-down vials at +25+2°C with 60+5% relative humidity during 365

days. (mean = SD, n= 3)

Syringes Upright vials Upside down vials
Days Concentration SD (%) Concentration SD (%) Concentration SD (%)
(Ct/CO, %) (CUCO, %) (Ct/CO, %)
0 100.00 0.00 100.00 0.00 100.00 0.00
1 101.51 1.65 99.89 0.37 100.64 0.19
2 101.17 1.60 101.05 1.86 100.34 0.14
3 101.79 1.19 101.07 1.29 99.84 1.01
4 101.79 0.71 101.99 2.28 99.78 2.23
7 100.69 2.09 101.57 1.40 98.74 1.06
14 102.71 1.45 100.43 0.55 98.76 1.50
21 98.90 2.84 100.35 0.64 98.85 0.63
28 98.24 0.26 98.49 0.59 98.30 0.53
60 96.86 2.83 98.65 0.70 97.84 1.15
90 92.71 143 98.76 0.53 97.90 0.44
120 89.11 2.84 97.89 0.35 95.24 0.97
150 88.64 4.73 94.38 0.14 93.27 0.28
180 87.25 0.61 92.12 0.15 91.57 0.15
210 85.99 1.81 90.07 0.11 89.48 0.18
240 82.78 0.40 84.78 0.16 85.33 0.21
270 79.24 0.48 81.72 291 82.69 0.57
330 76.25 0.34 79.15 1.12 79.12 0.75
365 74.48 0.84 78.51 0.59 77.01 0.79

Freshly prepared solutions were clear, without any visible particle and with an initial pH value

of 3.40 £ 0.02 (mean £ SD, n= 3). Before storage (day 0), the number of particles of sizes > 10

pm/container was 4.7 = 0.6 and 67.7 + 11.6 respectively for syringes and vials while the number

of particles of sizes >25 um was 0.0 + 0.0/syringe and 0.3 + 0.6/vial.

Throughout the stability study, no color modification, precipitation or visible particle appeared.

At - 20°C and + 5°C, the midazolam solution remained stable until the end of the study. The

concentrations of midazolam solutions after one year were 99.29 + 0.85%, 99.19 + 0.79% when
stored at - 20°C and 99.01 + 0.57% and 97.89 + 0.51%, 97.95 + 1.25% and 98.01 + 0.54% when
stored at + 5°C respectively for syringes, upright vials and upside-down vials. Results showed

that, when stored in a controlled atmosphere (+ 25°C/60% RH), stability was maintained up to
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day 90 in syringes (92.71 + 1.43%) and day 180 in upright and upside-down vials (respectively
92.12 + 0.15% et 91.57 + 0.15%).

On day 365, the number of particles per container > 10 um was 110 + 42, 43 £ 15, 43 + 13 and
the number of particles > 25 um was 19 + 13, 14 £ 10, 8 + 3 respectively for syringes, upright
vials and upside-down vials, when stored at - 20°C. When stored at + 5°C, the number of
particles counted on day 365 > 10 um was 50 = 13, 39 + 8, 46 + 9 and the number of particles
>25umwas 11+6,3+£3,4+£5.

Finally, when stored at + 25°C/60% RH, the number of particles counted at the deadline for
stability was 18 + 9, 24 + 7, 11 + 7 for particles > 10 um and 3 = 3, 0 + 0, 2 & 4 for particles >
25um.

Every vial and syringe retained their sterility until the deadline for physicochemical stability.
After 365 days, pH was 3.45 + 0.01, 3.43 £ 0.01, 3.44 £ 0.02 at - 20°C and 3.52 £ 0.01, 3.52 +
0.01, 3.49 + 0.02 at + 25°C/60%RH respectively in syringes, upright and upside-down vials.
Finally, pH was 3.45 £ 0.01 in every container after 365 days at + 5°C. The pH values were not
significantly modified from their initial ones [in all comparative conditions, p > 0.1, n=3] during

our stability-indicating HPLC-UV assay.

DISCUSSION

A stability-indicating HPLC-UV method to determine the chemical stability of injectable
hydrochloride midazolam solutions has been developed and validated. The results of the study
indicate that a midazolam solution of 1 mg/mL prepared by diluting 50 mg/10mL commercial
midazolam in 0.9% NacCl is stable for 365 days at -20°C and +5°C when stored either in PP-
syringes or in COC-vials and, at +25°C/60% RH, for 90 days in PP-syringes and 180 days in
COC-vials.

This is the first study to evaluate the stability of 1 mg/mL ready-to-use midazolam solutions in
COC-vials and in PP-syringes.

The storage of a frozen 1 mg/mL, ready-to-use, injectable midazolam solution has not yet been
assessed and reported. Even though maximum stability should theoretically be achieved
through freezing, the problem of defrosting conditions remains, 4 hours at room temperature in

our study. Several studies have validated the use of microwaves for defrosting.32-34
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At +5°C, midazolam remained stable for 365 days in both containers, whatever the vial position
(upright or upside down). Several studies have already evaluated the stability of midazolam in
similar storage conditions, diluted with 0.9% NaCl and packaged in PP-syringes, with a higher
concentration and on a shorter period.'° Similar storage conditions have already been tested?!??,
but with polychloride vinyl bags as containers with stability maintained up to 30 days. A
stability assay on 1 mg/mL midazolam stored at +5°C in polyolefin bags showed similar
results.?

In literature,*%! stability was maintained for 10 days for 2 mg/mL solutions, 7 days for 3
mg/mL solutions and for 36 days when stored undiluted at 5 mg/mL at room temperature in PP-
syringes.'? None of these studies pursued analyses beyond the end-date originally envisaged.
Long duration is therefore one of the strong points of this study.

The originality of our study lies in the use of AT-Closed® vials, commercial vials designed to
be ready-to-fill and meeting the requirement criteria for pharmaceutical primary containers
(United States Pharmacopeia (USP): USP 87—in vitro toxicity on cells for both vial body and
stopper, USP 88 — in vivo toxicity for both vial body and stopper, USP 661—Physicochemical
tests for the vial body; EP 3.1.3—polyolefin chemical test for the vial body, EP 3.2.9-chemical
and mechanical tests for the stopper). Our results attest to midazolam stability duration being
greater in COC AT-Closed® vials than in PP-syringes at room temperature (180 days versus 90
days). Our results suggest that contact with the stopper does not have any impact on the stability
of a 1 mg/mL hydrochloride midazolam solution, since results were similar whatever the
storage position of the vials. These results comply with the declared properties of AT-Closed®
vials?3-2® and contribute to favoring the use of COC-vials in hospital pharmacy practice.

The UFLC system providing high speed and selectivity in fast gradient enabled us to perform
fast LC analyses appropriate for routine use. No stability-indicating HPLC-UV assays for
midazolam detection and quantification reported in literature?®3-3" used an ultra-fast HPLC

system to optimize the duration of analysis.

A unique compound was formed via the degradation of midazolam in acido-basic conditions.
This is consistent with a previous study!® Bianchi et al® previously noted that, in acid
conditions (pH neighboring 3.40), the closure of the aromatic cycle decreased, the chemical
structure was more hydrophilic and soluble and the risk of interaction with the polymer was
minimized.® The structure of this degradation product is a benzophenone open ring, first

detected by Andersin et al.*®
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It is believed that the closed-ring form of benzodiazepines is the only pharmacologically active
form. However, no published study support any possible toxicity of the open-ring form.*

Neutralization of the basic medium by HCI during the degradation study could be responsible
for the formation of this product as its formation is described mainly in acid conditions in

literature3%42

and as the authors who described the formation of an open-ring degradation
product under basic conditions, also neutralized their degradation samples.*®
Degradation products obtained in oxidative conditions are consistent with the results of Feng et

al 19

A degradation product was detected from day 90 in PP-syringes and day 180 in AT-Closed®
vials 180 when stored at +25°C/60% RH and was eluted at 1.22 and at 1.16 mins respectively.
According to elution time, it was identified as the open-ring hydrolytic product of midazolam.
Higher pH-values were noted when stored at ambient temperature with values reaching 3.53 +
0.01 in PP-syringes and 3.51 + 0.01 in COC-vials at ambient temperature while they did not
exceed 3.48 £ 0.01 when stored either frozen or at +5°C. This suggest that an insignificant
modification in pH-value might induce the hydrolysis of the closed-ring form.

An inter-laboratory assay would be a worthwhile follow-up to assess the reproductibility of our
method.

The use of COC-vials confers many advantages. It is an innovating process for hospital
pharmacies and requires technological equipment, good manufacturing processes and a time-
demanding organization. During the study period, we didn’t encounter a loss of stability when
midazolam was stored at +5°C and -20°C whatever the container. So, we never determined a
beyond use date for these two storage conditions. However, analyses were not pursued beyond

the date initially planned for the study as a 365-day period is adapted to our routine use.

CONCLUSION

A 1 mg/mL injectable midazolam solution has been shown to be stable for at least one year
when stored at - 20°C and + 5°C in PP-syringes or in COC-vials. When stored at room
temperature, it is stable for 90 days in PP-syringes and 180 days in COC-vials. Thanks to this
long-term stability, the preparing of ready-to-use solutions by the hospital pharmacy is
compatible with routine practice and should help to decrease the risks involved in multiple

dilutions in ICUs.
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FOOTNOTES

a Hydrochloride midazolam injection (50mg/10mL), Mylan, Paris, France, lot F30631.

b Ultra-pure water, ELGA LabWater, Antony, France.

c Sterile 0.9% NacCl solution (Viaflo), Baxter, Maurepas, France, lot 16F28G60.

d Midazolam standard reference, Sigma Aldrich Chimie, Saint Quentin Fallavier, France, lot
001WAA4.

e Diazepam, Cooper, Melun, France, lot 11120133A.

f Sodium acetate trihydrate, Merck, Fontenay-sous-Bois, France.

g Trichloroacetic acid, Merck, Fontenay-sous-Bois, France.

h Acetonitrile HiPerSolv Chromanorm, Fontenay-sous-Bois, France.

i Absolute ethanol, VWR International, Fontenay-sous-Bois, France.

j 50 mL polypropylene luer-lock syringes, Plastipak™, ref: 300865, Becton Dickinson, Le Pont
de Claix, France.

k 50mL-AT-Closed® vials, Aseptic Technologies, Gembloux, Belgium.

I M1 Filling Station, Aseptic Technologies, Gembloux, Belgium.

m Peristaltic pump, Flexicon Pump PF6, Watson Marlow, La Queue Lez Yvelines, France.

n Ultra-fast liquid chromatographic system, Agilent 1290 Infinity LC, Les Ulis, France.

o Kinetex® Biphenyl (100 A, 50*2.1 mm), Phenomenex, Le Pecq, France.

p ChemStation® software, OpenLab CDS, version 01.05, Agilent, Les Ulis, France.

g Hydrochloric acid 37%, Mercl KGaA, Darmstadt, Germany

r Hydroxide sodium, Cooper, Melun Cedex, France.

s Hydrogen peroxide 10 vol., Laboratoire Gilbert, Hérouville Saint-Clair, France.

t Heated chamber, Binder ED 115, Tuttlingen, Germany.

u GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA.

v Membrane filtration, 0.45mm cellulose nitrate filter, Sartorius Stedim Biotech, Géttingen,
Germany.

w Hanna HI 223 pH Meter, Hanna Instrument, Michigan, USA.
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KEY POINTS

The stability of ready-to-use 1mg/mL midazolam saline solution depends on the storage

temperature and the type of containers.

The beyond-use-date of midazolam compounded in PP-syringes (90 days) is shorter than in
COC-AT Closed® vials (180 days) when stored at ambient temperature.

The stability of ready-to-use 1mg/mL midazolam saline solution was maintained in PP-syringes
and in COC-AT Closed® vials stored at -20°C and +5°C for 365 days.
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Figure 1.

Chromatograms of the degradation products

. mAU indicates milliabsorbance units.
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Figure 2. Measured midazolam concentrations under the 3 storage conditions.
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2.4.2. L’étude de stabilité sur le long terme de la noradrénaline a 0,2 et 0,5
mg/mL dans des flacons de COC et des seringues en PP.

2.4.2.1. Contexte et objectif

La noradrénaline est un vasopresseur administré pour traiter I'nypotension et

les chocs vasoplégiques dans les unités de soins intensifs et de réanimation.
En France, les spécialités commerciales injectables contenant de la noradrénaline
bitartrate disponibles sont :

e Des flacons de 50 mL a une concentration de 0,5 et 1 mg/mL

e Des flacons de 4 ou 8 mL a une concentration de 2 mg/mL.
Les monographies des produits recommandent de diluer les solutions a 0,5, 1 et 2
mg/ml avec du G5% ou du NaCl 0,9%!197],

La stabilité de la noradrénaline diluée dans du NaCl 0,9% ou du G5% aux
concentrations de 0,2 mg/mL et 0,5 mg/mL et stockées dans des seringues en PP ou

des flacons en COC n'avait jamais été évaluée avant notre étude.

L’objectif de cette deuxiéme étude était d’évaluer la stabilité sur le long terme
de solutions injectables de noradrénaline a 0,2 et 0,5 mg/mL prétes a 'emploi diluées
dans du NaCl 0,9% ou du G5% dans des seringues en PP et des flacons de COC et
conservées pendant 365 jours a -201£5°C; +5+3°C et +25+2°C avec 60+5% d’humidité

relative.
2.4.2.2. Résultats et conclusion

Une méthode indicatrice de stabilité CLHP-UV a été développée et validée en
conformité avec les référentiels en vigueurl®6:1091,

Les résultats ont montré que la stabilité chimique est maintenue pendant la période
d'étude de 365 jours pour les solutions de noradrénaline a 0,2 mg/mL et les solutions
de noradrénaline a 0,5 mg/mL quel que soit le contenant lorsque la température de
stockage était de -20°C+5°C et de +5+3°C.

Une perte de stabilité physico-chimique a été observée avant la fin de I'’étude pour les

autres conditions testées, se traduisant par une diminution de la concentration de
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noradrénaline en solution ou I'apparition d’'une coloration visible a I'ceil nu, observée
notamment pour les flacons et seringues conservés a la température ambiante de
+25°C.

Les résultats de cette étude sont résumés dans les Figures 18 et 19.
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Stabilité sur le long terme de la noradrénaline diluée a 0,2 mg/mL avec du NaCl 0,9%
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Figure 18 - Résultats de I'étude de stabilité physico-chimique et microbiologique de la
noradrénaline diluée a 0,2 mg/mL avec du NaCl 0,9% dans des seringues en
polypropyléne et des flacons en copolymere oléofine cyclique conduite pendant 365
jours (production originale, créée avec BioRender.com). Légende : COC, copolymére

oléofine cyclique, PP, polypropyléne.
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Stabilité sur le long-terme de la noradrénaline diluée a 0,5 mg/mL avec du NaCl 0,9%
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Figure 19 - Résultats de I'étude de stabilité physico-chimique et microbiologique de la
noradrénaline diluée a 0,5 mg/mL avec du NaCl 0,9% dans des seringues en
polypropyléne et des flacons en copolymeére oléofine cyclique conduite pendant 365
jours (production originale, créée avec BioRender.com). Légende : COC, copolymére
oléofine cyclique, PP, polypropylene.

Cette étude publiée dans I'European Journal of Hospital Pharmacy, est présentée ci-aprés (derniere

version aprés correction des relecteurs et validation par I’éditeur)!¢.,
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Abstract

OBJECTIVES

Norepinephrine is a vasopressor frequently administered after dilution to treat hypotension and
shocks in intensive care units. The stability of norepinephrine is known to be highly sensitive
to storage conditions. Moreover, medication errors linked to the dilution step are frequent and
may be deleterious for critically-ill patients especially in intensive care units. This study aimed
to evaluate the stability of ready-to-use diluted norepinephrine solutions prepared at two target
concentrations (0.2 and 0.5 mg/mL), according to the summary of product characteristics and
stored for 365 days in two containers: AT-Closed® Cyclic-Olefin-Copolymer vials and

polypropylene syringes.
METHODS

A fast reversed-phase liquid chromatography method coupled with a UV detector was
developed to assess the chemical stability of norepinephrine solutions. Validation was
conducted according to the linearity of the calibration ranges, selectivity, sensitivity, accuracy
and precision. Dosage, sub-visible particle contamination, pH-monitoring and sterility assays
were performed. Chemical stability was maintained if the measured concentration respected the
lower limit of 90% of the initial concentration. Containers were stored at -20£5°C, +5+3°C and

+25+2°C with 60+5% relative humidity in a dark closed enclosure.
RESULTS

Stability was successfully maintained for every concentration and container tested when stored
at -20£5°C and +5+3°C. In these storage conditions, particle contamination, pH-monitoring and
sterility assay respected the required criteria. Chemical degradation and colouring of solutions
appeared before the end of the one-year study period for most norepinephrine solutions stored

at room temperature.
CONCLUSIONS

Ready-to-use solutions containing 0.2 and 0.5 mg/mL norepinephrine in polypropylene-
syringes or Cyclic-Olefin-Copolymer-vials must be stored at refrigerated or frozen
temperatures to obtain acceptable one-year shelf-stability. Exposure to higher temperatures

significantly decreases shelf-stability. Our study protocol for compounding polypropylene-
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syringes and Cyclic-Olefin-Copolymer-vials containing norepinephrine is adapted to

implementation in centralised intravenous additive services.

Keywords: drug stability, intensive and critical care, intravenous administration, shelf life,

validation analytical procedure.

KEY MESSAGES

« What is already known on this subject

Medication errors linked to the dilution step are frequent and may be deleterious for critically-

ill patients especially in intensive care units.
The stability of NE is known to be highly sensitive to storage conditions.
Compounding in a hospital pharmacy avoids the dilution step in the ward by providing safe
ready-to-use solutions.
e What this study adds

The storage of ready-to-use solutions containing 0.2 and 0.5 mg/mL NE in PP-syringes or COC-
vials, at refrigerated (+5+3°C) or frozen temperatures (-20+5°C), in the dark, offers acceptable

one-year shelf-stability.

Storage of ready-to-use solutions at higher temperatures (+25+2°C) significantly decreases the
stability of NE solutions by up to 2 months when compounded in PP-syringes or 3 months in
COC-vials.

COC-vials offer longer stability than PP-syringes for the storage of NE solutions.
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Main text

INTRODUCTION

Norepinephrine (NE) is a vasopressor frequently administered to treat hypotension and shocks
in intensive care units (ICUs).[1] In France, injectable bitartrate NE solutions are available at
0.5 and 1 mg/mL packaged in 50 mL vials and 2 mg/mL in 4 or 8 mL vials. The product
monographs recommend diluting 0.5, 1 and 2 mg/mL solutions with 5% dextrose (D5W) or
0.9% sodium chloride (normal saline solution, NS). Medication errors linked to the dilution
step are frequent and may be deleterious, especially for critically-ill patients in intensive care
units.[2-5] Compounding in hospital pharmacies provides qualitative injectable solutions and
avoids the dilution step in the ward.[6] The stability of NE is known to be highly sensitive to
storage conditions[7] and the 365-day stability of 0.2 mg/mL and 0.5 mg/mL solutions of NE
diluted in NS and stored in polypropylene (PP)-syringes or Cyclic Olefin Copolymer (COC)-

vials has never been assessed before.[8-17]

The objective of this study was to evaluate the stability of two concentrations (0.2 mg/mL, 0.5
mg/mL) of NE diluted in NS and stored for 365 days at frozen (-20+5°C), refrigerated (+5+3°C)
or room temperatures (+25+2°C) in two ready-to-use storage containers: PP-syringes and COC-

vials.
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METHODS

Products. NE standard reference used for the validation step was prepared based on the NE
commercial solution (Noradrenaline Mylan 2mg/mL sans sulfites, Mylan, Paris, France).
Phosphate buffer 20 mM, prepared with mono-potassium phosphate (Cooper, Melun, France)
diluted in ultra-pure water (ELGA LabWater, Antony, France), 85% orthophosphoric acid and
acetonitrile (VWR International, Fontenay-sous-Bois, France) were used for the mobile phase.
Containers for the study were 20 and 50 mL PP syringes (Plastipak™, Becton Dickinson, Le
Pont-de-Claix, France) and 20 and 50 mL-AT-Closed® vials (Aseptic Technologies, Gembloux,
Belgium).

Containers. The AT-Closed® vials were designed to provide users with clean, hermetically
closed, sterile, ready-to-fill and ready-to-use containers. Their body was made of COC and the
stopper of thermoplastic elastomer. Mechanical resistance and high transparency are the two
main characteristics of COC. The fully automated vial manufacturing process[18] ensures
aseptic conditions and meets the required criteria defined for pharmaceutical primary containers
in the United States Pharmacopeia (USP) : USP 87—in vitro toxicity on cells for both vial body
and stopper, USP 88 — in vivo toxicity for both vial body and stopper, USP 661-

Physicochemical tests for the vial body.
Standard solutions

Two calibration curves were made in triplicate using five levels of standards (Curve A: 0.12,
0.16, 0.20, 0.24, 0.28 mg/mL ; Curve B: 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 mg/mL) based on the NE
commercial solution (2 mg/mL) diluted in NS. Standards were injected into the system without

dilution.
Solution preparations

Both concentrations were tested in different containers. The stability of 0.2 mg/mL NE
solutions was tested in 20 mL and 50 mL containers: 150 syringes and 300 COC-vials of each
volume. The stability of 0.5 mg/mL NE solutions was only tested in 50 mL containers: 150
syringes and 300 COC-vials. The PP-syringes were filled manually by two pharmacists. Stock
solutions were prepared by diluting the commercial solution in NS plastic containers (Viaflo,
Baxter, France), following the removal of excess NS solution. A needle-free medical device for

administration (PCHIMX, Doran International, France) was used to fill the PP-syringes.
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The COC-vials were filled through an M1 Filling Station (Aseptic Technologies, Gembloux,
Belgium) connected to a peristaltic pump (Flexicon Pump PF6, Watson Marlow, La Queue Lez
Yvelines, France).[19]

Storage conditions

Half of the COC-vials were stored upright and the other half upside-down. The objective of
upside-down storage was to evaluate the effect of the stopper on the stability of the preparation

by ensuring contact between the NE solution and the stopper throughout the study period.

All PP-syringes and COC-vials were stored in the dark, in hermetically closed enclosures at -
20°C £ 5°C, + 5°C £ 3°C and + 25 °C % 2°C with 60% = 5% relative humidity (RH). Frozen
sample were defrosted for 4 hours at room temperature just before chromatographic analysis.
Each vial and each syringe was used once for analysis without dilution.

Chromatographic apparatus and conditions.

A reversed-phase fast liquid chromatography (FLC) system (Agilent® 1260 Infinity LC, Les
Ulis, France) equipped with an Apollo C18 Alltech® column (5 um, 250 mm x 4.6 mm, Grace,
Epernon, France) maintained at +25°C coupled with a UV detector (1260 MWD
DEAAZ00942) was used to measure NE concentrations. The wavelength was set at 279 nm [9].
Injection volume was 5 pL for all analyses. A mobile phase A/B 97/3 (v:v) with isocratic elution
was used consisting of [A] 20 mM phosphate buffer/ orthophosphoric acid, pH adjusted at 2.5
and [B] acetonitrile. The flow-rate was fixed at 1 mL/min. ChemStation® software (OpenLab
CDS, version 01.05) piloted the system.

Forced degradation study. Conditions to obtain about 20% of the initial amount of NE were:

- Acidic: Hydrochloric acid 1N, (VWR International) at room temperature for 30 minutes,
then neutralisation with NaOH 0.01N (VWR International).

- Basic: NaOH 0.01N at room temperature for 30 minutes, then neutralisation with HCI
0.1N.

- Heat: storage in a heated chamber (Binder® ED 115, Tuttlingen, Germany) at +70°C for
three days.

- Oxidative: H202 at 30% (Gilbert®, Hérouville Saint-Clair, France) for one day.

- Light: exposure to UV-light (Mineralight Lamp UVSL-25, 24 watts, Ultra-violet prod-

ucts Inc, San Gabriel, California) for two days.
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Once the forced degradation study was over, the degradation solutions were diluted with the
mobile phase to a 0.5 mg/mL concentration before injection into the HPLC. The chromatogram
of NE commercial solutions was compared with those obtained from the forced degradation

solutions.
Dye ingress test.

A methylene blue (MB) test was performed in triplicate to assess the hermetic seal of each
container filled with 50mL NS and stored at the three temperatures. After 365 days of storage,
each container was submerged for two minutes in a bath of 1g/L MB solution at ambient
temperature and atmospheric pressure. The examination of colouring was performed with

unaided eye.

Operating conditions for the stability study. The stability-control process was conducted
respecting International Council of Harmonisation (ICH-Q1A) guidelines [20] and
SFPC/GERPAC recommendations.[21]

The stability of 0.2 and 0.5 mg/mL NE solutions was assessed at 14 time points (days 0, 1, 2,
3,4,7,14, 21, 28, 60, 90, 180, 270, 365) by visual inspection, by measuring NE concentration
and by pH monitoring. The particulate contamination test and sterility assay were performed at
the beginning and end of the stability study.

The visual inspection analysis included colouring, transparency of the solution and formation
of visible particles. Chemical stability was assumed to be maintained if no toxic degradation
product was formed and if the measured concentrations were > 90% of the initial concentration
and with no colour change.[21]

pH-values were measured in triplicate with a Hanna® HI 223 pH-meter (Hanna® Instrument,
Michigan, USA) for all conditions.

The non-visible particulate contamination assay was performed using a light obscuration
spectrometer, (APSS-2000, Particle Measuring System, Dourdan, France). The acceptance
thresholds were fixed at 6,000 for particles of sizes > 10 pm/container and 600 for particles of
sizes > 25 um/container.[22] To conduct the sterility test, samples were filtered using
membranes with a 0.45 pm cellulose nitrate filter (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
Germany), which were incubated at + 35°C in a fluid thioglycollate medium and at + 22°C in

a soya-bean digest casein medium for 14 days.[23]
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Statistical tests

For the calibration curves, we plotted the peak area obtained for the calibration solutions of NE
versus the concentrations of NE contained in those solutions. The linearity of our method was
assessed through a Cochran test with non-significant results followed by an analysis of variance
(ANOVA).

Intra-day precision was assessed by analysing in triplicate samples prepared on the five
concentration levels for the two calibration ranges ; inter-day precision by repeating the same
analyses of the same samples on three consecutive days. The recovery factor was used to
calculate accuracy and the coefficient of variation to evaluate the precision of the stability-

indicating method. Total error was calculated as the sum of relative bias and inter-day precision.

The pH values obtained from storage in the three different containers were compared at Day 0
(n=3) and Day 365 (n=3) over the 27 different conditions (R software, version 3.6.1) using a
non-parametric Wilcoxon test (0=0.05).

RESULTS

Dye ingress test. According to the results (Supplementary data table 1), the seal of each

container was assumed to be hermetic.

Forced degradation study. The representative chromatograms of the commercial 2 mg/mL
NE solution diluted in NS at 0.5 mg/mL and those obtained from the degradation study are
presented in Figure 1. NE was eluted at 3.2 £ 0.0 minutes with a symmetry peak factor
respecting European Pharmacopeia (EP) criteria (Symmetry factor = 1.16, reference standards
= [0.8-1.5]). Degradation under basic conditions led to the formation of a product eluted at 2.6
minutes while degradation under acid conditions yielded three products eluted at 3.6, 4.0 and
4.4 minutes. Dilution with H202 30% led to the formation of two degradation products eluted
at 4.1 and 6.6 minutes. Exposure to heat resulted in the formation of two degradation products
(4.0 and 4.7 minutes). Exposure to UV-light revealed no degradation products. There was no
interference between peaks of the NE and those of the degradation product.

Validation assay for both 0.2 and 0.5 mg/mL NE solutions. Validation data for the two

calibration ranges is summarised in Table 1.
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Table 1. Validation parameters for the two calibration ranges.

Parameters Value
NE Concentration target (mg/mL) 0.2 0.5
Range (mg/mL) 0.12-0.28 0.30-0.70
Cochran test

e Experimental value (¢=5%5;9) | 0.32 0.38

e Theoretical value 0.4387 0.4387
Correlation test (ANOVA)

e Experimental value (¢=5%;1;36) | 5993 32504

e Theoretical value 411 411
Non-linearity test (ANOVA)

e Experimental value (a¢=5%;3;36) | 0.52 2.36

e Theoretical value 2.87 2.87
Regression coefficient

e Slope 2415.220 £ 29.154 | 2388.344 + 13.258

e Intercept (mg/mL) 2.833+7.151 17.181 + 8.157
Correlation coefficient 0.997 0.999
Limit of detection (mg/mL) 0.01 0.01
Limit of quantification (mg/mL) 0.02 0.02

According to these results, these two calibration ranges have high linearity. The accuracy and

inter-day precision of both calibration ranges are presented in Table 2.

Table 2. Results of accuracy and inter-day precision for the two calibration ranges, A for the

0.2 mg/mL concentration, B for the 0.5 mg/mL concentration.

Concentration  Relative bias Inter-day precision  Total error  Accuracy

Calibration (mg.mL") (%) (%) (%) (%)
0.12 1.09 5.63 6.72 101.09
0.16 -0.62 3.35 3.98 99.38
A 0.20 -0.39 1.29 1.68 99.61
0.24 -0.02 2.10 2.12 99.98
0.28 0.33 2.17 2.50 100.33
0.30 -0.44 1.47 1.91 99.56
0.40 -0.07 0.40 0.46 99.93
B 0.50 0.18 0.44 0.62 100.18
0.60 -0.32 0.92 1.24 99.68
0.70 -0.07 1.13 1.20 99.93
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Concerning total error and accuracy, the results were within the expected limits (<10% and
between 90 and 100%, respectively). Linearity, sensitivity, selectivity, precision and accuracy
were successfully demonstrated for our physicochemical NE stability-indicating method.

Physicochemical stability of NE. Before storage, the prepared solutions were clear, without
any visible particles. The pH values measured were 3.35+0.03 (n=9) for 0.5 mg/mL and
3.60£0.00 (n=9) for 0.2 mg/mL NE solutions.

At the end of the study period, solutions compounded in containers maintained at -20°C+5°C
and +5+3°C were clear, colourless and without any visible particles. However, a greyish-brown
colouring appeared at Day 90 in PP-syringes and at Day 120 in COC-vials, for both
concentrations stored at +25°C/60%RH.

The results obtained from the stability assay for every concentration, container and temperature

condition tested are summarised in Figure 2.

Results showed that chemical stability was maintained over the 365-day study period for 0.2
mg/mL NE solutions and 0.5 mg/mL NE solutions whatever the container when the storage
temperature was -20°C+5°C and +5+3°C. Stability was also maintained for 0.5 mg/mL
solutions stored in upside-down and upright vials and 0.2 mg/mL NE solutions stored in upright
50 mL vials at +25°C/60%RH. However, stability after storage at +25°C/60%RH was
maintained until:

- Day 150 for 0.2 mg/mL NE solutions in 50 mL PP-syringes

- Day 180 for 0.2 mg/mL NE solutions in 20 mL PP-syringes.

- Day 330 for 0.2 mg/mL NE solutions in 50 mL upside-down vials, for 0.2 mg/mL solu-

tions in 20 mL upside-down and upright vials.

Particle contamination, pH and sterility. Particle contamination at Day O reached the required
EP criteria. This assay was not performed at Day 365 for containers stored at +25°C/60%RH
as solutions became coloured from Day 90 (syringes) or Day 180 (vials). The results for particle
counting at Day 365 for containers stored at -20°C+5°C and +5+3°C are summarised in

Supplementary data table 2 and reached the limits determined by EP specifications.

167



pH-values measured at Day 0 and Day 365 are presented in Supplementary data table 3. No
difference in pH values was noted between the beginning and end of the study (Wilcoxon test,
p>0.05).

Sterility remained constant throughout the study period whatever the container, the storage

conditions and the NE concentrations (0.2 or 0.5 mg/mL) tested.

DISCUSSION

A stability-indicating HPLC-UV method to determine the physicochemical stability of NE
bitartrate hydrochloride injectable solutions was successfully designed and validated. Our study
showed that stability was maintained for 365 days in PP-syringes and COC-vials when stored
at -20°C+5°C and +5+3°C.

The long-term stability of 0.2 and 0.5 mg/mL NE solutions diluted in NS in PP-syringes and
ready-to-use-COC vials had not been investigated before. The closest in terms of study design
assessed the stability of 0.1, 0.2, 0.4 and 0.04 mg/mL NE solutions in amber glass vials, and
0.01 mg/mL NE solutions diluted in D5W stored in 10 mL PP-syringes for 12 months at +2-
8°C and ambient temperature.[15] Results were partly comparable with ours as the stability of
0.1, 0.2, 0.4 mg/mL solutions was maintained over the study period when stored refrigerated.
However, NE injection solutions, 0.01 mg/mL in 10 mL PP-syringes, were seen to be stable for
only 6 months when stored refrigerated and 28 days when stored at ambient temperature.
Previous studies successfully assessed the stability of NE solutions over shorter periods [9-14],
with storage at ambient [9,11-13] or refrigerated [9,14] temperatures, in polyvinyl chloride
bags [9,11,13,14], PP-syringes [12], with dilution in NS [9,11] or D5W [9,11-14], exposed to
[9,11,12] or protected from [9,12-14] light, with different NE concentrations. The NE

commercial solution used for our stability assay was devoid of antioxidative stabilising agents.

The degradation pathways of catecholamines via their oxidative reaction responsible for
colouring have been widely described.[24] Oxidation leads to the formation of
noradrenochromes[15] which account for the greyish-brown colour. This oxidative process is
catalysed by oxygen, heat, alkalinisation with a pH value > 6, heavy metal ions, and exposure
to UVs or daylight.[14,16,17] The analogues and metabolites of noradrenochromes have been
reported as being neuro- and cardio-toxic in literature.[25] No acceptance limits have been
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defined regarding the content of degradation products in current NE monographs.[26] In the
chromatograms of the degraded solutions, we identified one peak corresponding to the
formation of a degradation product at 4.0 + 0.1 for a 0.2 mg/mL NE solution stored in 20 mL
and 50 mL and two peaks corresponding to the formation of two degradation products at 3.8 +
0.0 minutes and 4.3 £ 0.0 minutes for an NE solution stored in 50 mL. According to our forced
degradation study, these peaks could be assimilated to the degradation compounds eluted at 3.6

and 4.4 minutes in acid conditions.

The sensitivity of catecholamine degradation to light has previously been shown[15,27]
but it could not be responsible for the NE degradation in our study, as each container tested was
stored in a closed enclosure. Other studies have assumed that the major determinant of the
degradation process is pH.[16] Our initial pH values [3.30-3.60] were within the limits
recommended.[27] As the degradation products identified in the degraded solutions were also
identified in acid forced degradation conditions, a very slight variation in pH might be one of
the factors catalysing the degradation process. Finally, many converging arguments have forced
us to assume that temperature plays a major role in catalysing the degradation process of NE,
as sub-visible particulate contamination was low when stored in frozen and refrigerated
conditions while solutions stored at ambient temperature became coloured. The assumption that
stability is prolonged with refrigerated or frozen storage had already been raised.[9,10] and
many studies have successfully used freezing to lengthen drug stability. Protocols using

microwaves for defrosting have also been published.

Our results also support the claim that COC-vials offer longer stability than PP-syringes since

the colouring of solutions was delayed by one month when stored in the former.

The strong point of our study lies in the implementation of ready-to-use containers. The COC-
vials provide an original design for a high-quality container [28] meeting the criteria of
authority requirements for pharmaceutical primary containers. The safety and efficacy of COC-
vials to maintain the long-term stability of injectable solutions have previously been
demonstrated.[18] The counting of sub-visible particles is another strong point, as this was not
performed in previous stability studies.[8-13,15-17]

Variability in solution concentrations prepared at patients’ bedsides is a major issue.[3] This
inter-operator variability can result in the administration of under- or over-concentrated

solutions with adverse effects, especially in the case of high-risk medication. [15] Preparing
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injectable solutions at the patient’s bedside is also a microbiological challenge.[7] The
centralised preparation of ready-to-use solutions would undeniably improve the security of
parenteral administration but requires time-demanding organisation. To this end, fast methods
of dosage need to be developed for routine use. Several methods with reversed-phase HPLC
combined with UV detection have been developed in previous studies.[9] We also chose UVs
to detect degradation products as the main degradation products of NE contain chromophores
in their chemical structure, as previous studies have shown.[7] This method is compatible with
routine practice and more common than other methods (i.e electrochemical detection [10,11]
or photodiode array detection [12,15]).

The compounding of ready-to-use syringes and COC-vials raises the question of how a single-
dose protocol in ICU services should be defined, as the prepared ready-to-use solutions are
compounded to be administered as such. Analyses have not been pursued beyond the date
originally envisaged for the end of the study as 365-day stability is sufficient to provide
intensive care units with ready-to-use solutions in routine practice. During our assay, we did
not seek to identify leachables and extractables from the COC as such tests have previously
been performed and confirmed the low risk of COC packaging.[18] The PP-syringes in our
study were not designed for aqueous drug storage although this practice is regular in ICUs. Our
stability assay took place before the FDA alert to health care professionals not to administer
compounded drugs stored in BD syringes (2015). More recently, BD has announced that it is
no longer using material associated with a loss of drug potency, so that their syringes are now

suitable for storing compounded drugs.[29]

CONCLUSIONS

Considering our results, ready-to-use solutions containing 0.2 and 0.5 mg/mL NE in PP-
syringes or COC-vials need to be stored at refrigerated or frozen temperatures to have
acceptable one-year shelf-stability. Exposure to higher temperatures significantly decreases
shelf-stability. According to our study protocol, the compounding of PP-syringes and COC-

vials containing NE is adapted to implementation in hospital pharmacies.
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Figures captions et legends.

Figure 1. Representative chromatograms of (A) 0.5 mg/mL norepinephrine (NE) solution
diluted in 0.9% NaCl, (B) 0.5 mg/mL NE solution diluted in 0.01N NaOH, (C) 0.5 mg/mL NE
solution diluted in 1N HCI, (D) 0.5 mg/mL NE solution diluted in H202 30%, (E) 0.5 mg/mL

NE solution stored in a heated enclosure.
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Figure 2. Results of the stability assay for 0.2 and 0.5 mg/mL norepinephrine (NE) solutions (n = 3).
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2.4.3. L’étude de stabilité sur le long terme de la dobutamine a 10 mg/mL dans
des flacons de COC et des seringues en PP.

2.4.3.1. Contexte et objectif

La dobutamine est un inotrope utilisé dans les chocs cardiogéniques ou
septiques, ou dans les insuffisance cardiaques séveres. En France, les solutions
injectables de dobutamine sont disponibles a 250 mg/20 mL conditionnées en flacons
de verre. Les monographies de la dobutamine recommandent l'administration
intraveineuse par perfusion continue de la solution commerciale diluée dans du G5%
ou dans du NacCl 0,9%. Une dilution & une concentration cible de 10 mg/mL répond le

plus souvent aux attentes des services de soins.

La stabilité des solutions de dobutamine prétes-a-I'emploi conservées dans des
seringues en PP a déja été testée pendant plusieurs mois, mais la date limite
d'utilisation n'a jamais été atteinte dans ces études!''’-119 De plus, aucune étude
portant sur la stabilité de la dobutamine conservée dans des flacons en COC n’a été

publiée jusqu’alors.

Cette étude avait pour but d’évaluer la stabilité de solutions de dobutamine
prétes-a-I'emploi diluées dans du G5% ou du NaCl 0,9% a la concentration cible de 10
mg/mL et conservées dans des seringues en PP ou des flacons COC, a des
températures congelées (-20+5°C), réfrigérées (+5+3°C) ou ambiantes (+25+2°C avec
60+£5% d'humidité relative).

2.4.3.2. Résultats et conclusion

Une méthode de dosage présentée a été développée et validée selon les

référentiels choisis!66:1091,

La stabilité microbiologique et physico-chimique des solutions de 10 mg/mL de
dobutamine préparées avec du G5% ou du NaCl 0,9% a été maintenue sur la période
d’étude de 365 jours :

e dans les seringues en PP conservées a +5°C+3°C
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e dans les flacons en COC quelle que soit la température de stockage testée (-
201£5°C, +5£3°C et +25+£2°C avec 60+5% d’humidité relative).

Au cours de I'étude, une augmentation des particules non-visibles a -20+5°C,
excédant les limites recommandées par la Ph. Eur. dans les seringues en PP a été
observée (au deuxiéme mois puis a partir du sixieme mois et jusqu’a la fin de I'étude
pour les seringues stockées a -20°C et a partir du troisieme mois pour les seringues
stockées a +25°C), indiquant la perte de la stabilité physique de la forme injectable
alors que la stabilité chimique était maintenue jusque-la.

Par ailleurs, une perte de la stabilité chimique a été observée a partir du 9¢me
mois pour les seringue en PP conservées a température ambiante.

Une légere coloration est apparue dans les flacons de COC stockés a
température ambiante mais la concentration en dobutamine est restée au-dela de 90%
de la concentration initiale tout au long de I'étude et aucun pic de dégradation n’a été

détecté sur les chromatogrammes.

Les résultats de cette étude sont résumés dans la Figure 20.
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Stabilité sur le long terme de la dobutamine diluée a 10 mg/mL
avec du NaCl 0,9% et du Glucose 5%
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Figure 20 - Résultats de I'étude de stabilité physico-chimique et microbiologique de la
dobutamine diluée a 10 mg/mL avec du NaCl 0,9% et du Glucose 5% dans des seringues
en polypropyléne et des flacons en copolymére oléofine cyclique conduite pendant 365
jours (production originale, créée avec BioRender.com). Légende : COC, copolymére

oléofine cyclique ; G5%, glucose 5% ; PP, polypropyléne.

Les résultats de cette étude nous conduisent a recommander une conservation

de la dobutamine a 10 mg/mL a température réfrigérée et, si possible, dans du COC.
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Cette étude publiée dans I'European Journal of Hospital Pharmacy est présentée ci-

aprés (derniére version corrigée par les relecteurs et acceptée par I'éditeur)20],
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ABSTRACT

Objective.
Dobutamine is an inotropic agent given to patients with low cardiac output or undergoing car-
diac surgery in intensive care units. In clinical routine, care protocols recommend a target dilu-

tion concentration of 10mg/mL dobutamine from the 250mg/20mL commercial solution.

This study aims to assess the one-year stability of ready-to-use 10mg/mL diluted dobutamine
solutions. Two types of 50mL conditioning, polypropylene (PP)-syringes or Cyclic-Oleofin-
Copolymer (COC)-vials and two diluents (5% dextrose, DSW and normal saline, NS) were
tested.

Methods.

Reversed-phase liquid chromatography coupled with a UV detection stability-indicating
method was developed for dobutamine and validated according to selectivity, linearity, sensi-
tivity, accuracy and precision. Chemical stability was considered maintained if the measured
concentrations were > 90% of the initial concentration with no colour change. Physical stability
was assessed through sterility tests, pH- and osmolality- monitoring and subvisible particle-
counting. Containers were stored at -20+£5°C, +5+3°C and +25+2°C with 60+£5% relative hu-

midity in a dark closed environment.

Results.

According to this study, the physicochemical stability of 10mg/mL dobutamine solutions pre-
pared with DSW or NS is constant throughout a 365-day period when stored in COC-vials, at
all the above temperatures whereas solutions in PP-syringes required a refrigerated temperature
and should not be administered after 21 days or 3 months when prepared with DSW or NS

respectively, or after 1 month at ambient temperature whichever the diluent.

Conclusions.
Our results argue in favour of adopting the compounding of ready-to-use 10mg/mL dobutamine

solutions in COC-vials in centralised intravenous additive services.
KEYWORDS

Drug stability, intensive and critical care, intravenous administration, validation analytical

procedure.
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KEY MESSAGES

e What is already known on this subject
Medication errors linked to the dilution step can be avoided by preparing ready-to-use injectable

solutions in hospital pharmacies.

As dobutamine is a high-risk medication, a dilution error may be deleterious for critically ill

patients.

e What this study adds
The stability of ready-to-use 10-mg/mL dobutamine solution depends on storage temperature,

diluent and type of container.

The stability of ready-to-use 10mg/mL dobutamine solutions diluted in 5% Dextrose in Water
(D5W) and 0.9% NaCl was maintained for 12 months in Cyclic-Oleofin-Copolymer at -20°C,
+5°C and +25°C and in polypropylene-(PP)-syringes at +5°C.

In PP-syringes at -20°C and +25°C, the beyond-use delay was shorter: 21 days (D5SW) and 3
months (0.9%NaCl) at -20°C, and 1 month at +25°C.
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INTRODUCTION

Dobutamine is commonly used for patients experiencing cardiogenic or septic shocks, severe
heart failure or undergoing cardiac surgery in intensive care units (ICUs)[1]. In France, inject-

able dobutamine solutions are available at 250mg/20mL packaged in glass vials.

Dobutamine monographs recommend intravenous administration by continuous infusion of the
250mg/20mL commercial solution diluted in either 5% dextrose (D5W) or normal saline solu-
tion (NS)[2]. Routine care protocols recommend a target dilution concentration of 10mg/mL.
Previous studies have highlighted the risks incurred by this supplementary step when performed
in the wards[3-5], for example high inter-variability of dobutamine concentrations and risk of
infection [6,7]. Preparing ready-to-use 10mg/mL injectable dobutamine solutions in centralised
intravenous additive services (CIVAS) would eliminate this step and reduce risks[8]. The sta-
bility of ready-to-use dobutamine solutions stored in plastic syringes has already been tested
over several months, but the beyond-use-date (BUD) was never attained in those studies[9-11].
Other stability studies at various concentrations have been performed in PVC[12—18], PE[18]

or glass[13,14,18] containers but over short periods.

Ready-to-use vials in Cyclic-Oleofin-Copolymer (COC) were specially designed to store in-
jectable solutions[19]: their mechanical properties[20-22] offer far greater storage propensity
than plastic syringes. Recent studies support the claim that COC-vials offer longer stability than
PP-syringes for midazolam and norepinephrine ready-to-use solutions[21,23]. Freezing has
never been tested before as a storage method to gain longer stability for ready-to-use dobuta-
mine solutions, nor has the long-term stability of 10mg/mL dobutamine solution diluted in DSW

and NS and stored in polypropylene (PP)-syringes or COC-vials.

This study aims to compare the stability of 10mg/mL ready-to-use dobutamine solutions stored
in either PP-syringes or COC-vials and diluted in either DSW or NS and at frozen (-20+£5°C),

refrigerated (+5+3°C) or ambient temperatures (+25+£2°C with 60£5% relative humidity).

MATERIALS & METHODS

Products. A 250mg/20mL hydrochloride dobutamine commercial solution (Panpharma, Lui-

tre, France) was compounded with excipients such as sodium metabisulfite, hydrochloric acid
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(HCI) and water for injection. Hydrochloride dobutamine standard reference used for the vali-

dation step corresponded to the European pharmacopeia (EP) standard reference.

Products used to prepare the HPLC mobile phase were 0.1 mM sodium acetate buffer, prepared
with sodium acetate trihydrate (Merck, Fontenay-sous-Bois, France), acetic acid (VWR Inter-
national, Fontenay-sous-Bois) and ultrapure water (using a PURELAB® classic system, ELGA
Véolia, Wasquehal, France), methanol (VWR International) and acetonitrile (VWR Interna-

tional).

Containers. COC-vials were 50mL AT-Closed® vials (batch: 0F10888156, reference: VIA-
500000, Aseptic Technologies, Gembloux, Belgium) and PP-syringes were 50mL luer-lock sy-
ringes (batch: 1405208, reference:300865, Plastipak, Becton Dickinson, Le Pont-de-Claix,

France).

COC-vials were designed especially for ready-to-use solutions[24] and filled via an M1 filling
station (Aseptic Technologies, Gembloux) connected to a peristaltic pump (Flexicon Pump

PF6, Watson Marlow, La Queue Lez Yvelines, France) as previously reported [20].

Chromatographic apparatus and conditions. Reversed-phase high-performance liquid chro-
matography combined with a UV detector method measured the concentrations. The system
(Agilent® 1260 Infinity LC, Les Ulis, France) was equipped with a C18 column (Kinetex 5
um, 150 x 4.6 mm, Phenomenex, Le Peck, France) maintained at +25°C. The wavelength of
the UV detector (1260 MWD DEAAZ00942) was set at 280 nm according to the EP[25]. The
mobile phase A/B/C 84/4/12% (v/v) with isocratic elution (1.8mL/min) was prepared with 0.1
mM sodium acetate buffer (EP) [A], pH adjusted to 4.0, methanol [B] and acetonitrile [C].
ChemStation® software (Openlabs CDS, version 01.05), was used for calibration, data acqui-
sition and interpretation. Injection volume was SuL throughout the study. All reagents were of

analytical grade.

Stock solutions. Quality controls were prepared by dissolving hydrochloride dobutamine EP
standard reference (20mg dobutamine hydrochloride CRS D2954000) in 10mL graduated
flasks with D5SW (Viaflo, Baxter, France, batch:17CL006) or NS (Viaflo, Baxter, France, batch:
17K06T4A) to obtain 2 mg/mL stock solutions. Calibration solutions were prepared by diluting
stock solutions with DSW (Curve A) or NS (Curve B) to obtain eight different standard levels:
0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1, 1.3, 1.5 mg/mL. The two calibration curves were traced in triplicate

using these eight levels.
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Forced degradation study. The selectivity of the method was based on comparing the chro-
matogram of the quality control dobutamine solution with the chromatograms obtained from
the degradation study. The extreme conditions applied on the stock solution to obtain about

20% degradation of the initial amount of dobutamine were[26]:

. Dilution in 37% HCI for 6 hours at 80°C and 7 days at 80°C for DSW and NS respec-
tively, then neutralised by NaOH

. Dilution in NaOH 0.05M for 30 min at ambient temperature, then neutralised by HCI
. Dilution in 30% (v/v) H202 for one day at 60°C
. Storage in a heated chamber at 80°C for 14 days.

Degradation solutions were then diluted with DSW or NS to a 1mg/mL target concentration

prior to injection into the HPLC system.

Solution preparations. Injectable dobutamine solutions were prepared from the commercial
250mg/20mL (batch: 70210) solutions by diluting with DSW or NS to obtain a 10mg/mL do-
butamine solution. These solutions were again diluted at 1/10 with DSW or NS before injection

into the HPLC system.

Preparation and filling steps were executed in a controlled atmosphere (Laminar flow MaxiSafe
2020, Thermo Scientific, Saint Herblain, France). PP-syringes were manually prepared while

the M1 Filling station was used to fill and seal the caps on COC-vials[20].
320 syringes and 640 vials were prepared for each dilution condition (DSW and NS).

Half of the vials were stored upright and the remaining half upside down to assess the role of

the stopper in the potential loss of stability.
Each container was stored in a dark enclosure for 365 days.

Respecting the SFPC/GERPAC and the International Council of Harmonisation (ICH) Guide-
lines[26,27], three storage conditions were tested for each container (upright, upside-down
vials, syringes) : -20°C+5°C, +5°C£3°C and 25°C£2°C with 60%=+5% relative humidity (RH).
Defrosting conditions for frozen containers were fixed at 4 hours’ ambient temperature. A dye

ingress test was successfully performed[21].
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Operating conditions for the stability study. Stability was assessed at days 0, 7, 14, 21;
months M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11, M12. Each syringe or vial was

used once per analysis.

Visual inspection and measurement of dobutamine concentration were carried out at each time
point. Visual inspection analysis targets the formation of visible particles, transparency, and
colouring of the solution. Dobutamine concentration was measured using the HPLC-UV vali-
dated method. Chemical stability was assumed to be maintained if three criteria were met: no
colour change, measured concentrations > 90% of the initial concentration and no formation of

toxic degradation product.

pH monitoring and a non-visible particulate contamination assay were performed in triplicate
at the beginning of the study and every month until the end of the study or until the date of the
assumed loss of physicochemical stability. pH-values were measured using a Hanna® HI 223
pH-meter (Hann®Instrument, Michigan, USA). A light obscuration spectrometer (APSS-2000,
Particle Measuring System, Dourdan, France) was used for the non-visible particulate contam-
ination assay. Preparations met the required criteria if the number of particles was within the
limits set by the EP for 50 mL-containers, i.e. a maximum of 6,000 particles of sizes > 10

pm/container and 600 particles of sizes > 25 pm/container[28].

Sterility assay and osmolality measurements were made in triplicate for each condition at the
beginning and at each reported BUD or at Day 365 for solutions that had remained stable. The
sterility test was made with the Miieller Hinton medium (CM0405 OXOID, Thermo Fisher
Scientific, Basingstoke Hampshire, UK) at +22 °C/+ 33°C. This medium was validated accord-
ing to the requirements of the EP[29]. Samples were filtrated via membranes with a 0.45um
cellulose nitrate filter (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Germany) and membranes were
incubated in the medium for 14 days. The sterility test was passed if there was no growth of
micro-organisms. Osmolality was measured using a micro-osmometer (Model 210, Fiske As-

sociates, Norwood, Massasuchets, USA).

Statistical tests. Calibration ranges were established by plotting the peak area obtained for the
calibration solutions of dobutamine diluted in D5W or NS versus the concentration of dobuta-
mine contained in these solutions. An analysis of variance (ANOVA), preceded by a Cochran
test, was used to assess the linearity of our method. Concentration measures on samples pre-

pared at the eight concentration levels of the two calibration ranges were made in triplicate to
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evaluate intra-day precision and accuracy. These measures were repeated on three consecutive

days to evaluate inter-day precision.

Accuracy and precision were calculated using the recovery factor and the coefficient of varia-
tion, respectively. Total error was calculated as the sum of relative bias and inter-day precision.
The limit of acceptance was set at £ 10 %[21]. pH-values and osmolality results obtained at the
beginning and end of the study were compared with a non-parametric Wilcoxon test (a=5%)
for each condition and storage tested, using R software (Version 1.2.1335, R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria).

RESULTS

Forced degradation study. The chromatogram of the stock solution was compared with those

obtained from the forced degradation study (Figure 1).

Dobutamine was eluted at 2.3 min and 2.5 min when diluted in D5W or NS respectively. The

peak at 1.1 min corresponds to the peak of D5W.

Degradation under basic conditions led to the formation of two products eluted at 2.7 and 2.9
min when diluted in DSW while the same two products were eluted at 2.8 and 3.2 min in NS.
Degradation under acid conditions yielded one product eluted at either 6.3 min or 7.0 in DSW

or NS. The other newly formed peaks corresponded to D5SW degradation products.

Exposure to heat revealed no dobutamine degradation products, but some D5W degradation
products. Exposure to oxidative conditions led to the apparition of many, not clearly separated
peaks eluted between 0.9 and 1.8 min for DSW and between 0.9 and 1.6 min for NS. These
peaks were associated with dobutamine and D5SW degradation. The method was shown to be

highly selective with no interference between the molecule and the degradation products.

High Performance Liquid Chromatography validation assay for 0.5-1.5mg/L range dobu-

tamine solutions. The results for both calibration ranges are presented in Table 1.
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Table 1. Calibration results. Legend: D5W for 5% dextrose; NS for normal saline solution.

Parameters Values for the calibration | Values for the calibration
range diluted in D5W range diluted in NS
Range 0.5-1.5mg/L 0.5-1.5mg/L
Cochran test
e Experimental value | 0.26 0.24
e Theoretical value | 0.36 0.36
(0=5%:;8;6)
Correlation test (ANOVA)
e Experimental value 18968.72 5708.49
e Theoretical  value | 4.07 4.07
(0=5%:6;18)
Non-linearity test (ANOVA)
e Experimental value | 1.67 0.47
e Theoretical value | 2.32 2.32
(0=5%;1;18)
Regression coefficient
e Slope 1980.08 1928.28
e Intercept -20.41 -37.44
Correlation coefficient 0.997 0.996
Limit of detection 0.032mg/L 0.054mg/L
Limit of quantification 0.064mg/L 0.108mg/L

An excellent correlation between the ratio of peaks and dobutamine concentrations was statis-

tically demonstrated. Linearity hypothesis was not rejected for either calibration range with a

confidence level of 95%. Trueness and precision results are summarised in Table 2.
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Table 2. Precision and accuracy calibration results of the high-performance liquid chromato-

graphic method.

Calibration Concentration Relative bias Ipnrteecri-s(ij(?r): Total error  Accuracy
(mg/mL) (%) (%) (%)
(%)
05 0.66% 3.67% 4.33% 100.66%
_ 0.6 0.50% 3.85% 4.36% 100.50%
Dobutamine 0.7 0.39% 3.95% 4.33% 100.39%
d:s:refa:n 0.8 0.08% 3.64% 3.72% 100.08%
ofine 0.9 2.10% 5.33% 7.43% 97.90%
solution 1.0 0.36% 2.94% 3.30% 100.36%
13 0.03% 3.09% 3.12% 100.03%
15 0.26% 2.69% 2.95% 100.26%
05 0.04% 1.82% 1.86% 100.66%
0.6 0.12% 2.13% 2.25% 100.50%
Dobutamine 0.7 1.83% 3.75% 5.58% 100.39%
diluted in 0.8 2.65% 2.76% 5.42% 100.08%
5% dextrose 0.9 0.11% 1.30% 1.41% 97.90%
in water 1.0 0.28% 1.92% 2.20% 100.36%
13 0.01% 1.59% 1.60% 100.03%
15 0.05% 1.40% 1.45% 100.26%

Accuracy and total error scores did not exceed the tolerated limits, which are [90-110%] and
<10% respectively (Table 2). The results of the validation assay prove the reliability of our

method based on linearity, selectivity, sensitivity, accuracy and precision.

Physical stability of dobutamine. Solutions freshly prepared were transparent with no visible
particles. The initial physical parameters of the stability solutions are presented in Supplemental

Table S1.

Colour modification. When stored in COC-vials, the solutions remained clear and free from
visible particles throughout the study. Faint colouring was observed in solutions stored in COC-
vials at ambient temperature but was considered too slight to justify the discontinuation of the
study (Supplemental Figure S1, A). No colouring or visible particles were observed in PP-sy-
ringes stored at refrigerated or frozen temperatures throughout the study. However, colour mod-

ification was observed from the first month (M1) for solutions prepared in D5W or NS and
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stored at ambient temperature in PP-syringes. From the second month (M2), this colouring be-
came absolute, leading to the interruption of the study in these test conditions. This evolution

is presented in Supplemental Figure S1 (B-D).

Non-visible particulate contamination assay. Results are summarised in Supplemental Ta-

bles S2 and S3.

For dobutamine solutions prepared with D5W, non-visible particulate contamination was main-
tained within the EP thresholds whatever the storage temperature in both containers at refriger-
ated temperature. Particles >10 um and >25 pm exceeded the recommended limit from the sixth
month (M6) and third month (M3) respectively for solutions stored in PP-syringes at ambient
room temperature. Finally, for PP-syringes at frozen temperature, the first atypical value for
>10um particles was measured after the first month (M1) and continued from M6 till the end

of the study whereas no such value was measured for >25um particles.

For dobutamine solutions prepared with NS, the results obtained for the non-visible particle
assay stored in COC-vials, whatever the storage temperature, showed no deviations from EP
thresholds. The results were identical for the 10mg/mL dobutamine solutions prepared with NS
and stored in PP-syringes at refrigerated temperature. However, both particles >10 um and >25
pm exceeded the recommended limit from the second month (M2) for solutions stored in PP-
syringes at ambient temperature. For dobutamine solutions prepared with NS and stored at fro-
zen temperature, the recommended thresholds were exceeded from the fourth (M4) and sixth

(M6) months, for particles >10 um and >25 pum respectively.

pH monitoring and osmolality assay. The evolution of pH-values is described in Figure 2.

The results of the osmolality assay are presented in Table 3.
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Table 3. Osmolality results obtained at the end of the stability study of the 10mg/mL dobuta-
mine solution diluted in D5W or NS and stored in either COC-vials or PP-syringes stored at
ambient (+25°C/60%RH), refrigerated (+5°C) or frozen (-20°C) temperatures, throughout the
12-month study period. Legend: D5W for 5% dextrose, NS for normal saline solutions, PP for

polypropylene. *The study was stopped once the stability of the solution had deteriorated.

Diluent | D5W | NS

Condition | Storage Tem- | +25°C/ ) ) +25°C) ] :
perature 60%RH +5°C -20°C 60%RH +5°C -20°C

Time of mea-

M12 M12 M12 M12 M12 M12
surement

Upright

COC-vials Osmolality va-

lues (MOs- 122+1 121+1 | 120%0 121+0 1200 | 1190
mol/kg)

Time of mea-

. M12 M12 M12 M12 M12 M12
Upside- surement

down Osmolality va-
COC-vials lues (MOs- 121+0 121+1 | 1201 121+0 120+1 | 1201
mol/kg)

Time of mea-

Mm2* M12 M1* M2* M12 M4*
surement

PP-sy-

Osmolality va-
lues (MOs- 134+ 11 1201 124+ 8 128+ 8 120+1 | 121 +4
mol/kg)

ringes

These results show no significant difference between pH-values (n=3, p-value >0.07) and os-
molality values (n=3, p-value> 0.06), measured at the beginning and end of the study in all

comparative conditions.

Chemical stability. The initial dobutamine concentrations were 10.54+0.31 mg/mL (n=3) and
10.18+0.15 mg/L (n=3) when diluted in DSW and NS respectively. Figure 3 shows that chem-
ical stability was maintained over the 365-day study-period for dobutamine solutions, whatever
the diluent (DSW or NS) in COC-vials and whatever the storage temperature condition, and in
PP-syringes at refrigerated or frozen temperature. Chemical stability was lost from M9 for so-

lutions prepared with either DSW or NS stored in PP-syringes at room temperature.

Sterility assay. Sterility was maintained throughout the 12-month study for every solution
stored in COC-vials whatever the storage condition and diluent, for solutions stored in PP-

syringes at refrigerated temperature and up to the BUD for the other conditions.
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DISCUSSION.

The physicochemical stability of 10mg/mL dobutamine solutions prepared with DSW or NS
was maintained throughout a 365-day period, when stored in COC-vials, at all temperature
conditions tested (-20+5°C, +5£3°C and +25+2°C with 60+£5% relative humidity) and in PP-
syringes but only when refrigerated. 10mg/mL dobutamine solutions stored after 1 month at
ambient temperature when prepared with either DSW or NS. The rapid exceeding of sub-visible
particle contamination limits with PP-syringes advocates limiting routine frozen storage of di-
luted intravenous dobutamine solutions. The faint colouring observed in solutions stored in

COC-vials at ambient temperature contributes to favouring storage at +5°C.
This is the first study to explore the stability of diluted dobutamine over a year.

Previous studies have evaluated the stability of diluted dobutamine, either in DSW[9,11-18,30],
or NS[12-18], protected from light[11,13,15,18,30]or not[9,10,14,17], exposed to various stor-
age temperatures (ambient[9,11-14,16-18,30], +35°C[12] or refrigerated[10-13,15,16,18,30]),
compounded in glass[13,14,18], polychlorure vinyl[12—18], polyethylene[ 18] or PP[9,11]con-
tainers. Some assessed the chemical stability of dobutamine solutions in PP-syringes at ambient
and refrigerated temperatures without reaching the BUD[9,11], but evaluation was over a

shorter period (42 days maximum).

An innovative point in this study was particle contamination counting, not performed in previ-
ous studies[9,11-14,30]. Sub-visible particle contamination should be considered in stability
studies as it is responsible for clinical consequences especially in critically-ill patients receiving

multi-drug infusions[31,32].

Some COC-vials (with DSW, n=2/ with NS, n=1) cracked during storage when frozen. This
phenomenon was linked to dobutamine crystallisation (crystals found in cracks and analysed
by HPLC-UV). Dobutamine concentrations measured in the cracked vials revealed an average
loss of 4% of the initial concentration. The manufacturer explained that the maximal filling
volume recommended for S0mL COC-vials was 45mL before freezing, because of expansion
of the diluent and confirmed that COC-vials can be submitted to temperatures as low as -
50°CJ[33]. This cracking phenomenon was not observed in previous studies with cefuroxime,

midazolam or norepinephrine but requires further investigation. Our study was pursued on

uncracked vials. As for syringes, the above phenomenon did not occur in our study. However,
Kirk et al reported a contraction of the PP-syringe plunger during cooling resulting in leakage
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of the solution past the plunger[34]. We did not experience this phenomenon either in this or

previous studies.

Data reporting the chemical stability of dobutamine submitted to extreme conditions is contro-
versial. A recent article reported that dobutamine was stable in basic and thermal conditions but
sensitive to degradation in acidic conditions|[12], while another declared the opposite[11]. Our
degradation study suggests that dobutamine was sensitive to acidic, basic and oxidative condi-
tions but not to heat. However, the impact of heat on dobutamine degradation is highly probable
as colouring was observed but does not correspond to the appearance of any peak in the chro-
matograms. The limit to our HPLC-UV detection method was the undetectability of the dobu-
tamine degradation product obtained from its thermal degradation. Regardless of extreme con-
ditions leading to dobutamine degradation, the degradation mechanism is considered to be a

free radical mediate mechanism leading to the formation of dark-coloured polymers[35].

10mg/mL dobutamine solutions stored in PP-syringes in the dark turned brown before the end

of the 12-month study, showing a susceptibility to heat in that type of container.

There is no evidence that the coloured degradation products of dobutamine are not toxic. Col-
ouring may indicate limited stability even though the drug concentration remained within ac-

ceptance limits. This finding is similar to that of other authors[11,13].

Our results are coherent with previous studies affirming longer stability in COC-vials than in
PP-syringes[20-23]; they also showed their superiority over PP-syringes as regards sub-visible
particle contamination. The similarity of results whatever the position of the vial during storage
suggests that contact with the stopper has no impact on the stability of the 10mg/mL dobutamine
solution. This complies with the declared properties of COC-vials meeting the criteria require-

ments for pharmaceutical primary containers[24].

Our method is adapted to CIVAS, as are many previously published methods combining re-
versed-phase HPLC and UV detection[ 10-14].

Finally, plastic syringes used to pose a problem for compounding as they were not made for
storing drugs but this situation has recently been resolved as BD claims that their syringes now

conform to drug storage[21].
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CONCLUSIONS

Our results advocate adopting the compounding of ready-to-use 10mg/mL dobutamine solu-
tions in COC-vials in CIVAS and their storage at refrigerated temperature. Frozen storage is
not recommended for COC-vials because of the risk of cracking. PP-syringes offer acceptable

one-year shelf-life stability for 10mg/mL dobutamine solutions when refrigerated.
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Figures captions et legends.

Figure 1 Representative chromatograms of (A.1/A.2) 10mg/mL dobutamine reference
solution diluted in NS/D5W, (B.1/B.2) 10mg/mL dobutamine solution in NS/D5W diluted in
0.05M NaOH, (C.1/C.2) 10mg/mL dobutamine solution in NS/D5W diluted in HCI 37% (v/v)
at 80°C, (D.1/D.2) 10mg/mL dobutamine solution in NS/D5W diluted in H20, 30% at 60°C.
Legend: D5W for 5% dextrose; NS for normal saline solution.
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Figure 2 Evolution of pH-values of 10mg/mL dobutamine solutions diluted in NS or
D5W and stored either in COC-vials or PP-syringes stored at ambient (+25°C/60%RH),
refrigerated (+5°C) or frozen (-20°C) temperatures, throughout the 12-month study period.
Legend: D5W for 5% dextrose, NS for normal saline solutions, , PP for polypropylene, COC
for Cyclic-Oleofin-Copolymer.
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Figure 3 Chemical stability of 10mg/mL dobutamine solutions diluted in NS or D5W and
stored in either COC-vials or PP-syringes at ambient (+25°C/60%RH), refrigerated (+5°C) or
frozen (-20°C) temperatures. Legend: D5W for 5% dextrose, NS for normal saline solutions,
PP for polypropylene, COC for Cyclic-Oleofin-Copolymer.
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2.4.4. L’étude de stabilité sur le long terme d'une solution préte a I'emploi
d'insuline asparte a 1 U/mL

2.4.4.1. Contexte et objectifs

Les analogues de l'insuline rapide en perfusion continue de 1 U/mL sont
classiquement utilisés pour la prise en charge des hyperglycémies dans les services
de soins intensifs en néonatalogie.

Cette administration nécessite une étape de dilution préalable de l'insuline
commercialisée a la concentration de 100 U/mL. Parmi les analogues de l'insuline
disponibles sur le marché, l'insuline asparte est tres utilisée. Sa formulation contient
deux conservateurs, le phénol et le métacrésol, qui permettent le maintien de I'insuline
dans sa structure hexamérique et assurent ainsi sa stabilité physico-chimique 1211,

Pour cette derniere étude, la stabilité physico-chimique de ces deux
conservateurs de l'insuline a donc été évaluée au méme titre que la stabilité physico-
chimique que l'insuline elle-méme. Des phénoménes de sorption de l'insuline et de
ces conservateurs ont été rapportés dans la littérature, notamment avec les
plastifiants, d’ou l'intérét particulier de I'évaluation de linsuline dans les flacons en
COCI*22],

Cette étude de stabilité visait a évaluer la stabilité des solutions d'insuline
diluées avec du NaCl 0,9% pour obtenir une concentration finale de 1 U/mL, prétes-a-
I'emploi conservées dans des flacons COC et des seringues PP a des températures
réfrigérées (+5°C+3°C) ou ambiantes (+25°C+2°C avec 60%x5% d’HR) ou

conservées a température ambiante apres un stockage réfrigére.

2.4.4.2. Résultats et discussion

Une méthode de dosage permettant de doser linsuline, le phénol et le
métacrésol a été développée et validée selon les référentiels choisis[66:199],

Les résultats de I'étude ont montré que les solutions d’insuline asparte a 1 U/mL
préparées dans du NaCl 0,9% et conditionnées dans les seringues en PP et les flacons
en COC conservaient leur stabilité physico-chimiqgue pendant une année de

conservation a température réfrigérée.
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A température ambiante, la stabilité physicochimique était maintenue pendant
3 mois dans les flacons en COC (conservés a I'endroit et a I'envers) et pendant 1 mois
dans les seringues en PP.

Les dosages supplémentaires réalisés sur les solutions conservées 1 mois a
température ambiante apres avoir bénéficié d’'un stockage a température réfrigérée
pendant 3, 6, 9 ou 12 mois ont montré que l'insuline, le métacrésol et le phénol

conservaient leur stabilité chimique pendant les 28 jours de I'étude.

Les résultats de cette étude sont résumés dans la Figure 21.
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Stabilité sur le long terme de l'insuline diluée a 1 U/mL avec du NaCl 0,9%
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Stabilité de l'insuline diluée a 1 U/mL avec du NaCl 0,9% aprés conservation 365 jours a +5°C+3°C
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Figure 21 - Résultats de I'étude de stabilité physico-chimique et microbiologique de
I'insuline diluée a 1 U/mL avec du NaCl 0,9% dans des seringues en polypropyléne et
des flacons en copolymére oléofine cyclique conduite pendant 365 jours (production

originale, créée avec BioRender.com). Légende : COC, copolymeére oléofine cyclique ; PP,

polypropyléene.

202



Cette étude publiée dans I’American Journal of Health-System Pharmacy est
présentée ci-aprés (derniere version corrigée par les relecteurs et acceptée par

I'éditeur).[t23],
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Stability of 1 Unit/mL insulin aspart solution in cyclic olefin copol-
ymer vials and polypropylene syringes

Abstract

Purpose This study evaluated the stability of diluted insulin aspart solutions (containing insulin
aspart and preservatives) at their most commonly used concentration in intensive care units (1
Unit/mL), in two container types: AT-closed cyclic olefin copolymer (COC) vials and
polypropylene (PP) syringes.

Methods Insulin aspart solution (1 Unit/mL, diluted in 0.9% sodium chloride (saline) solution)
was stored for 365 days in COC vials with grey stoppers and PP syringes at refrigerated
(+5£3°C) and ambient temperatures (+25+2°C with 60£5% relative humidity and protected
from light). Chemical testing was conducted monthly using a validated HPLC-UV method
(quantification of insulin aspart, phenol and metacresol). Physical stability was evaluated
monthly using pH measurements, visible and sub-visible particle counts and osmolality
measurements. Sterility testing was also performed to validate the sterile preparation process

and the maintenance of sterility throughout the study.

Results The limit of stability was set at 90% of the initial concentration of insulin aspart, phenol
and metacresol. The physicochemical stability of 1 Unit/mL insulin solutions prepared with
saline solution, stored refrigerated and protected from light was unchanged in COC vials for
the 365-day period and for 1 month in PP syringes. At ambient temperature, sub-visible
particulate contamination as well as the chemical stability of insulin and metacresol were
acceptable for only one month’s storage in PP syringes, while insulin chemical stability was

maintained for only 3 months’ storage in COC vials.

Conclusion According to our results, it is not recommended to administer 1 Unit/mL pharmacy-
diluted insulin solutions after three months’ storage in COC vials at ambient temperature or
after one month in PP syringes at ambient temperature. The findings support storage of insulin
aspart at 1 Unit/mL in COC vials at refrigerated temperature as the best option over the
longterm. Sterility was maintained in every condition. Both sterility and physicochemical

stability are essential to authorize the administration of a parenteral insulin solution.
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BACKGROUND

Hyperglycemia frequently occurs in hospitalized patients not only in intensive care units
but also in general wards®=. It can be related to iatrogenic causes (i.e. corticosteroids, parenteral
nutrition*°) or stress-induced by acute illness®’. Hyperglycemia needs to be controlled because
of its potentially deleterious consequences® : it increases morbimortality*>"910 infections!*?,
cardiac complications®?, brain issues**, or immune system failure'®¢, Depending on the origin

of hyperglycemia, insulin can be a therapeutic option’°,

Insulin is considered as a high-alert medication because of its narrow therapeutic range
and the fact that glycemic variability and hypoglycemic events increase mortality!®2L,
Accordingly, insulin use in critically-ill patients requires a continuous intravenous (i.v.)
administration of diluted insulin with a controlled flow rate using electric syringe pumps.
Among rapid insulin analogues, insulin aspart is the most commonly used??. It is commercially
available at a standard concentration of 100 Units/mL , which requires a dilution prior to
administration. Multidisciplinary meetings have determined the occurrence of medication
errors and identified insulin dosage preparation as a high-risk step?. A survey has shown?* that
few hospitals have yet protocolized the preparation and administration of insulin. As i.v.
medication errors can lead to adverse events, especially with high alert medications, 2°, these
are a necessary target for safety improvements. Standardization of concentrations and
centralized pharmacy compounding of sterile preparations have been identified as effective

solutions®.

One of the considerations for any compounded sterile preparation is container material,
especially important in this study due to interaction with insulin. Sorption phenomena have
been described for insulin and its preservatives (phenol and metacresol), mainly?” with medical
devices. Such a phenomenon, varying with the nature and structure of materials?’-, may imply
both insulin and preservatives® and have a clinical impact. The use of polypropylene (PP)
syringes as storage containers for injectable solutions is common; new cyclic olefin copolymer
(COC) vials are convenient for aseptic compounding®. Most conventional plastic containers
(i.e. PVC bags) contain components that can leach into the compounded solution (i.e.
plasticizers) whereas COC vials have only a few leacheables®*. COC has other advantages:
good transparency, lower oxygen and water permeability than PVC or PP%, lower electrostatic
interactions than with glass®® and corresponds to the European Pharmacopoeia (EP)
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requirements for primary containers of intravenous drug solutions®. Analytical methods for

insulin solution stability have previously been developed 3744,

Purpose.

This study evaluated the stability of 1 Unit/mL insulin aspart solutions, stored in COC
vials and PP syringes at both refrigerated (+5°C+3°C) and ambient (+25°C+2°C with 60%%5%

relative humidity, RH) temperatures, and at ambient temperature following refrigerated storage.

MATERIAL AND METHODS
Products.

100 Unit/mL (3,5mg/mL) insulin aspart commercial solution? (Novorapid®) was used. Phenol
(1.5mg/mL), metacresol (1.72mg/mL), glycerol, zinc chloride, sodium phosphate, sodium
chloride, sodium hydroxide (NaOH), hydrochloric acid (HCI) and water for injection were
integral to the formulation as compounding excipients. Phenol and metacresol used in the forced

degradation study were respectively of EP grade and analytical grade.

Products used for the HPLC mobile phase preparation were acetonitrile®, anhydrous sodium
sulfate® (Merck, Darmstadt, Germany), ultrapure waterd, ortho-phosphoric acid solution®,

sodium hydroxide solution’ gs pH=3.6. These were of analytical grade.

Containers.

50mL containers were used: Luer lock PP syringes? and COC AT-Closed® vials". The
COC vial design (ready-to-fill, closed, sterile) respects EP requirements for pharmaceutical
primary containers®*. The body is made of COC. The grey thermoplastic elastomer stopper is
designed to limit the permeation of phenolic preservatives. COC vials were filled using an M1
filling station' connected to a peristaltic pump’.

Chromatographic apparatus and conditions.
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Concentrations of insulin aspart and its preservatives were measured by HPLC coupled
with a UV detector (1260 MWD) at a wavelength of 214 nm*. The HPLC system* was
equipped with a C18 column' coupled with the dedicated C18 cartridge maintained at +25°C.

A 20 pL injection volume was used throughout the study.

A mobile phase A/B (60/40) with isocratic elution was used. This method was adapted from

previous studies*®*’.

Phase A was prepared with acetonitrile/anhydrous sodium
sulphate/ultrapure water/ortho-phosphoric acid (7.7/2.8/89.2/0.3; m/m/m/m; %) and a sodium
hydroxide solution gs pH=3.6. Phase B was compounded with acetonitrile/ultrapure water

(42.8/57.2; m/m; %). All reagents were of analytical grade.

Solution preparations.

1 Unit/mL insulin aspart stock and stability solutions were prepared by diluting
commercialized 100 Units/mL insulin aspart with saline in a volumetric glass flask to obtain a
1 Unit/mL insulin aspart solution. The containers were filled by technicians and pharmacists.
Calibration solutions were prepared using insulin aspart Novorapid® diluted with saline to
obtain ten standard levels of insulin aspart concentration (0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9, 1.0, 1.1,
1.3, 1.5 Unit/mL), phenol concentration (0.015, 0.030, 0.045, 0.075, 0.105, 0.135, 0.150, 0.165,
0.0.195, 0.225 mg/mL) and metacresol concentration (0.017, 0.034, 0.051, 0.085, 0.119, 0.153,
0.170, 0.187, 0.221, 0.255 mg/mL). All these concentrations of insulin aspart, phenol and
metacresol were used to build a calibration curve. Preparation of stability solutions and filling
steps were conducted in a controlled atmosphere, under aseptic conditions™. An M1 Filling
station' was used to fill the COC vials. No sterilizing filtration was performed during the
preparation process. The 4-step filling process consisted in piercing a COC vial with a
predefined needle, automatically removing the needle, re-sealing the stopper using a laser beam

and snapping a snap-fit onto the vial to secure it®3.

Forced degradation study.

To assess the selectivity of our stability-indicating method, we carried out a forced
degradation study respecting SFPC/GERPAC guidelines*®. We applied extreme degradation
conditions to the stock solution to achieve 20% degradation of insulin aspart and its

preservatives.
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Four extreme conditions were tested. The first one corresponded to the dilution in 3 mL
hydrochloric acid" 10M, for 4 hours at ambient temperature followed by neutralization by
NaOH?°, of either 1 mL 4 Units/mL-Novorapid® solution, or 1 mL of 0.06mg/mL phenol®
solution, or 1 mL of 0.07mg metacresol? solution. The second one corresponded to dilution in
3 mL NaOH?® 10M for 4 hours at ambient temperature, then neutralization by HCI", of either 1
mL 4U/mL-Novorapid® solution, or 1 mL of 0.06mg/mL phenol solution, or 1 mL of
0.07mg/mL metacresol solution. The third one corresponded to dilution in 1 mL 3% (v/v) H2O2'
for 3 hours of either 1 mL of 2U/mL-Novorapid® solution, or 1 mL of 0.03mg/mL phenol
solution, or 1 mL of 0.035mg/mL metacresol solution. The last extreme condition was storage
in a heated chamber® at +80°C for 3 hours of either 1 mL of 1 Unit/mL-Novorapid® solution,
or 1 mL of 0.015mg/mL phenol solution, or 1 mL of 0.0175mg/mL metacresol solution.

Degradation solutions were injected into the HPLC system without dilution.

Stability study design.

Respecting the SFPC/GERPAC recommendations and ICH guidelines, two storage
conditions were tested for each container: +5°C+3°C and +25°C+2°C with 60%+5% RH. Half
of the COC vials were stored upside-down to assess the potential influence of the stopper on
the stability of the 1 Unit/mL insulin aspart solution. 108 PP syringes and 204 COC vials were
prepared. Storage was protected from light with minimal manipulation and movement of the
samples. Measurements of insulin aspart, phenol, and metacresol concentrations were taken
each month following the preparation and filling day (MO, M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, M9, M10, M11, M12), after removing the vials and PP syringes from the dark enclosure.

Supplementary measurements were performed after refrigerated storage for 3, 6, 9 and 12
months in COC vials. Four additional sampling times were chosen after 7, 14, 21 and 28 days
at +25°C+2°C with 60%+5% RH following removal from refrigeration. Concentrations of
insulin aspart, phenol and metacresol were measured to evaluate the stability of the solution

after refrigerated storage and to determine usability.

Concentration measurements were made on three different containers for each time
point and storage condition. Each vial or syringe was used only once for analysis. At each time
point, 1 Unit/mL insulin aspart solutions were injected into the HPLC system without any

further dilution. At each time point, transparency, coloring and formation of visible particles
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were observed and insulin aspart, phenol and metacresol concentrations were measured using
an HPLC-UV validated method.

Chemical stability was considered assessed if the measured concentration was > 90% of
the initial concentration for each component and if there was no color change or formation of

degradation product.

Physical stability evaluation consisting in pH monitoring and a sub-visible particle
contamination assay took place at each time point until the date of the assumed loss of chemical
stability, along with osmolality-monitoring and a sterility assay at the beginning and end of the
study. A pH-meter and a light obscuration spectrometer! were respectively used for pH
monitoring and the sub-visible particle contamination assay. For the latter, the required limits
were a maximum of 6,000 particles of sizes > 10um/container and 600 particles of sizes >
25um/container, according to the EP criteria for 50mL-containers*®. Osmolality was measured

with a micro-osmometer (Model 210, Fiske Associates, Norwood, Massachusetts, USA).

As i.v. compounded solutions need to be sterile to be administered, sterility tests were
performed on each sample, following USP 797 recommendations® to prove that the container
ensured sterility maintenance until the beyond-use date or until administration to the patient
(until the sampling date in this study). Moreover, if instability was highlighted during the study,
the objective was to prove that it was not due to contaminant growth. The Mueller Hinton
medium (CMO0405 OXOID, Thermo Fisher Scientific, Basingstoke Hampshire, UK) at +22
°C/+ 33°C was used for the sterility test after validation by the EP°. Samples were filtered via
membranes with a 0.45um cellulose nitrate filter (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
Germany) and membranes were then incubated in the medium for 14 days. The sterility test

was successful if no microorganisms appeared.

Calibration.

Data acquisition and interpretation were obtained from ChemStation® software"
(Openlabs CDS, version 01.05). Two series of all calibration solutions (insulin aspart, phenol
and metacresol) were prepared on three consecutive days to calculate intra-day precision,
accuracy, and inter-day precision (n=7). Limits of detection and quantification were
determined.
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The precision of the stability-indicating method was determined by calculating the coefficient
of variation and the recovery factor was used to score accuracy. The sum of inter-day precision
and relative bias yielded the total error of the stability-indicating method as described in the

accuracy profile method®?,

Statistical test.

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were set at a risk B (risk
concluding that there is no difference when there is one) of 5% and the critical level (CL) at a
risk a (risk concluding that a difference exists which does not in fact exist) of 5%, so that LOD

and LOQ are defined respectively by 2- and 4-times CL.

A non-parametric Wilcoxon test (a=5%) on R software was used to compare pH-values and
osmolality results obtained at the beginning and end of the study for each storage condition
tested.

RESULTS

Forced degradation study.

The chromatograms of the stock solutions were compared with those obtained from the
forced degradation study (Supplementary data A1, A2, A3). There was interference neither
between peaks of insulin aspart and the degradation products, nor between peaks of insulin
aspart, phenol and metacresol. Metacresol was eluted at 4.0+0.1 min, phenol at 2.6+0.2 min,
and insulin aspart at 5.6£0.1 min.

Insulin aspart degradation under acid conditions yielded four degradation products
eluted at 2.4, 8.2, 13.0, 13.6 min. Basic degradation led to the apparition of two major peaks
eluted at 2.0 and 3.5 min, two minor peaks at 2.3 and 7.4 min, and multiple little peaks between
10.4 and 15.5 min. Exposure to heat caused the formation of multiple peaks eluted at 1.9, 2.3,
7.4,8.2,11.3,13.0 and 14.0 min. Finally, insulin aspart degradation under oxidative conditions
revealed five new peaks eluted at 2.1, 4.8, 8.2, and 11.5 min.

For phenol degradation, acid and basic conditions led to the formation of the same
degradation products eluted at 0.8, 0.9 and 1.1 min respectively. Thermal degradation resulted

in the formation of two degradation products (elution time: 0.7 and 0.9 min). Phenol exposed
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to oxidative conditions degraded into three degradation products (elution time: 1.1, 1.2, 1.4, 2.0

min).

Concerning metacresol degradation, neither acid nor basic conditions led to the

formation of any degradation products.

High Performance Liquid Chromatography validation assay for 0.5-1.5U/mL range

insulin solutions.

The results for calibration ranges are presented in Table 1.

Table 1. Calibration results. Legend: ANOVA for analysis of variance.

Parameters Values for the | Values for the | Values for  the
insulin aspart | phenol calibration | metacresol
calibration range range calibration range

Range 0.5-1.5U/mL 0.15-2.25ug/Ml 0.172-2.580ug/mL

Cochran test

e Experimental value | 0.25 0.25 0.27
e Theoretical value
(0=5%1;8) 0.2823 0.2823 0.2823
Correlation test (ANOVA)
e Experimental value | 126991.73 263823.26 389147.88
e Theoretical value
(0=5%) 3.99 3.99 3.99
Non-linearity test
(ANOVA)
e Experimental value | 0.97 1.65 291
e Theoretical value
(0=5%31;8) 2.09 2.09 2.09
Regression coefficient
e Slope 2409.721 2260.273 2242.096
e Intercept -44.964 -2.401 -16.183

Correlation coefficient 0.9999 0.9999 0.9999

Limit of detection 0.0250U/mL 0.0090pg/mL 0.0091pg/mL

Limit of quantification 0.0500U/mL 0.0181pg/mL 0.0182pg/mL

The results revealed correlation coefficients equal to 0.9999 between the areas of the

peaks and the concentrations of the three analytes; this confirms the linearity of the calibration

curves with a confidence level of 95%. The variations in insulin aspart, phenol and metacresol
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concentrations accounted for 99.99% of the variation in areas under their corresponding peaks.
Accuracy and relative bias results did not exceed the acceptance thresholds, which are [90-
110%] and <10% respectively (Supplementary data A4).

The results of the validation assay confirm the reliability of our method.
Chemical stability.

Initial insulin aspart concentrations were 1.04+0.05 U/mL (n=3) and 1.00+0.00 U/mL
(n=3), initial phenol concentrations were 1.50+0.04pg/mL and 1.50+0.02ug/mL, and initial
metacresol concentrations were 1.72+0.05ug/mL and 1.72+0.03pug/mL in PP syringes and COC
vials (with expected values at 1 Unit/mL, 1.50 and 1.72 pug/mL respectively).

According to the results (Figure 1), chemical stability (> 90%) was maintained over the
365-day study-period for insulin solutions stored at refrigerated temperature in COC vials and
PP syringes. The chemical stability of insulin was maintained for 3 months in upside-down and
upright COC vials at ambient temperature and for 1 month in PP syringes stored in the same
conditions. Chemical stability of metacresol and phenol was maintained for the whole study-
period in COC vials. However for metacresol it was maintained for less than 1 month (M1) at
ambient temperature and for eleven months (M11) at refrigerated temperature in PP syringes.
Lastly, for phenol, chemical stability was maintained for ten months (M10) at ambient
temperature in PP syringes.

The additional sampling following storage for one month at ambient temperature after
3, 6,9, or 12 months at refrigerated temperature in COC vials showed that insulin, metacresol
and phenol retained their chemical stability during the supplementary 28 days (Supplementary
data Ab).

Physical stability of insulin solution
Initial parameters.

Freshly prepared solutions were transparent and without visible particle contamination.
The initial physical parameters are presented in Supplementary data A®6.
Solutions remained clear and colorless throughout the study period, even for the additional
sampling.

212



Sub-visible particulate contamination assay.

Results are presented in Supplementary data A6. For solutions stored in upright or
upside-down COC vials, the number of sub-visible particles met the required criteria throughout
the study period whatever the storage temperature. For PP syringes, the number of sub-visible
particles exceeded the EP acceptance limits from the second month (M2) for particles >10um
for both storage temperatures, from the third month (M3) and ninth month (M9) for particles
>25um at ambient and refrigerated storage temperatures respectively. The number of sub-
visible particles remained within acceptance thresholds for the additional sampling conditions
(Supplementary Data AS8).

pH monitoring and osmolality assay.
No significant difference was noted between pH-values (Figure 2, n=3, p-value >0.07)
and osmolality values (Table 2, n=3, p-value>0.06), measured at the beginning and end of the

study in all compared conditions.

Table 2. Results of osmolality assay. Legend: M, month; RH, relative humidity.

Storage temperature +25°C+2°C, 60%RH +5°Cx3°C
Time of measurement M4 M12
Upright vials Osmolality values (mOs- 287 + 2 286 + 1
mol/kg)
Time of measurement M4 M12
Upside-down vials | Osmolality values (mOs- 288 + 3 285 + 1
mol/kg)
Time of measurement M2 M12
Syringes Osmolality values (mOs- 286 + 1 286 + 1
mol/kg)

These two parameters also remained stable in the additional sampling conditions

(Supplementary Data A9).

Sterility assay
Sterility was maintained throughout the 12-month study for every solution stored refrigerated
and up to the sampling date for those stored at ambient temperatures. It was also maintained at

the end of each tested condition for COC vials additional sampling.
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DISCUSSION

This is the first study focusing on the long-term stability of diluted 1 Unit/mL insulin
aspart solutions. Previous studies dealt with the stability of marketed undiluted insulin solutions

53-55 56-58 or glass vials®”*°. Few results on diluted

(100U/mL or more), insulin pumps°°°, syringes
insulin stability have been published®®®2 and these were short-term stability studies not
involving insulin aspart. Only two publications concerned insulin aspart®*®, Most studies
focused on insulin concentration, neglecting preservative or particulate contamination. A recent
study dealt with the influence of storage containers on the stability of insulin aspart*®. HPLC-
UV was chosen for our stability-indicating method to obtain simultaneous specific
quantification of insulin aspart and its two phenolic preservatives (phenol and metacresol). This
would have been impossible with analytical methods such as chemiluminescent immunoassay®!
or radioactive counting of radiolabeled insulin but possible with LC-MS/MS®3, Saline solution
was chosen as diluent as a recent publication indicated the instability of insulin in 5% dextrose

solution®.

In this discussion, chemical stability (the concentration of insulin aspart and its
preservatives, phenol and metacresol) will be dealt with first followed by the physical stability
of diluted insulin aspart solution (pH, osmolality, sub-visible particulate contamination) .

Insulin aspart concentrations remained stable throughout the study period with storage
at +5°C for both PP syringes and COC vials. This is an improvement on the chemical stability
data previously published on human insulin stored in PP syringes at refrigerated temperature®*
Thus, storage at +5°C ensures the chemical stability of insulin aspart for both containers. Our
results are consistent with the long-term storage duration announced by manufacturers for
solutions stored at +5°C in glass vials; indeed, the dilution from commercial solution to 1
Unit/mL concentration does not affect the chemical stability of insulin aspart, phenol and
metacresol, which is maintained over the 12 months of the stability study; however, in respect
of the summary of product characteristics, they can be administered for only one month after
their first use . Frozen storage was not tested, as the summary of product characteristics for
Novorapid® © does not recommend it and the frequent lack of validated thawing processes
could prejudice insulin stability. In view of the results of insulin aspart chemical stability at
ambient temperature, PP syringes cannot be considered for the long-term preservation of a
diluted (1 Ul/mL) insulin aspart solution. When solutions were stored at +25°C/+60%RH,
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stability was maintained for only three months (90 days) in COC vials and one month in PP
syringes.

Certain assumptions may explain the decrease in insulin potency. The first is insulin
degradation by heat as the degradation peaks due to loss of stability corresponded to the
degradation products related to heat exposure in our forced degradation study. The second is a
sorption phenomenon of insulin, known to occur especially with plastic materials. Insulin
adsorption is most common on the container, increasing the risk of clinical insulin inefficacy®
and potentially reducing insulin potency. This phenomenon depends on the type of plastic
materials (insulin adsorption is already described with polyvinylchloride3!6265-69 ethylene
vinyl acetate’® and PP%2%7 containers as well as medical devices for administration®®4!) and also
on the diluent (i.e. lipid emulsion or amino acids which increase insulin recovery’). Other
relationships are well established between infusion rate, drug concentration®, contact time™
and adsorption. In a previous study, regular insulin seemed not to adsorb more than 5% over
24h at 4°C or 25°C on PP®, Our study showed a comparable proportion of insulin aspart
adsorption over the first month. However insulin losses in PP syringes occurring earlier than in
COC vials may indicate that insulin adsorption varies according to plastic materials and storage
temperature over a long period, reinforcing how important the choice of container materials and
storage conditions’? is. The slower decrease in insulin concentration in COC vials could be
explained by the smaller contact surface compared to PP syringes, or by insulin sorption on the
isoprenic polymer constituting the syringe plunger. Recent research has shown that insulin
adsorption can be predictable but varies depending on materials and contact surface which can
modify the absorption capacity of the plastic?®2. These sorption phenomena are enhanced in
the present situation, because the contact between insulin solution and plastic materials is static.
A parallel can be drawn with the increase in adsorption when the flow rate decreases in
polyethylene or PVC infusion lines?®%2. The third assumption is the sorption phenomena of
phenolic preservatives (phenol and metacresol). Their ability to permeate has already been
described with PVC* (for phenol and metacresol) or PP (for metacresol)®®. These excipients
aim to ensure sterility and to stabilize insulin aspart in its hexameric conformation, in
association with zinc ions. Phenol depletion could be the cause of insulin aspart instability®2
and could provoke the transition from insulin aspart hexamer to dimer or even to monomer’3,
In the present work, metacresol concentration did not decrease, except in PP syringes at
+25°C/60%RH and +5°C where it remained over the 90% stability threshold for less than 1
month (27 days by estimation (data not shown)) and 11 months respectively. Moreover, phenol

concentration did not decrease, except in PP syringes at +25°C/60%RH, remaining over the

215



90% stability threshold for 9 months. There was less interaction of insulin or its preservatives
with COC than with PP.
The longer stability of 1 Unit/mL insulin solution in COC vials (either upright or upside-down)
is related to the inertness of both the vial body and stopper. Finally, some publications suggest
that the sterilization method of containers may also influence interactions, especially for the
preservatives’®. For COC-vials, the manufacturing steps are carried out in aseptic conditions
and require no sterilization.

pH and osmolality values remained constant whatever the condition tested. pH stability
is important for insulin stability, to prevent isoelectric precipitation’® and fibrillation>® of the

protein. Iso-osmolality to plasma is intended to avoid endothelial damage.

For the sub-visible particulate contamination assay, results remained under the
acceptance thresholds*® when insulin was stored in COC vials, but these thresholds were very
rapidly exceeded (after 1 month) for both ambient and refrigerated storage in PP syringes. This
particulate contamination should be examined more precisely in future studies. The loss of
container integrity could have accounted for sub-visible particulate contamination, but a dye-
ingress test already ruled out this hypothesis in a previous study’’. Moreover, if the containers
had lost their integrity, sterility would not have been maintained. Insulin aggregation is a
hypothesis, which could explain this particulate contamination. This phenomenon, which can
be worsened by the presence of silicon oil in syringes’®, has already been described for aspart
insulin in PP™®, As the aim of this study was to assess the stability or instability of 1 Unit/mL-
insulin solutions, aggregation of the peptide was not examined. Finally, sterility was maintained

over the study period, in all conditions.

To complete this study, an assessment of other instability-indicating parameters is
required (i.e maintenance of the hexameric conformation of insulin aspart, detection and
quantification of desamido insulin aspart or high molecular weight products by size exclusion
chromatography)>°#°. Our results cannot be extrapolated to other insulin analogues because
stability can be linked to amino acid composition or excipient formulation®® or to other plastic

materials or storage conditions because of the complexity of container/content interactions.

CONCLUSION

Among the different ways of storing insulin aspart at 1 Unit/mL, the best solution
appears to be the COC vial stored at refrigerated temperature (12-month stability). Stability was
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maintained for an extra month when stored at ambient temperature after one year’s refrigerated
storage. Long-time storage should be avoided whether in COC vials (3-month stability) and PP
syringes (barely 1-month stability) stored at ambient temperature, or in PP syringes stored at
refrigerated temperature (1-month stability). Sterility, which is required by USP 797 for

compounded preparations, was not a limitation to this study.
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FOOTNOTES

a. Insulin aspart commercial solution (100 U/mL), Novorapid®, Novo Nordisk, Bagsveerd,
Danemark. Lot number HS67M70; HS64T53.

b. Acetonitrile HiPerSolv Chromanorm, Fontenay-sous-Bois, France. Lot number
18D241601.

c. Anhydrous sodium sulfate, Carlo Erba, Darmstadt, Germany. Lot number
V5F794106B.

d. Ultrapure water, Purelab® classic system, ELGA Véolia, Wasquehal, France.

e. Ortho-phosphoric acid solution (85%), AnalaR NORMAPUR® VWR International. Lot
number 1725488.

f.  Sodium hydroxide solution (35%), AnalR NORMAPUR®, VWR International. Lot
number 17A234001.

g. 50 mL- polypropylene luer lock syringes Plastipak®, Becton Dickinson, Le Pont-de-
Claix, France.

h. 50 mL-AT-Closed® vials, Aseptic Technologies, Gembloux, Belgium.

i. M1 filling station, Aseptic Technologies, Gembloux, Belgium.

j. Peristaltic pump: Flexicon Pump PF6, Watson Marlow, La Queue Lez Yvelines, France.
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V.

High performance liquid chormatographic system Agilent® 1260 Infinity LC, Les Ulis,
France.

C18 column, Kinetex 2,6 um 100 x 2,1 mm, coupled with the dedicated C18 cartridge,
Phenomenex, Le Peck, France.

Controlled atmosphere, Laminar flow MaxiSafe 2020, Thermo Scientific, Saint

Herblain, France.

. Hydrochloric acid (10M), Mercl KGaA, Darmstadt, Germany. Lot number

K48019617624.

Hydroxide sodium (10M), Cooper®, Melun Cedex, France. Lot number 08G220001.
Crystallized phenol, EP grade Cooper®, Melun, France. Lot number 11H300008.
Metacresol (99%) Sigma-Aldrich®, St-Louis, USA. Lot number SHBD0627V.
Hydrogen peroxide 3 vol, Gilbert®, Hérouville Saint-Clair, France. Lot number
AC2291.

Heated chamber, Binder® ED 115, Tuttlingen, Germany.

Hanna® HI 223 pH-meter, Hanna Instrument®, Michigan, USA.

Light obscuration spectrometer, APSS-2000®, Particle Measuring System, Dourdan,
France.

ChemStation® software, Openlabs CDS, version 01.05.

w. R software Version 1.2.1335, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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KEY POINTS

The stability of pharmacy-diluted 1-Unit/mL insulin aspart saline solution depends on storage

temperature and the type of containers.

At ambient temperature, the beyond-use-date of pharmacy-diluted 1-Unit/mL insulin aspart
solution compounded in polypropylene (PP) syringes is 1 month; cyclic olefin copolymer

(COC) vials can be stored for 3 months.

The stability of pharmacy-diluted 1-Unit/mL insulin aspart saline solution was maintained for

1 month in PP-syringes and for 12 months in COC vials stored under refrigeration (+5°C.)

225



FIGURES

Figure 1. Insulin aspart, phenol and metacresol concentrations in 1 Unit/mL Novorapid® solution diluted in saline and stored in either COC vials
or PP syringes at ambient (+25°C/60% relative humidity) and refrigerated (+5°C) temperatures. Legend: C/C0O (%) represents the ratio of the

concentration of insulin aspart, phenol and metacresol at day D to their initial concentration on the preparation day. Error bars are included in all
graphs, but only the highest values are visible because of the scale.
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Figure 2. pH values of insulin solution (Novorapid® diluted 1:100 in saline) in syringes and
upright and upside-down vials at either +25°C with 60% relative humidity, or +5°C (n=3). Error

bars are included but are not visible due to the scale.
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2.5.Conclusion sur 'ensemble des études de stabilité

Ces résultats nous permettent de conclure sur la compatibilité de la préparation
de seringues ou de flacons en COC préts a I'emploi contenant du midazolam 10 mg/mL
(2 partir d’'une solution commerciale de midazolam 50mg/10mL, Mylan), de la
noradrénaline bitartrate 0,2 et 0,5 mg/mL (a partir d’'une solution commerciale de
noradrénaline 2 mg/mL, Mylan), de la dobutamine 1 mg/mL (a partir d’'une solution
commerciale de dobutamine 250 mg/50mL, Panpharma), et de linsuline asparte 1
U/mL (a partir d’'une solution commerciale d’insuline asparte 100U/mL, Novorapid®,
Novo Nordisk) avec une activité de CIVAS grace a la conservation de leur stabilité sur

le long-terme.

Ces études ont montré de maniére générale un gain de stabilité avec le
stockage a température réfrigérée. La congélation a montré un intérét moindre puisque
les stabilités sont les mémes ou moins importantes que celles obtenues a +5°C, et

qu’il existe un risque lié a la congélation/décongélation en routine.

L’étude de stabilité de la dobutamine diluée a permis de montrer qu’en raison
de I'expansion du volume pris par les solutions qui se solidifient au moment de la
congélation, les flacons en COC de 50 mL ne peuvent contenir qu'un volume de 45
mL si ce type de stockage est choisi ; le choix d’un volume de remplissage supérieur

a 45 mL expose a un risque de rupture du COC.

Ces études font parmi des premieres a démontrer des stabilités de solutions
médicamenteuses injectables dans des flacons en COC. Par ailleurs, ce sont des
études de stabilité particulierement longues par rapport aux données classiquement
retrouvées dans la littérature. Ces études pourront servir de support pour le
développement de CIVAS en permettant d’envisager la production de quantités

importantes de solutions prétes a I'emploi.

En comparaison avec les seringues en PP, les flacons en COC ont montré

plusieurs avantages :

- Une meilleure stabilité chimique ou physique pour certaines préparations
injectables
- La possibilité d’automatiser la préparation, réduisant ainsi le risque d’erreur

humaine et augmentant la productivité
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- Une économie de place concernant le stockage grace a leur petite taille
optimisée, et un positionnement plus simple dans les armoires réfrigérées ou

les automates de délivrance.

L’avantage conféré vis-a-vis de la stabilité physico-chimique est lié aux
caractéristiqgues du COC qui a une moins bonne perméabilité aux gaz que le PP, et &

une bonne inertie vis-a-vis des composants chimiques.
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PARTIE Il : EVALUATION DE LA CONTRIBUTION DE LA
MODELISATION DANS L’OPTIMISATION DE L’EMPLOI
DES MEDICAMENTS INJECTABLES

La modélisation pharmacocinétique/pharmacodynamique pour optimiser les schémas

thérapeutiques de médicaments injectables

La pharmacocinétique de I'acide tranexamique en curatif dans 'hémorragie du post-

partum
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1. La modélisation pharmacocinétique populationnelle pour optimiser les schémas
thérapeutiques des médicaments injectables.

1.1.Principe de lindividualisation thérapeutique et bases physiologiques de la
pharmacocinétique

La sécurisation de la prise en charge médicamenteuse repose sur le choix par
le clinicien du bon schéma thérapeutique, afin que celui-ci soit aussi efficient que
possible et bien toléré par le patient.

Dans la majorité des situations cliniques, le site d’administration du médicament
différe de son site d’action. On choisit alors d’administrer le médicament par voie orale
ou injectable afin que le médicament soit distribué dans I'organisme par la circulation
sanguine jusqu’a son site d’action. Le passage du médicament de sa forme galénique
a la circulation sanguine consiste en la phase d’Absorption (A)124.125],

En administrant le médicament directement dans le sang circulant, par voie
intravasculaire, on s’affranchit de cette étape.

Une fois absorbé, le médicament transporté dans le sang circulant va étre
distribué dans les tissus et organes de I'organisme en fonction de son affinité avec
ceux-ci : il s’agit de I'étape de Distribution (D). Il va éventuellement, en fonction de son
affinité, se fixer de maniére réversible aux protéines plasmatiques. La fraction libre du
medicament, non liée aux protéines, va pousuivre son chemin jusqu’a son site d’action
en passant éventuellement par les organes de métabolisation et puis va étre éliminée.

Le Métabolisme (M) correspond a la transformation du médicament par
'organisme et est essentiellement le fruit de réactions enzymatiques dont I'action va
soit :

- activer une prodrogue ;
- inactiver un médicament et faciliter son élimination.
L’Excrétion (E) du métabolite ou de la forme non modifiée du médicament

administré est principalement rénale ou biliaire.

On deéfinit par pharmacocinétique clinique [application des principes
pharmacocinétiques a la gestion thérapeutique sire et efficace des médicaments chez
un patient donné. Dans ce cadre, l'effet thérapeutique d'un médicament, pour un
patient donné est souvent lié a la concentration du principe actif au niveau du site

d'action. De ce fait, il serait utile de surveiller cette concentration sur le site d'action,
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mais celle-ci est souvent inaccessible a une observation directe. En revanche, il est
possible de mesurer la concentration du principe actif dans les fluides biologiques tels
gue le sang ou le plasma, l'urine, la salive et d'autres fluides car ils sont faciles a
prélever.

Toutes les hypothéses a la base de la pharmacocinétique clinique sont fondées
sur la notion d’homogénéité cinétique, c’est-a-dire sur la relation prévisible entre la
concentration du principe actif dans un fluide biologique et la concentration au niveau
du site d'action. En d'autres termes, lorsque |'on étudie les concentrations d'un principe
actif dans le plasma, on suppose que ces concentrations plasmatiques sont
directement liées aux concentrations tissulaires qui sont responsables de la correction
du processus pathologigue. Toutefois, cette hypothése n'est pas nécessairement vraie
pour tous les principes actifs. C’est pour cette raison que la pharmacocinétique clinique

ne peut s’appliquer a tous les médicaments.

Selon ces principes théoriques, I'efficacité thérapeutique d’un médicament est
corrélée a sa concentration circulante, elle-méme reliée a la dose administrée.
Pourtant, en pratique, ce concept d’homogénéité cinétique montre une grande
variabilité d’'un patient a un autre ; ainsi une méme dose peut donner chez différents
patients des réponses thérapeutiques différentes.

De nombreux facteurs pharmacocinétiques entrainent une variabilité des
concentrations plasmatiques de principes actifs et par conséquence une variabilité des
réponses pharmacologigues. Parmi ces facteurs, il est possible de citer les facteurs
influencant :

e L’absorption du médicament. Par exemple, I'absorption d’'un médicament par
voie intramusculaire dépendra de la masse musculaire du patient et donc
indirectement de sa masse corporelle et de son age. Un autre exemple est le fait
que l'absorption d’'un médicament par voie orale pourra dépendre du pH
gastrique et intestinal au moment de la prise du médicament.

e Ladistribution du médicament peut dépendre du rapport masse maigre/masse
grasse d’un patient et donc indirectement de sa masse corporelle et de son age ;
mais également de la liaisons aux protéines plasmatiques et donc de la
concentration en protéines plasmatiques.

e Le métabolisme du médicament. Celui-ci dépendra de 'activité des enzymes

de métabolisation, situées majoritairement dans le foie et l'intestin. L’activité
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enzymatique sera ainsi dépendante du patrimoine génétique du patient, mais
également de certaines pathologies comme [I'insuffisance hépatique, par
exemple.

e L’excrétion rénale du médicament. Cette excrétion est liée a la capacité de
filtration des reins, dont les marqueurs fonctionnels principaux sont la clairance
a la créatinine et le débit de filtration glomérulaire.

e La prise concomitante d’un autre médicament. Cette prise concomitante de
médicaments est a [lorigine de plusieurs interférences au niveau
pharmacocinétique telle qu’'une modification de la fixation sur les protéines
plasmatiques, ou encore une modification de la métabolisation. Toutes ces

interférences sont connues sous le terme d’interactions médicamenteuses.

Ainsi, pour une méme dose d’'un médicament administrée chez des patients
différents, les concentrations circulantes peuvent varier fortement et engendrer une
variation de l'effet thérapeutique. Pour un certain nombre de médicaments, cette
variabilité n’aura pas d’'impact clinique ; et dans cette situation, une posologie fixe peut
étre administrée chez I'ensemble des sujets pour un effet thérapeutique attendu
similaire. En revanche, pour d’autres médicaments, la variabilité aura un impact
clinique et 'adaptation posologique individuelle sera un enjeu pour la guérison clinique
du patient et la tolérance du traitement. Sont particulierement concernés par cette
problématique les médicaments dits « a marge thérapeutique étroite », c’est-a-dire
pour lesquels les concentrations efficaces et toxiques sont proches.

Pour ces médicaments, un suivi thérapeutique pharmacologique (STP) peut se
révéler nécessaire. Ce STP est défini comme ['utilisation des procédures de dosage
pour déterminer les concentrations des principes actifs dans le plasma, ainsi que
I'interprétation et I'application des données résultantes pour développer des protocoles
thérapeutiques slrs et efficaces ; la finalité du STP est de construire un schéma
thérapeutique grace auquel la concentration sanguine du principe actif au cours du

temps depuis son administration fluctue dans la marge thérapeutique (Figure 22).
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Figure 22 - Schématisation du concept de fenétre thérapeutique (production originale,

créée avec BioRender.com).

Comme nous l'avons vu précédemment, le devenir d'un principe actif dans
l'organisme peut étre tres complexe, car plusieurs processus (tels que I'absorption, la
distribution, le métabolisme et I'excrétion) agissent differemment pour modifier les
concentrations en principe actif dans les tissus et les fluides biologiques. Il est donc
nécessaire de simplifier 'ensemble de ces processus corporels pour prévoir I'évolution
dans le temps d'un principe actif dans lI'organisme. L'une des fagons de procéder a ces
simplifications est d'appliquer des principes mathématiques aux différents processus.
La méthode la plus classique qui est utilisée est la représentation du corps en différents
structures reliées entre elles. Cette représentation est souvent appelée « modéle ». La

construction et le choix du modele le plus adapté, est dénommeée « modélisation ».
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1.2.Outils de modélisation pharmacocinétique

La modélisation pharmacocinétique consiste a expliquer I'évolution de la
concentration du médicament en fonction du temps grace a une ou plusieurs équations

mathématiques intégrant plusieurs parametres explicatifs.

Conceptuellement, on distingue deux approches de pharmacocinétique,

'approche non compartimentale et 'approche compartimentale.

1.2.1. L’approche non compartimentale
1.2.1.1. Théorie

L’approche non compartimentale (ANC) a été décrite de maniére générale par
Yamaokal?l puis, par Cutlerl®?”] pour le calcul spécifigue du temps moyen
d’absorption. Riegelman et Collier!??8] ont retravaillé et clarifié ce concept, donnant lieu
a la théorie du moment statistique.

La théorie du moment statistique et I'application a la pharmacocinétique
reposent sur le principe que le mouvement de molécules de médicament prises
individuellement, a travers un compartiment du corps, est régi par une probabilité129],
En effet, comme les molécules de médicaments sont indépendantes, les unes des
autres, elles ne vont pas toutes, transiter a la méme vitesse dans un compartiment.
Leur temps de transit va varier autour d'une valeur moyenne. On parlera donc de
Temps de Transit Moyen (TTM). On démontre selon ce concept que le temps moyen
de séjour (TMS) est défini par la formule suivante :

TMS:J F(t)dt
0

Ou F(t) est la fraction restante de molécule a chaque instant t
On peut donc définir F(t) comme
QT - Qt

R ==~

Ou Qr est la quantité totale présente dans le compartiment étudié et Q: la quantité

éliminée de ce compartiment dans l'intervalle 0 a t.
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On sait que ces quantités peuvent s’exprimer mathématiguement de la maniére

suivante :

Qr = j:oc(t)dt

Et

Q; = ftc(t)dt

Ou C(t) est la fonction d’évolution de la concentration en fonction du temps.

Doncona:

[ c®dt — [ c(t)dt
Jy e(®yat

F(t) =

Soit

(2 e®dt — [ c(tydt
e J;) Jy c(®)at

Il est possible de démontrer que cette fonction se simplifie de la maniére suivante :

“t.c(t)de
TMS = foo.+
J, c@®dt
On peut alors définir le TMS comme le rapport suivant :

Ou 'ASMC correspond a l'aire sous la courbe du moment statistique en fonction du

temps.

o)

ASMC =J tC(t)dt
0

Et ou I'ASC correspond a l'aire sous la courbe de la concentration plasmatique en

fonction du temps.

ASC =f C(t)dt
0
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1.2.1.2. Détermination du TMS

Pour déterminer le TMS a l'aide du calcul de TASMC et de 'ASC, il est possible
de ne pas avoir recours au lissage de courbe et d’'utiliser la méthode des trapezes,
encore appelée méthode linéaire ou la méthode alternative dénommeée méthode dite

log-linéaire (Figure 23).
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Figure 23 - Principe de I'analyse non compartimentale, de la méthode linéaire des
trapezes et de la méthode log-linéaire des trapézes (production originale, créée avec

BioRender.com).
L’ASC, dans la méthode linéaire, est la somme des surfaces des trapézes tracés

suivant la courbe d’évolution des concentrations plasmatiques d’'un médicament en

fonction du temps, tel que :
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t

C,+C
ASCt = Z “n ntl oAy
2
0
A moins que I'on ait échantillonné suffisamment longtemps dans le temps pour
gue les concentrations soient négligeables, 'ASC telle que définie ci-dessus va sous-
estimer la véritable ASC. Il peut donc étre nécessaire d’extrapoler la courbe jusqu'a ce
que t tende vers l'infini ; ce qu'il est possible de faire en calculant le rapport entre le
dernier point de concentration mesuré et la constante d’élimination, calculée

graphiquement :

t
°° C,+C Cri
Asczf C(t)dtzzn—”“AH fin
0 - 2 ke

La surface extrapolée doit idéalement étre la plus petite possible par rapport a

la surface totale. En théorie, 'ASC°ne devrait pas dépasser 20-25% de I'ASC totale.

La méthode linéaire surestime la surface pendant la phase descendante en
supposant que I'élimination est de premier ordre (Figure 23). Cette erreur de sur
estimation est plus prononcée si l'intervalle d'échantillonnage At est grand par rapport
a la demi-vie. Les surfaces peuvent étre donc calculées au moyen de la regle log-
linéaire. Il est a noter que I'approximation log-linéaire n'est vraie que si la décroissance
est vraiment mono-exponentielle entre ti et ti+1.

La formule est la suivante :
tn

C,—C,_
ASCH = ) Il (b = )

7 in ( Cn)

De la méme maniére que I'ASC, 'ASMC peut étre déterminée a l'aide de la

méthode des trapézes, selon la formule :

t
ASMC = Z tnCn + tn+lcn+1 At + Cfi121 + tfianin
2 ke ke

0

Grace a cette méthode, il est possible de déterminer de nombreux parametres
pharmacocinétiques en fonction de la voie d’administration. Ainsi, par exemple, avec

une administration intraveineuse, les calculs sont les suivants :
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1
TMSIV = TME ES k_

el

Ou TMS,, est le Temps Moyen de Séjour aprés une administration
intraveineuse, TME est le Temps Moyen d’Elimination, k., est la constante de vitesse

d’élimination

Dans le cas d’'une administration extravasculaire, le Temps Moyen de Séjour
du médicament sera égal a la somme des Temps Moyens d’Absorption et
d’Elimination ; en effet, a 'inverse de 'administration intraveineuse, le Temps Moyen
d’Absorption est non nul pour les médicaments administrés par voie orale.

Ainsi, TMSg, = TMA + TME

Soit encore, TMA = TMSg, — TME = —

a

Avec TMSg,, le Temps Moyen de Séjour aprés une administration ExtraVasculaire ;
TME, le Temps Moyen d’Elimination ; TMA, le Temps Moyen d’Absorption, et k, la

constante de vitesse d’absorption.

A chaque découverte d’un nouvel espace cinétique, il sera possible de I'ajouter

au modele précédent.

Du fait de sa robustesse et du fait qu’elle ne suppose aucune hypothése, la
méthode non compartimentale est tres utilisée dans les études précoces de
pharmacocinétique. La pharmacocinétique clinique est, elle, plus souvent basée sur

I'approche compartimentale.

1.2.2. L’approche compartimentale

L’approche compartimentale repose sur I'assimilation d’'un organisme a un
ensemble de boites reliées entre elles. Ces boites sont appelées « compartiments »
et les liens entre ces compartiments modélisent les transferts de quantité de principes
actifs entre eux.

Pour comprendre les calculs basés sur cette théorie, il est nécessaire de poser
3 postulats :

e La quantité dans le compartiment est toujours homogene au sein de celui-ci

(postulat 1),
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e Les échanges entre chague compartiment seront caractérisés par des
constantes d’élimination (postulat 2),

e Les compartiments ne sont pas représentatifs d'un organe (postulat 3).

1.2.2.1. Définition des parametres : volume, constantes de transfert, constantes
d’élimination et clairance.

Chague compartiment est caractérisé par une quantité et un volume. Ce volume
correspond au volume fictif dans lequel est distribué homogenement (postulat 1) la
quantité de principe actif. Il est souvent exprimé en litres. Si le modéle contient
plusieurs compartiments, le volume de distribution correspondant au volume du
compartiment 1, souvent appelé compartiment central (souvent assimilé au sang
circulant) dans lequel est distribué le principe actif. Il peut étre rapporté au poids

corporel du sujet, et s’exprime alors en litres/kilogrammes (L/kg).

Les échanges de médicaments entre les compartiments sont caractérisés par
des constantes de transfert (kxv), appelées « micro-constantes » (postulat 2). Elles

représentent le lien entre la quantité de principe actif (Qy effectivement présente a
'instant t dans un compartiment X et la vitesse de transfert du principe actif (‘%X) vers

un autre compartiment selon la formule :

aqQ
d_tX = tkyy - Qx

Ou le signe devant la constante de transfert signifie transfert entrant quand il
est positif et sortant quand il est négatif. Les indices X et Y signifient que la constante
de transfert représente le flux du compartiment X vers Y, et n correspond a l'ordre de
la réaction.

Ces constantes de transfert sont ainsi également appelées constantes de
vitesse et elles s’expriment comme l'inverse d’une unité de temps.

Quand il existe une relation entre la vitesse de transfert et la quantité de
meédicaments présente dans le compartiment, cela signifie que n=1, on parle alors
d’'une cinétique d’ordre 1.

Il existe le cas ou n=0, dans ce cas la cinétique se caractérise par une équation

du type :
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dQ
@ =

Dans ce cas, la vitesse de transfert est constante au cours du temps et ne
dépend d’aucune variable. Cette situation est rencontrée lors des administrations par
perfusion ou lors des transferts pour lesquels la vitesse maximale est atteinte, comme
par exemple, lors d’'une capacité de métabolisation saturée.

La derniere cinétique découle des 2 précédentes. En effet, il est démontré
gu’entre le moment ou une cinétique est d’ordre 1 et le moment ou elle devient d’ordre
0, il existe une phase intermédiaire ou la cinétique est dite michaelienne, elle dépend
de 2 variables (postulat 2), de la vitesse maximale (Vmax) et de la concentration
nécessaire pour atteindre 50% de la vitesse maximale (Km) et répond a I'équation
suivante :

dQX -+ Vinax Qx
dt K, + 0y

Il est possible de convertir les constantes de transfert en clairance grace au

volume du compartiment dont elles sont issues selon la formule :
Clyy = kxy " Vx
Les micro-constantes, les volumes et les clairances sont considérés comme des
parametres « fixes » car ils ne varient pas en fonction du temps, pour un individu

donné.

1.2.2.2. Représentation des modeles compartimentaux

L’évolution de la quantité de médicament qui occupe chaque compartiment peut
étre représentée selon un systéme d’équations différentielles décrivant le bilan

entrées-sorties du médicament vis-a-vis de chaque compartiment.

Comme il a été précisé dans les lignes précédentes, les constantes de transfert
sont définies par la lettre k suivi de 2 chiffres afin de décrire le flux. Ainsi si on veut
gualifier le transfert du compartiment 1 vers 2, on utilisera la dénomination suivante

ki2. Pour le flux inverse du compartiment 2 vers 1, la dénomination deviendra k2i.

Il existe 2 exceptions fréquentes a cette nomenclature. Le flux entrant dans le
compartiment 1 doit étre dénommé ko1 or il est usuellement appelé ka pour constante
d’absorption. De méme, le flux sortant du compartiment 1 devrait étre dénommé k1o or

il est usuellement appelé ke ou kel, pour constante d’élimination.
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Pour illustrer ces concepts, les Tableaux 13, 14 et 15 regroupent les
représentations graphiques des modeles mono-, bi- et tri- compartimental,
usuellement utilisés en pharmacocinétique clinique par approche compartimentale et

les systemes d’équations différentielles qui les décrivent.
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Tableau 13 - Représentation générale des modéles compartimentaux usuellement
utilisés en pharmacocinétique clinique aprés une administration intraveineuse directe
(bolus).

Représentation graphique Systéme d’équations différentielles
Compartiment 1 dQ1
pC”\,\h W = —ke X Q1

lke

Excrétion du
médicament

dQ

1
—— = ka1 X Q2 — (ke + k12) X Q1
k21 dt
Compg{ti/r?enﬂ 4: Compgzrt‘{/n;emz dQZ
' —— =k12 X Q1 — k21 XQ:
dt
lke
Excrétion du
médicament
. dQ
o] rtiment 3 1
ompartimen T —ke X Q1 — (kiz + k13) X Q1 + k31 X Qs
k31 H ki3 + k31 X Q3
dQ;
—2 = kyp X Qq — kpy X
Compartiment 1| +——|Compartiment 2 dt 12 Ql 21 QZ
Vi k12 V2
dQs
—— = k3 X Qq — k31 X Q3
lke dt

Excrétion du
meédicament

Légende : Q; : quantité de médicament dans le compartiment 1, @, : quantité de médicament dans le
compartiment 2, Q5 : quantité de médicament dans le compartiment 3, k,,etk,4 : constantes de transfert

entre les compartiments 1 et 2, ki3etk;, : constantes de transfert entre les compartiments 1 et 3, k, :

constante d’élimination a partir du compartiment 1
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Tableau 14 - Représentation générale des modéles compartimentaux usuellement

utilisés en pharmacocinétique clinigue aprés une perfusion intraveineuse.

Représentation graphique

Systéme d’équations différentielles

k0
— » [Compartiment 1
C1, V1

lke

Excrétion du
médicament

dQ
d—tlzko—kerl

k0 K21 X
—, [Compartiment 1| «—— | Compartiment 2

C1, V1 > C2, V2
k12
l ke
Excrétion du
meédicament

o,

ar ko +kyy X Qy — (ke + kq12) X Q4
dQ
_dtz =kyz X Q1 — ka1 X Q3

Compartiment 3
C3V3

k37 l[ k13

k0 k21
—|Compartiment 1 | *——; | Compartiment 2
C1, V1 Cz, V2

[

Excrétion du
médicament

k12

dQy

dt

=ko—kexQp — (k1z +ky3) X Q1 +kp1 X Q3

+ k31 X Q3
dqQ
d_t2=k12XQ1—k21xQz
dQs
E=k13XQ1—k31XQ3

constante d’élimination a partir du compartiment 1

Légende : Q; : quantité de médicament dans le compartiment 1, @, : quantité de médicament dans le
compartiment 2, Q5 : quantité de médicament dans le compartiment 3, k,,etk,; : constantes de transfert

entre les compartiments 1 et 2, ki3etk;, : constantes de transfert entre les compartiments 1 et 3, k, :
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Tableau 15 - Représentation générale des modéles compartimentaux usuellement

utilisés en pharmacocinétique clinigue aprés une administration extravasculaire.

Représentation graphique

Systéme d’équations différentielles

d
D W e &:_kaxQGl
: Qa | — Compcan{;nenn dt
| 1, V1
R dQ,
— =k, X —k, X
i P dt a X Qcr e X Q1
Excrétion du
médicament
d
P ke k21 QGIZ_kaXQGI
1 Qa :4. Cumpacr:tivenn — Compgrlwenlz dt
I 1,V - 2, V2
Lo | k12 dQl _
lke ar =ka X Qg+ kag X Qy — (ke + kq2) X Qq
107}
mdeaman: ar kiz X Q1 — ka1 X Q
dQqr
= —k, X
dt a QGI
Compartiment 3
CaVa dQ1 _
W—kaXQGI—keXQ1—(k1z+k13)XQ1
k31 ” ki3 + k21 X QZ + k31 x Q3
:_____-;ka k21 ) sz
IL ) _Oi ) _:—b Comp(:l:tLTel’lt'l 4; Compg;tl\:'-rzlentz dt — k12 X Q1 _ k21 X Qz
dQs
l“ 7r 3 X Q1 — k31 X (5

Excrétion du
médicament

Légende : Q; : quantité de médicament dans le compartiment 1, @, : quantité de médicament dans le
compartiment 2, Q5 : quantité de médicament dans le compartiment 3, Q;: quantité de médicament dans
le tractus gastro intestinal, kq,etk,; : constantes de transfert entre les compartiments 1 et 2, k;zetks; :

constantes de transfert entre les compartiments 1 et 3, k,: constante d’absorption, k., : constante

d’élimination a partir du compartiment 1

La résolution de ces systémes d’équations différentielles permet généralement

d’obtenir des équations de type :

Q.(t) = A x e~**t pour le modéele monocompartimental




Q:(t) = A x e=®t 4+ B x eF*t pour un modeéle bicompartimental
Q:(t) = Axe ™t + Bx e PXt + ¢ x e "t pour un modeéle tricompartimental

Ainsi I'évolution des concentrations en principe actif dans le compartiment

central suit une courbe d’allure mono-, bi- ou tri-exponentielle.

1.3.Introduction a la pharmacocinétique populationnelle

La base de Ila modélisation en pharmacocinétique par approche
compartimentale repose sur la construction du « modeéle structurel », qui consiste a
déterminer le nombre de compartiments et les flux de transfert entre eux ; ceci permet
de déterminer les fonctions mathématiques qui décrivent le plus fidélement possible
les concentrations mesurées.

Il existe 2 approches pour modéliser, par approche compartimentale, la
pharmacocinétique d’un principe actif.

La premiere approche dite individuelle consiste a ajuster un modeéle donné a
chaque cinétigue obtenue chez un individu donné. Ensuite tous les parametres
obtenus sont présentés par leur moyenne et I'écart-type. Pour exploiter les données
de plusieurs patients a des fins de construction d’'un modéle par cette approche
individuelle, il est nécessaire que le schéma d’administration du médicament et le
schéma de recueil des concentrations plasmatiques soient identiques pour tous les
patients. Cette méthode nécessite donc une rigueur importante dans sa réalisation et
un nombre de concentrations mesurées par patient conséquent. Cette approche est
souvent utilisée dans le cadre des essais cliniques de phase précoce quand les
données pharmacocinétiques sont encore peu nombreuses.

La seconde approche dite populationnelle s’intéresse a la pharmacocinétique
d’'un principe actif au sein d’'un groupe d’individus d'ou sa dénomination de
pharmacocinétique de population. Cette approche confere la possibilité de quantifier
la variabilité de la cinétique du médicament entre les sujets, appelée variabilité inter
individuelle, mais également la variabilité résiduelle, c’est-a-dire celle liée a d’autre
événements telle que I'erreur de dosage ou d’heure de prélévement... En 1984, L.B.
Shiener résumait cette approche de la maniere suivante: «Les parametres
pharmacocinétiques de population quantifient, pour la population étudiée, la

pharmacocinétique moyenne, la variabilité interindividuelle et la variabilité résiduelle,
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incluant la variabilité intra-individuelle et I'erreur de mesure»'39, Cette derniére
méthode demande l'intégration des statistiques dans la construction des modeéles

pharmacocinétiques.

1.3.1. Intégration du concept statistique a la modélisation : le modele
pharmaco-statistique

La statistique peut étre définie comme une théorie de la description d'un
phénoméne incertain, percu au travers de données décrites comme des observations

d’'une variable X.

1.3.1.1. Considérations purement statistique sur la fonction de vraisemblance.

Considérons une variable X dont les observations font un jeu de données (xu,
X2, ..., Xn). Cette variable X suit une loi de distribution f(X v 8) ou 8 est un vecteur de
parametres dont les valeurs ne sont pas connues.

Déterminer une valeur 6 permettant de décrire au mieux le jeu données observé
X (X1, X2, ..., Xn) revient & déterminer la valeur 8 qui maximalise la probabilité de
trouver les observations (x1, X2, ..., Xn). Pour trouver cette valeur 6, on détermine une
fonction de vraisemblance L(X v 8) qui décrit la probabilité d’observer les différentes
valeurs de X (x1, X2, ..., Xn) Selon le vecteur 6. Ainsi cette fonction de vraisemblance
est obtenue en effectuant le produit des probabilités définissant la loi de distribution
f(Xv@) soit :

L(X16) = L(xp, Xy, o %) = nf(X )
i=1

La valeur 8 qui maximalise la fonction précédente est la valeur qui rend nulle la
dérivée premiere de L soit :

oL(X|0) .
0

1.3.1.2. Application a la pharmacocinétique de la fonction de vraisemblance.

En pharmacocinétique, les parametres pharmacocinétiques fixes sont
généralement considérés comme suivant une distribution lognormale. Ceci s’explique

par le fait qu’une distribution lognormale est toujours positive ; elle s’étend de 0 a +o
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et est centrée sur la moyenne géométrique de la population ; alors qu’une distribution
normale s'étend de —» a +o et est centrée sur la valeur moyenne arithmétique de la
population. Or, il existe des limites physiologiques aux parameétres
pharmacocinétiques : ils ne peuvent pas étre négatifs mais peuvent étre infiniment
grands ; ainsi la distribution lognormale est plus représentative de la distribution

attendue des parametres pharmacocinétiques que ne le serait la distribution normale.

En conséquence, en pharmacocinétique, on travaille surtout avec des modéles
exponentiels. Cela signifie que notre variable X, c’est-a-dire la concentration, suit une
loi de distribution du type :

f(X16) = ge0xi
Dans un ensemble de n observations, les valeurs mesurées sont appelées xi.

On peut donc écrire I'algorithme de vraisemblance comme :

n
L(X|0) = 1_[ fe 0%
i=1

Il est souvent préférable d’effectuer une transformation logarithmique de la
fonction de vraisemblance, afin de manipuler une somme de fonction 6 plutét qu’un

produit de fonction 6.

log(L(X16)) = ) (log(8) - 0x)

La fonction log-vraisemblance atteint un maximum pour la méme valeur que la
fonction de vraisemblance. On va donc déterminer la dérivée premiére de la fonction

du log de vraisemblance soit :

alog(L(Xle)) B
96 B

> ()=

=1

Soit encore :

~

Que I'on peut écrire de la maniére suivante :

n
i=1

Ou 6 représente ici I'estimateur du paramétre de la population des n observations.

Q:;I»—k

Aprés réarrangement, il est possible d’obtenir la valeur 6 :
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n
1 1
5=
i=1
Et,
0 = n
i1 Xi

6 est donc l'estimateur qui posséde la plus grande probabilité d’étre prise par le

parametre 6.

1.3.1.3. Considération purement statistique pour établir une loi de probabilité a
posteriori.

Pour un jeu de parameétres 6 donné, l'incertitude sur 6 peut étre décrite par une
distribution de probabilité de densité =(8)sur 8 appelée loi a priori. Cette loi a priori
représente la loi de distribution a partir des données connues. Il existe également une
loi de distribution a posteriori qui consiste a estimer l'incertitude des paramétres a partir
de ce qui est connu. Ainsi, selon le théoreme de Bayes, ces deux lois de distribution
sont reliées entre elles par la formule suivante :

2(O1X) = nn(XIB) -1(6)
Jp f(X16) - m(6)d6

avec :

- 7(0]|X), la probabilité a posteriori d’avoir le jeu de parameétres 6 sachant la
variable X

- w(X|6), la probabilité d’'observer la variable X connaissant le jeu de paramétres
0

- w(0), la probabilité a priori de 6, avec 6le jeu de valeurs de la population,
correspondant a la probabilité d’'occurrence de ce parameétre dans la population
choisie

- fgnf(XIQ)n(H)dG . la probabilité a priori d’observer la valeur X (connaissant le

modele, la dose et le jeu de parametres initiaux 6) soit 7(X),

Sachant que 7(X|0) peut étre assimilée a la fonction de vraisemblance de 6, la fonction
précédente peut s’écrire :
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L(8|X) -m(0)

n(01X) = (D)

1.3.1.4. Application a la pharmacocinétique d’une loi de probabilité a posteriori

Appliqué a un principe actif contenu dans un compartiment d’un modéle
pharmacocinétique dont les parameétres initiaux sont 8°, et lorsqu’une concentration C
a été mesurée a un temps t suivant 'administration d’'une dose D chez un patient
donné, le théoréme de Bayes peut s’écrire :

L(B|C) - m(6)
w(C)

n(0[C) =
e 71(C) est la probabilité a priori d’observer la concentration C connaissant le
modele, la dose D et le jeu de paramétres initiaux 8°
e 7n(f) est la probabilité a priori de 8 ou 6 représente les parametres
pharmacocinétiques individuels du patients.
e 71(0|C) est la probabilité a posteriori d’avoir 8 sachant C

e L(0|C) est la fonction de vraisemblance de 8 sachant C

L’objectif en pharmacocinétique de population va donc étre la détermination des
paramétres pharmacocinétiques, autrement dit 6, qui maximise n(6|C). En observant
cette équation, on en déduit qu’il faudra déterminer, tel que démontré précédemment,

le maximum de la fonction de vraisemblance de 6 connaissant C, (L(6|C)
1.3.2. Approche paramétrique, non paramétrique

L’approche pharmacocinétique populationnelle peut étre paramétrique ou non
paramétrique en fonction de I'hypothése suggérée initialement vis-a-vis de la
distribution interindividuelle.

L’approche paramétrique repose sur I'hypothése a priori que la distribution des
valeurs prises par les parameétres fixes déterminés pour chaque individu de
I'échantillon, suit une loi gaussienne. Si cette hypothése n’est pas vérifiée,
I'estimation des modes des parameétres sera erronée.

L’approche non paramétrique ne repose sur aucune hypothése vis-a-vis de la

distribution des valeurs des parametres pharmacocinétiques.
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Dans le cadre de ce travail, 'approche paramétrique a été choisie.

1.3.3. Gestion des erreurs liées au principe de modélisation

Le nombre de données observées intégré dans la construction d’'un modéle
pharmacocinétique est nécessairement limité. Plus ce nombre est important, plus le
modele sera robuste. Cependant, quelle que soit la richesse des données, un modele
est intrinséquement entaché d’'une erreur. Il est possible d’essayer de caractériser
cette erreur pour mieux I'appréhender. L'erreur peut étre divisée en deux types
d’erreurs :

- L’erreur résiduelle, la part « non prévisible », non expliquée par le modele,
appelée ¢, ;.

- L’erreur interindividuelle, représentée par la variance des valeurs des
parametres pharmacocinétiques fixes estimées pour chaque individu, appelée
w2

Tout comme les effets fixes, I'erreur aura une distribution supposée gaussienne.
La distribution des erreurs résiduelles estimée pour chaque patient est caractérisée
par une variance, qui sera modélisée par une fonction appelée g. La fonction g pourra

étre constante g(t;;0;,;) = a, proportionnelle g(t;;,6;;) =b x f(t;,6;;) encore une

J?

combinaison des deux g(t;;0;;)=a+bxf(t;;6;;), ou encore g(t;;0;;)=

Jaz + (b xf(ti_j,ei,j))z. L’étape de construction du modéle structurel comprend cette

modélisation de I'erreur résiduelle.

La modélisation pharmacocinétique correspond donc a une modélisation non

linéaire a effets dits mixtes ; car elle combine des effets fixes et des effets aléatoires.

Les concentrations y;; d'un sujet i (i=...) observées aux temps j (j=...) sont

décrites par :
Yij = f(ti,jrwi) + g(ti,j’lpi) * &y Ej N(@O1)

- f représente la fonction exponentielle de I'évolution des concentrations

plasmatiques du médicament dans le compartiment central,
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- ; représente le vecteur des paramétres pharmacocinétiques individuels pour
un sujet i,
- g représente le modéle d’erreur résiduelle,

- g représente I'erreur résiduelle, qui suit une loi normale.

L’estimation d’un effet fixe 6,;, chez un individu donné s’exprimera sous la forme :

109(91',1) = log (91) 0in Mg~ N (O'wz)
soit, 6;; = 6, e, n;; ~ N (0,w,)

6;, représente le £°™ parametre pharmacocinétique individuel (#=(1,...,P)),
dans lequel P est le nombre total de paramétres pharmacocinétiques du jeu de
parametres.

- 0, représente l'effet fixe sur paramétre #,

-, représente le £2m¢ élément du vecteur d’effets aléatoires individuels »;, qui
caractérise la variabilité inter-individuelle sur le paramétre € pour le sujet i, qui

suit une loi gaussienne de moyenne nulle et de variance w,;?

Finalement, la construction du modéle structurel consistera a déterminer le
modeéle compartimental qui décrit le mieux I'évolution des concentrations et le modéle
qui décrit le mieux I'erreur résiduelle, puis a estimer les valeurs et la distribution des

effets fixes, de I'erreur résiduelle et des variances interindividuelles.

1.3.4. Individualisation de la modélisation par intégration de covariables

Nous avons vu que le modéle pharmaco-statistique permettait d’estimer la
variabilité interindividuelle de chaque parameétre pharmacocinétique.

Apres détermination du meilleur modéle pharmaco-statistique, I'intégration de
variables anthropométriques et physiologiques individuelles au modele permet de
caractériser la variabilité individuelle estimée précédemment. C’est a cette étape que
I'ajustement individuel prend tout son sens.

Le choix des covariables est soumis a un fondement pharmacocinétique et

physiologique. En effet, les phases ADME d’'un médicament sont conditionnées par
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les caractéristiques anthropométriques et physiologiques des patients ; c’est donc
'effet de ces caractéristiques anthropomeétriques et physiologiques sur les phases
ADME qui explique la variabilité interindividuelle des paramétres pharmacocinétiques.
En conséquence, les caractéristiques anthropométriques et physiologiques ayant un
impact potentiel sur les phases ADME (poids, taille, &ge, fonction rénale) sont
généralement choisies comme covariables. Le choix de ces covariables dépend des
données déja mises en évidence dans la littérature pour la population et le médicament
considére.

Par exemple, la variabilité interindividuelle de la clairance pourra étre associée
aux marqueurs de la fonction rénale (clairance a la créatinine selon Cockroft et Gault,
urée, cystatine, ...) pour un médicament connu comme ayant une élimination rénale
majoritaire pour la population considérée.

Pour donner un second exemple, la variabilité interindividuelle du volume de
distribution d’'un médicament pourra étre associée au poids réel, au poids idéal, au
poids ajusté, a la surface corporelle, a l'indice de masse corporelle des patients ; le
choix des estimateurs anthropométriques a tester dépend du médicament et de la

population considérée.

L’effet d’'une covariable sur un parameétre pharmacocinétique, par incorporation
dans le modele structurel, peut étre exprimé selon la formule suivante :
log(6;) = log (6;) +B1 * x1 + 11, 1y ~ N (0,0;)

- 6;, représente le £¢m¢ paramétre pharmacocinétique individuel (£=(1,...,P)),
dans lequel P est le nombre total de parametres pharmacocinétiques du jeu de
parametres.

- 0, représente l'effet fixe sur paramétre #,

- p, représente I'effet de la covariable x,,

- i, représente le £°™e élément du vecteur d’effets aléatoire individuels n;, qui
caracterise la variabilité inter-individuelle sur le paramétre £ pour le sujet i, qui

suit une loi gaussienne de moyenne nulle et de variance w;?.
Deux méthodologies d’intégration des covariables peuvent étre employées.
La méthode « forward selection » consiste a intégrer une a une les

covariables au modeéle, par étapes successives ; seules sont sélectionnées pour étre
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intégrées au modele structurel, les couples parametres-covariables pour lesquels la
régression linéaire a montré un impact significatif du coefficient g, sur I'estimation
individuelle du paramétre pharmacocinétique log(8;;)(t-test de Student, a=0,05
HO:{B; = 0}). Une fois une covariable intégrée au modéle, le test de Wald permet

d’évaluer si lI'impact de la covariable sur le parametre pharmacocinétique est

significatif. Le test de Wald est effectué sur le rapport Sf; avec seg l'erreur associée a
1
la valeur estimée de p,(a=0,05 HO:{% = 0}. A chaque étape, chacune des relations
1

parametres-covariables restantes (c'est-a-dire non encore incluses) est ajoutée au

modeéle dans un modeéle univarié et est exécutée.

La méthode « backward elimination » consiste a intégrer toutes les covariables
au modéle puis a les éliminer de maniere univariée pour évaluer I'impact de leur
élimination. Cette méthode est efficace mais colteuse en termes de nombre de tours
exécutés, car elle nécessite d'estimer les paramétres de la population avec
lalgorithme et de simuler les parametres individuels a partir de distributions

conditionnelles pour chaque modele évalué.

Parmi tous les modeéles testés a chaque étape, celui qui maximise la
vraisemblance du modeéle est sélectionné.

Pour ce travail de these, la méthode « forward selection » a été choisie.

1.3.5. Criteres de choix d’'un modéle

1.3.5.1. L’algorithme d’espérance-maximisation

L’approche populationnelle repose, comme vu précédemment, sur un
algorithme basé sur le principe de la maximisation de la vraisemblance. Cet algorithme
est appelé algorithme d’espérance-maximisation. Cet algorithme va considérer par un
processus itératif toutes les combinaisons de valeurs possiblement prises par le jeu
de parameétres pharmacocinétiques du modeéle pharmaco-statistique (éventuellement
avec covariables) et retiendra le jeu de paramétres qui minimisera la fonction objectif ;

il est possible de travailler avec la méthode de Monte Carlo par chaine de Markov qui
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optimisent la convergence vers des valeurs possiblement prises par le jeu de

parametres pharmacocinétiques.

La fonction objectif est basée sur le calcul des carrés des écarts entre les
concentrations observées et prédites par le modéle. Pour chaque jeu de parameétres
testé, la valeur de cette fonction est calculée et le jeu minimisant la fonction, donc
I'écart entre le prédit et 'observé, sera considéré comme le meilleur jeu. Cette fonction

est appelée fonction objectif du Maximum A Posteriori (MAP) bayésien, et s’exprime

B Z (Cp — Co)? Z (Pp — P.)?
F= 2 + 2
oc oy

sous la forme :

Avec
- Cp, concentration prédite
- C,, concentration observée
- o,? variance de la concentration mesurée
- B, parametre pharmacocinétique de population
- P, parameétre pharmacocinétique calculé

- 0,%, variance du parametre calculé

Le principal probleme rencontré en utilisant la minimisation de la fonction
objectif du MAP bayésien comme critere de choix d’'un modéle est qu’elle dépend du
nombre de parametres inclus dans le modéle. Plus le nombre de paramétres sera
important, plus la fonction de vraisemblance sera maximisée et donc la fonction objectif
minimisée. Le risque est de choisir un modéle qui posséde un plus grand nombre de
parametres que nécessaire. En effet, le principe méme de la modélisation est de définir
'équation la plus simple, comportant le moins de paramétres possibles, pour décrire
un phénomeéne. Dans la mesure ou les parametres sont des variables aléatoires
sensibles a ['’échantillonnage, [I'accroissement de leur nombre entraine
mécaniguement une augmentation de la variance donc de l'incertitude et diminue ainsi
la robustesse du modele.

Pour contrer cette paramétrisation, il est possible d’avoir recours a un systeme
de pénalités qui vont pénaliser la richesse des données et des parameétres utilisés pour

la construction du modele.
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1.3.5.2. Les critéres d’information

Afin de choisir le modele le plus ajusté aux valeurs observées, des critéres dit
« d’'information » (IC) ont été développés ; il s’agit de critéres numériques combinant
le calcul de la maximisation de la fonction de vraisemblance et une fonction

pénalisante.

lls sont exprimés sous la forme IC = —log(L(#)) + p(n) ou est I'algorithme de

vraisemblance du modele —log(L(H)) et p(n) est la fonction pénalisante.

Dans la littérature, on trouve différents types de pénalités. Akaike a introduit le
critere AIC, Akaike Information Criterion, considérant le nombre de parametres
implémentés dans le modele (k). Il pénalise les modéles comportant trop de variables,
et évite le sur-apprentissagel'3,

AIC = —log(L(8)) + 2k

En 1995, deux auteurs, Hurvich et Tsai, préconisent I'utilisation de I'AIC corrigé
lorsque le nombre de parameétres k est grand par rapport au nombre d’observations n
(n ] k <40)132 tel que :

2k(k+ 1)
n—k—1

AlCc = AIC +
Schwartz a proposé le critére BIC, Bayesian Information Criterion, basé sur
I'estimation Bayésienne, introduisant dans la pénalisation le nombre de données
utilisées dans la construction du modéle, n [*33] tel que :
BIC = —log(L(H)) + kin(n)

En 2014, un BIC corrigé (BIC,), adapté aux modeéles a effets mixtes a été décrit
(1341 tel que :
BIC, = —2LL + dim(6g)log(N) + dim(6z)log (nsr)

- Oy représente les effets aléatoires (R pour « random ») du jeu de parametres
0;,
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- N représente le nombre de sujets,
- Or représente les effets fixes (F pour « fixed ») du jeu de paramétres 6;,

N:o: l€ Nombre d’observations.

La valeur numérique des criteres d’information n’a d’interprétation que dans le
cadre d’une comparaison de modele. Dans une comparaison de modéle, le modéle a
retenir est celui qui a le critére d’information le plus faible, car il s’agit du modele
présentant le meilleure ajustement en pénalisant le surdimensionnement du

modelel!33],

Ainsi, un modéle X est statistiquement mieux ajusté qu’un modeéle Y si BICc du
modéle X est inférieur d'au moins 3,84 points au BICc du modéle Y, 3,84 étant la valeur
critique issue de la distribution du test du Chi Deux d’ajustement, y2ndl=1 en

choisissant a = 0,05.

1.3.5.3. La matrice d’'information de Fisher

Les algorithmes implémentés dans les logiciels de modélisation calculent une
matrice d’information de Fisher, qui est une matrice de covariance, dans laquelle

chaque élément diagonal s’exprime selon la formule :

Vi = pary
ou V; est le facteur d'inflation de la variance (VIF), et R; désigne le coefficient de

détermination de la régression de la variable X sur les autres variables.

Le VIF permet de calculer la précision de l'estimation des effets fixes et
aléatoires. Pour valider un modéle, il est admis que le coefficient de variation des effets
fixes estimés doit étre < 30% et le coefficient de variation des effets aléatoires estimés
w; doit étre < 50%.

La matrice d’'information de Fisher nous fournit une deuxiéme information,
I'indice de conditionnement K, qui donne un apergu des problémes de multi colinéarité.
La colinéarité de deux vecteurs signifie que ces vecteurs sont paralleles. En
modélisation, la multi colinéarité survient lorsque plusieurs covariables du modeéle

influencent parallelement les parametres a estimer. Il en résulte que des jeux de
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paramétres différents peuvent mener a des estimations identiques. Le modéle ne sera
donc plus identifiable. En pratique, il est établi que le risque de multi colinéarité
est faible si k < 100, modéré si <100 k <1000, fort si k = 10001381,

1.3.6. Criteres de validation d’'un modeéle

Une fois le modéle final déterminé, il est possible de valider a I'aide de plusieurs

outilst371,

1.3.6.1. Les graphiques diagnostiques

Ces graphiques permettent d’évaluer visuellement la qualité de I'ajustement du

modeéle.

(1) Les graphiques concentrations observées versus concentrations
prédites : les concentrations prédites par le modéle sont représentées en
abscisse et celles observées, en ordonnée. Lorsqu’un modéle est ajusté, les

points sont répartis de maniere homogéne a proximité de la bissectrice Y=X.

(2) Les graphigues VPC (pour «Visual Predictive Checks »): les
concentrations observées sont graphiquement superposées a lintervalle de
confiance a 90% des percentiles des concentrations prédites. Ce graphique
permet d’avoir rapidement un apergu de la qualité du modéle. Si plus de 20%
des données sont en dehors de l'intervalle de confiance a 90%, cela traduit un
manque de prédictivité du modele.

(3) Le diagramme de répartition des résidus : Les résidus représentent la
différence entre la valeur observée et la valeur prédite. Ce graphique décrit la
distribution des résidus autour de I'axe zéro (0). Dans le cadre d’'une approche
paramétrique, la distribution normale des résidus doit étre veérifiée. Les résidus
doivent donc étre équitablement repartis autour de zéro et dans l'intervalle [-2 ;
2]. La distribution normale des résidus peut étre vérifiee a I'aide d’un test de

Shapiro Wilk mais ses limites ont été mises en évidence pour les modeles
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présentant un grand nombre d’échantillons (n=50 échantillons). Dans ce cas,

on utilise plut6t le test de Kolmogorov-Smirnov(t8l,

1.3.6.2. La validation interne du modele par bootstrap

pY

Un bootstrap consiste a répéter un échantillonnage aléatoire avec
remplacement des données originales pour créer un nouvel ensemble de données de
la méme taille que l'original mais avec une combinaison différente de sujets (et de leurs
données).

La robustesse d’'un modele peut étre évaluée en effectuant une procédure de
rééchantillonnage bootstrap. Le modele est validé si les valeurs modales pour chaque
parametre pharmacocinétique obtenues a partir des données originales sont proches
appartiennent a l'intervalle [Q1;Q3] des valeurs obtenues par bootstrap. La validation
d'un modéle a effet mixte non linéaire est également sous-tendue par la précision des
estimations obtenues par bootstrap (w;<30% pour les parametres a effet fixe et
<50%)).

1.4.Schéma de synthese de la méthodologie employée pour conduire la
modélisation pharmacocinétique.

Un schéma illustrant la méthodologie expliguée précédemment est représenté en
Figure 24.
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Modélisation pharmacocinétique par approche populationnelle : en pratique
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Figure 24 - Schéma récapitulatif de la méthodologie employée pour construire un modéle pharmacocinétique par approche
populationnelle (production originale, créée avec BioRender.com).
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2. La pharmacocinétique de l'acide tranexamique en curatif dans I'hémorragie du
post-partum

2.1.Contexte
2.1.1. Pathologie et prise en charge

En 2010, I'hémorragie du post-partum (HPP) était responsable de plus d’un
quart (27%) des déces maternels recensés dans le mondel'*°l, En France, en 2014,
elle demeurait la premiére cause de déces maternel (16%), et la plus évitable (80 %)
et concerne 5% des accouchements. Sa prise en charge est donc un enjeu de santé
publiqgue majeur.

Dans les recommandations internationales, I'HPP est définie comme un
saignement actif = 500mL provenant du tractus génital, survenant dans les 24 heures
suivant I'expulsion foetale par les voies naturelles ou par césarienne. D’aprés les
recommandations de 'OMS, la sévérité de 'HPP est caractérisée par un saignement
actif = 1000 ml aprés un accouchement par voie basse et = 1500mL aprés une
césariennel!49,

La prise en charge de 'HPP est multidisciplinaire et repose sur des protocoles
de soins chronométrés partagés. Des gestes obstétricaux (délivrance artificielle,
révision utérine et de filiére), I'administration d’utérotoniques (ocytocine et
prostaglandines), le remplissage vasculaire, la transfusion et la prise en charge des
anomalies de 'hémostase sont réalisés en parallele. Les techniques de prise en
charge de I'hémostase peuvent nécessiter la ligature ou I'embolisation des artéres

utérines, voire I'hystérectomie en dernier recours.

2.1.2. Place du TXA dans la prise en charge de 'HPP

Depuis le début des années 2000, I'utilisation de I'acide tranexamique (TXA),
un anti fibrinolytique est discutée dans la prise en charge de 'HPP4L142 | e role
théorique de I'acide tranexamique dans 'HPP est liée a la place importante que joue
I'hyperfibrinolyse dans 'HPP. En 2007, une différence significative entre de nombreux
parametres hémostatiques a été mise en évidence entre un échantillon de patientes
diagnostiquées avec HPP sévére et les patientes avec une HPP non séverel*3l, Parmi
ces parametres, on retrouvait la fibrinogénémie, les taux plasmatiques en facteur Il et
facteur V et les taux plasmatiques de D-diméres, d’antithrombine, de protéine C, de
monomere de fibrine. Ces différences ont été mises en évidence dés le début de 'HPP

et ont persisté pendant 4 heures. Le parametre le plus discriminant était la
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fibrinogénémie : pour chaque point de taux en fibrinogene perdu, le risque relatif (RR)
de présenter une HPP sévere était 2,63 plus important (IC95% [1,66 ; 4,16], p<0,0001).
Le lien entre le mauvais pronostic de 'HPP et I'hyperfibrinolyse a été conforté par
d’autres études avec une cinétique d’évolution de la fibrinogénémie similaire : une
diminution du taux de fibrinolyse dés le début de 'HPP et maximale a la deuxiéme

heu re[l42,144] )

En pratique clinique, les propriétés bénéfiques du TXA ont d’abord été mises
en évidence dans des situations d’hémorragie traumatique ou de chirurgie cardiaque,
notamment dans le contexte de mise en place de circulation extracorporelle.

Parmi les études ayant évalué lintérét du TXA dans une hémorragie
traumatique, en 2010, I'étude CRASH-2 (Clinical Randomisation of Anti fibrinolytic in
Significant Haemorrhage) a été la premiere étude multicentrique (n=20 211). Les
patients étaient randomisés dans un groupe traité par TXA (1 g sur 10 minutes puis 1
g sur 8 heures en perfusion intraveineuse) ou dans un groupe placebo. Les résultats
de l'étude ont mis en évidence une diminution significative nombre de déces
imputables a ’hémorragie chez les patients traités (RR=0,85, IC95% [0,76 ; 0,96])
d’autant plus importante lorsque le traitement était administré dans les 3 heures post
traumatisme (RR=0,72, 95%, IC95% [0,63 ; 0,83]) [*4°]. Devant les résultats positifs de
I'étude CRASH-2, le TXA a été incorporé dans les protocoles de prise en charge en
traumatologie dans de nombreux pays et dans la liste des médicaments essentiels de
I'OMSI48],

Les effets bénéfiques du TXA chez les patients subissant une chirurgie
coronarienne ont été mis en évidence dans une large étude multicentrique de 2017
(n= 4662), randomisée contrdlée. Les résultats de cette étude suggérent que le
traitement par TXA est associé a un risque d’hémorragie plus faible que le traitement
par placebo. L’étude souligne également un risque plus élevé de convulsions
postopératoires dans le groupe traité. Les facteurs individuels de susceptibilité n’ont
pas été évalués.[147]

Les premiéres suggestions des effets bénéfiques du TXA dans 'hémorragie du
post partum ont été présentées dans I'étude EXADELI, en 2011. Les résultats de cette
étude ont suggéreé l'efficacité du TXA sur la diminution du volume de saignement actif
(p-value=0,04) et la durée du saignement (p-value=0,03) en comparant un groupe
traité par 4 g d’AT en dose de charge puis 1 g par heure en perfusion IV jusqu’a I'arrét
de I'némorragie (n=72) contrdlé par placebo (n=72) 1411,
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En 2017, I'étude prospective randomisée WOMAN a comparé a grande échelle
(n =20 021) un groupe de patientes traitées par TXA 1 g par voie IV, répété apres 30
minutes ou dans les 24 heures en cas d’échec a un groupe placebol'48l, Cette étude a
mis en évidence une diminution statistiquement significative du nombre de déces
imputables au saignement chez le groupe TXA (RR=0,81; IC95% [0,65; 1,00];
p=0,045) notamment chez les patientes pour lesquelles le TXA était administré dans
les 3 heures apreés la naissance (RR=0,69, IC95% [0,52 ; 0,91], p=0,008).

Sur la base de ces derniéres publications, les dernieres recommandations de
'OMS préconisent I'administration précoce de TXA (dans les 3 heures suivant la
naissance) lors du diagnostic d'une HPP suivant 'accouchement par voie basse ou un
geste de césarienne 149, Ces recommandations préconisent I'administration d’'une
dose fixe (1 g sur 10 minutes) répétée en cas de poursuite du saignement apres 30
minutes ou de reprise dans les 24 heures suivant le geste. Cette posologie de 1 g par
voie IV a été fixée empiriquement au cours des différentes études. Aucune étude
pharmacocinétique du TXA administré a visée curative dans 'HPP n’a été menée
jusqu’alors. Une telle étude pourrait fournir des informations essentielles pour

I'adaptation posologique du TXA dans cette indication.

2.1.3. Mode d’action du TXA

Le TXA est un analogue synthétiqgue de la lysine. Le principal mécanisme
d’action décrit est le blocage réversible des sites de liaison du plasminogene qui
empéche le plasminogéne et la plasmine d’interagir avec les résidus lysine de la fibrine
et de la cliver (Figure 25).
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Figure 25 - Mécanisme d'action anti fibrinolytique de I'acide tranexamique (production
originale, créée avec BioRender.com).

Ce mécanisme d’action est discuté par certains auteurs qui rappellent la lenteur
de la cinétique de la fibrinolyse qui ne correspondrait pas a larrét rapide de
I'némorragie observé chez les patients traités par TXAI®0. D’autres mécanismes
d’action ont donc été proposés pour expliquer I'arrét rapide du saignement aprés
administration de TXA tel que l'effet protecteur plaquettaire indirect par diminution de
la génération des D-diméres et blocage partielle I'activation plaquettaire induite par la
plasminel!50:151] oy I'activation de la génération de thrombine au cours de la phase

contact de la coagulation52],

2.1.4. Pharmacocinétique du TXA

Chez les volontaires sains, la pharmacocinétique du TXA est bien décrite. Son
élimination sous forme inchangée se fait par voie urinaire a 95% ; en conséquence,
seule une faible fraction est supposée étre métabolisée par le foiel53l,

La complexité de la pharmacocinétique dans le contexte de césarienne
hémorragique est liée aux changements physiologiques induits par la grossesse
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(augmentation du volume plasmatique et de la clairance rénale, anémie et
hypercoagulabilité), ainsi qu’aux modifications physiologiques secondaires a la
chirurgie hémorragique (perte de sang brutale, inflammation, oligurie)i*>¥. Ceci
suggeére I'hypothése que le TXA présente une pharmacocinétique différente chez le
volontaire sain et chez la patiente présentant une HPP dans les suites d’une

césarienne.

Jusqu’a la mise en place de I'essai TRACES, présentée ci-dessous, aucune
étude portant sur la pharmacocinétique du TXA dans cette population n’avait été

conduite.

2.1.5. Présentation de I'essai TRACES

L'essai TRACES (TRAnexamic acid in hemorrhagic CESarean section) est un
essai clinique conduit en double aveugle, randomisé, controlé par placebo évaluant
I'effet du TXA administré a différentes doses chez des patientes présentant une HPP
dans les suites d’'une césarienne. Une étude pilote monocentrique a précédé I'étude

multicentrique.

L’étude principale est une étude pharmaco-biologique dont I'objectif était de
comparer 'effet de 'administration d’un placebo et de deux schémas posologiques de

TXA (1g ou a 0,5g, dose IV bolus) sur l'inhibition de la fibrinolyse.

Une sous-étude pharmacocinétique a été conduite sur I'étude pilote (étude 1) et
sur I'étude principale (étude 1) ; ces deux sous-études ont fait 'objet de ce travail de

these.

2.2.Objectifs

Les objectifs des sous-études pharmacocinétiques | et Il ont été de déterminer
le meilleur modéle pour décrire la pharmacocinétique du TXA et d’identifier les
eventuelles covariables expliquant la variabilité interindividuelle de la
pharmacocinétique du TXA administré dans le traitement de la césarienne

hémorragique.
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2.3. Méthodologie générale

L’étude | a évalué trois différentes doses de TXA administrés en bolus IV unique
(une dose forte de 2g, une dose standard de 1g, une dose faible de 0,5g) versus un
groupe contrdlé sous placebo.

L’étude Il a évalué deux doses différentes de TXA administrés en bolus IV
unique (dose standard de 1g, une dose faible de 0,5g) versus un groupe contrdlé sous

placebo.

2.3.1. Conception des études

L’étude | (TRACES pilote) est une étude préliminaire exploratoire mono
centrique, prospective. Elle a été conduite entre Mars 2013 et Mars 2014, avec pour
objectif, la validation technique du test de génération simultanée de thrombine et de
plasmine et la construction du premier modéle pharmacocinétique. Il s’agissait d’'une

étude ouverte, conduite au Centre Hospitalier Universitaire de Lille.

L’étude Il (TRACES) est une étude multicentrique, prospective randomisée
contrblée (versus placebo) conduite entre Mars 2016 et Décembre 2019, dans huit
centres dont le Centre Hospitalier Universitaire de Lille, le centre Paris Louis Mourier

et Paris Trousseau qui ont été inclus dans la sous-étude pharmacocinétique.

La conduite des études a été rendue possible aprés autorisation du comité
d'éthique régional (CPP 15/50 020216) et de I'ANSM (N°201500249926)
conformément a larticle L1121-4 du Code de Santé Publique. L'étude a été
enregistrée et signée sous le numéro NCT02797119.

2.3.2. Recrutement et inclusion

Chaque patiente admise pour une césarienne a été informée avant le début de
l'intervention des modalités de I'étude. Un consentement signé était recueilli.
L’inclusion était effectuée si le volume de saignement post-partum dépassait 800 mL.
Le choix de ce volume seuil de saignement a été choisi en fonction des pratiques
protocolisées dans le service d’obstétrique du CHU de Lille. Le temps d'étude
précédant l'injection était désigné par TO.
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La solution commerciale de TXA utilisée au cours de [I'étude était

commercialisée par Sanofi-Aventis (Paris, France) sous le nom d’Exacyl® 0,5g/5mL.

Pour l'étude I, les solutions de TXA 0,5 et 1g ont été préparées
extemporanément a partir de la solution commerciale par les IDE du service de

gynécologie obstétrique.

Pour I'étude I, les trois ou quatre flacons différents (contenant 0, 0,5 ou 1 g de
TXA ou 2g d’Exacyl dans I'étude pilote, complétés a 10 mL avec du NaCl 0,9%) ont
été prépareés, conditionnés pour I'étude par le secteur préparatoire de la PUI du CHU

de Lille, de maniére a contrbler 'administration en aveugle.

Le TXA a été administré par bolus d’'une minute sur une voie veineuse
périphérique. La durée de l'injection de TXA a été contrélée systématiquement. Le
moment de la fin de l'injection est désigné par T1. Une seconde dose de secours de

0,5 g ou 1 g était administrée si la perte sanguine totale dépassait 1 500 mL.

2.3.3. Collecte des données

L'age, le poids corporel, la taille, les concentrations de créatinine sérique, les
concentrations d'urée plasmatique ont été recueillis pour chaque patiente au moment
de l'inclusion (TO). Les volumes de remplissage, le volume de saignement a l'inclusion
et additionnel ont été mesurés. Le volume de la perte de sang (mL) a été mesuré a
l'aide du sac d'aspiration chirurgical, du Cellsaver® et du sac d'accouchement sous-
fessier recueillant le saignement pendant la césarienne, et par pesée des draps et des

serviettes.

Les échantillons de sang maternel ont été prélevés dans le bras opposé a
I'administration du médicament par un cathéter veineux périphérique. Les échantillons
de sang veineux ont été prélevés dans des tubes citratés et EDTA de 4 mL chacun a
15, 30, 60, 120, 180 et 360 min (définies comme T15, T30, T60, T120, T180, et T360)
+/- 10 min apreés l'injection selon le protocole de I'étude. Les échantillons d'urine ont
éte collectés dans les 6 heures suivant le traitement. L'heure exacte des prélévements
de sang et d'urine a été recueillie afin de réaliser une modélisation pharmacocinétique
fiable.
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2.3.4. Analyse des échantillons

Les échantillons sanguins et urinaires ont été analysés par le laboratoire de
toxicologie du Centre Hospitalier de Lille par CLHP couplé a un spectrométre de masse
en tandem (détecteur Acquity Xevo-TQ, Waters, Milford, MA, USA) selon le protocole
de l'essai TRACES. La calibration et validation de la méthode ont été réalisées par
'équipe de toxicologie et les résultats ont été présentés dans une étude

préliminairels],

2.3.5. Modélisation pharmacocinétigque compartimentale par approche
populationnelle

Le modele pharmacocinétique a été développé de maniere séquentielle a l'aide
d'un logiciel de modélisation non linéaire a effets mixtes paramétrique (MONOLIX
version 2019R1 pour I'étude TRACES pilote et version 2020R1 pour I'étude TRACES,
Lixoft, Orsay, France). Les paramétres pharmacocinétiques ont été estimés en
calculant l'estimateur du maximum de vraisemblance a l'aide de Ialgorithme
d'espérance-maximisation par approximation stochastique (SAEM) combiné a une
procédure de Monte Carlo par chaine de Markov([56]l,

Dans un premier temps, le modéle structurel a été construit a partir des
concentrations plasmatiques et urinaires. Plusieurs modeles ont été codés en

language mixtran('>"] et testés.

Les modeles structurels codés et testés sont présentés en Figure 26.
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Figure 26 - Représentation des modéles compartimentaux testés jours (production

originale, créée avec BioRender.com). Légende: en pointillés bleu, paramétres

hypothétiques ; en noir et trait plein, parametres constants.

Sur la Figure 26, le compartiment 1 représente le compartiment central, tandis
que les compartiments 2 et 3 représentent des compartiments périphériques
hypothétiques. La justification pour tester une élimination potentielle du compartiment
2 vient de la possibilité qu'il puisse représenter le compartiment hémorragique utérin.
Dans ce cas, I'élimination du TXA dans le sang hémorragique serait reflétée par
I'élimination du compartiment 2. La seule élimination qui n'était pas hypothétique était
I'élimination du TXA du compartiment 1 puisque les concentrations de TXA ont été
mesurées dans les urines dans les 6 heures suivant I'administration du TXA. La

fraction de TXA éliminée via les urines est considérée comme "p,-ine", €t est calculée

_doy 1

comme suit :pyrine = Kyrine X % A Kurine
Avec Q, la quantité de TXA dans le compartiment central, et Qla quantité de TXA dans
le compartiment urinaire.

additifs,

proportionnels) ont été évalués pour modéliser la variabilité résiduelle inexpliquée.

Des modéles d'erreur proportionnels, combinés (additifs et

Une fois le meilleur modéle pharmaco-statistique choisi, I'influence potentielle

des caractéristiques des patients sur la pharmacocinétique du TXA a été évaluée.
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Compte tenu des résultats obtenus dans I'étude |, linfluence de certaines
variables sur la variabilité interindividuelle des paramétres populationnels n’a pas

étudiée dans I'étude II.

Les covariables choisies pour les deux études sont présentées dans le Tableau
16.

Tableau 16 - Covariables testées pour intégration dans le meilleur modéle structurel

dans les études | et Il.

Covariables (unités) Etude | Etude Il

Poids réel avant/aprés (kg)

Indice de masse corporelle (kg/m?)
Poids idéal (kg)
Poids ajusté (kg)

Taille (cm)

Surface corporelle (m?)

Clairance de créatinine selon Cockroft-Gault
(mL/min)

Créatinine (mg/L)

Urée (g/L)

Débit de filtration glomérulaire CKD-EPI
(mL/min1,73m?)

Débit de filtration  glomérulaire  MDRD

(mL/minl1,73m3)
Clairance a la créatinine Jeliffe (mL/min)

QO ORIV OV OOV

Clairance a la créatinine Chiou (mL/min)

Volume de remplissage (mL)

Volume de saignement initial (mL)

Volume de saignement additionnel (mL)

QIVIOIEI®] © ORIV VWPV

©

Chaque caractéristique associée au poids réel a été calculée deux fois, d'abord
en utilisant le poids corporel mesuré avant la grossesse et ensuite en utilisant le poids
corporel mesuré aprés la grossesse. Le choix de tester le poids corporel mesuré avant
la grossesse comme covariable potentielle est lié au fait que le poids pris pendant la
grossesse ne correspond pas a une augmentation proportionnelle des tissus adipeux
et du corps. Par conséquent, le poids corporel mesuré avant la grossesse pourrait étre
un meilleur estimateur de la distribution que le poids corporel mesuré le jour de la

césarienne.
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L'effet des covariables a été testé sur chaque parametre pharmacocinétique,
par incorporation des covariables une a une au meilleur modele pharmaco-statistique

(forward inclusion).

Une covariable était retenue si elle expliquait significativement la variabilité
interindividuelle d'un paramétre pharmacocinétique (test de Wald, p < 0,05). Le choix
des modéles a été réalisé en fonction du BICc estimé par I'algorithme SAEMI133:134] et
en fonction de l'indice de conditionnement k, calculé a I'aide de la matrice d’information

de Fisher inférieur & 100136l

L'évaluation de la performance du modéle final & covariables a utilisé la
précision de l'estimation des parametres exprimée par l'erreur standard relative
requise pour étre <30% pour les paramétres fixes et <50% pour w;; et les diagrammes
de diagnostiques basés sur les simulations de Monte Carlo. Les erreurs standards
relatives calculées par Monolix sont calculées asymptotiguement a partir de l'inverse
de la matrice d'information de Fisher. Le graphique de vérification visuelle prédictive
(VPC) évalue si le modéle peut reproduire la variabilité des données observées dont il
est issu en superposant la distribution des observations et la distribution des
prédictions. (2) Les diagrammes de dispersion des valeurs observées et prédites
comparent graphiquement la distance entre la valeur observée et la valeur prédite, qui
devrait étre aussi faible que possible. (3) Un histogramme de la distribution de I'erreur
de prédiction normalisée (NPDE) a été calculé et devrait suivre la distribution N(0,1).
Un test de Shapiro Wilk (0=5%) a été calculé pour évaluer la normalité des effets

aléatoires n;; ete; ;.

La robustesse du modele a été évaluée en effectuant une procédure de
rééchantillonnage bootstrap (n=1000 dans I'étude |, n=500 dans I'étude Il) en utilisant
le paquet Rsmix (version 2.0.2) dans le logiciel R (version 3.6.1, R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria).

2.3.6. Simulations de Monte Carlo

Afin de mieux visualiser I'influence de la variation des doses et des covariables
sur la pharmacocinétique du TXA, des simulations de Monte Carlo de 1000
parturientes ont été répétées pour I'administration de doses uniques de TXA de 0,5 et
1g (et 2g pour I'étude |) administrées en bolus IV.
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Les résultats ont été calculés a l'aide du paquet mIxR (version 4.0) et la
présentation graphique des résultats a été réalisée avec le paquet ggplot2 (version
3.3.3) du logiciel R (version 3.6.1, R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria).

2.3.7. Modélisation pharmacocinétique non compartimentale

Dans I'étude |, la concentration maximale (Cmax) et TAUCO0-360 (entre TO et
T360) ont été estimées a l'aide du logiciel PKAnalix version 2019R1, Lixoft, Orsay,

France

Dans I'étude Il, une ANC a également été réalisée (PKAnalix version 2020R1,
Lixoft, Orsay, France). L’ASCT1-T360 (entre T1 et T360), 'ASC T1-T30 (entre T1 et
T30), 'ASC T1-T60 (entre T1 et T60), le temps moyen de séjour (TMS) du TXA pour
chaque patient et la Cmax ont été estimés.

La méthode log linéaire trapézoidale a été utilisée.

2.3.8. Recherche d’un critéere PKPD

Dans les études | et II, afin de déterminer le meilleur prédicteur d’efficacité du
TXA, un test de corrélation de spearman (logiciel R, version 3.6.1, R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria) a été réalisé entre le volume de saignement
additionnel mesuré pour chaque patiente et la Cmax, '’ASC0-360, la dose de TXA
administrée.

Dans I'étude II, des groupes de patients ont été formés en fonction de I'état de
saignement des patients a T30 et T60 (cf. Tableau 17).
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Tableau 17 - Définition des groupes en fonction de I'état du saighement des patients
inclus dans I'étude TRACES dans I’étude Il.

Temps
de Groupe A Groupe B Groupe C Groupe D
I’analyse
Arrét du _ Arrét du saignement a
_ Poursuite de _ _
saignement . R T30 mais reprise d’'un
T30 N ] saignement a ] R
définitif a partir de T30 saignement actif a
T30 T60, T120, ou T360.
Arrét du
R R . . saignement entre
Arrét du _ Arrét du saignement a
_ Poursuite de _ _ TO-T30 ou T30-
saignement _ R T60 mais reprise d’un _ _
T60 saignement a T60 mais reprise

définitif a partir de
T60

T60

saignement actif a
T120, ou T360.

d’'un saignement
actif a nouveau a
T60.

Les comparaisons des valeurs moyennes de Cmax, des concentrations
sanguines de TXA mesurées a T30 (CT30), de 'ASC(T1-30), du TMS ont été calculées
entre les différents groupes en fonction de I'état des saignements a T30.

Les comparaisons des valeurs moyennes pour le Cmax, les concentrations
sanguines de TXA mesurées a T60 (CT60), I'ASC(T1-60) ont été calculées entre les
différents groupes en fonction de I'état de saignement a T60. Les comparaisons
statistiques ont été effectuées en utilisant un test bilatéral de Kruskal-Wallis (a=0,05,

logiciel R, version 3.6.1, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

2.4.Résultats

2.4.1. Patientes

Les tableaux récapitulant les caractéristiques anthropométriques et
physiologiques des patientes recrutées dans les études sont présentés dans les

articles publiés.
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2.4.1.1. Etude |

Vingt-cinq patientes ont été recrutées dans I'étude TRACES pilote, dix non
hémorragiques et quinze hémorragiques. Parmi les quinze patientes hémorragiques,
quatre ont recu un placebo. Au total, neuf de ces patientes hémorragiques ont été
recrutées dans I'étude, car deux ont été exclues en raison de données manquantes

pour 'une et du non-respect des temps de prélévements pour l'autre.

2.4.1.2. Etude Il

Cent-soixante-quinze patientes hémorragiques ont été recrutées dans I'étude
TRACES. Quatre-vingt-quatre patientes ont été recrutées dans la sous-étude
TRACES PK avec covariable. Des doses supplémentaires de TXA ont été
administrées a sept patientes du groupe TXA1g (1 g une fois pour six d'entre eux et 1
g deux fois pour I'un d'entre eux) et a une patiente du groupe TXA0,5¢g (0,5 g une fois).
Ces huit patientes ont été incluses dans la modélisation pharmacocinétique
populationnelle et leur schéma thérapeutique a été rigoureusement codifié dans
I'ensemble des données.

2.4.2. Résultats pour le modéle structurel
2.4.2.1. Etude |

Cinquante-trois mesures de concentration sanguine et neuf mesures de
concentration urinaire obtenus a partir des neuf patientes incluses ont été intégrées
dans la construction du modéle structurel. L’étude | a permis de mettre en évidence
gue le meilleur modele structurel était un modele bi-compartimental avec une double
élimination linéaire du compartiment central, dont une fraction d’élimination urinaire,

caractérisé par le systéeme d’équations différentielles suivant :

dqQ
d_t1 = _(knonurine + kurine) X Q1 —kyz X Q1 + ka1 X Qy
dqQ
d—t2=k12XQ1_k21XQ2
dQ,

dt = Kyrine X Q1

Cl Cl
kyrine = Durine X = Knonurine = (1- purl’ne) X=;Kki, ==
41 41 41
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Avec Q, la quantité de TXA dans le compartiment central, Q, la quantité de TXA dans

le compartiment périphérique, et Q,, la quantité de TXA recueilli dans les urines.

Ce modele est présenté dans la Figure 27.

k21

Dose --------- *|Compartiment 1 | *——(Compartiment 2
12 C2, V2

l knonurine

Compartiment
dépot

Urines

Figure 27 - Meilleur modeéle structurel : modéle bi-compartimental avec double

élimination du compartiment central (production originale, créée avec BioRender.com).

A cette étape, I'estimation populationnelle des effets fixes était la suivante : une
clairance (Cl) a 0,171 L/min (ou 10,36 L/h), un volume de distribution (V1) a 12,3 L et
une fraction urinaire (purine) & 26%. La demi-vie d’élimination a été estimée a 50 min et
la constante d’élimination totale (k. nurine + Kurine@ €té estimée a 0,84 h-L.

Le modele d’erreur résiduelle des concentrations sanguines et urinaires était
mieux décrit par un modele d’erreur proportionnel. Le BICc de ce modéle a été estimé

par I'algorithme a 510,22 points.

2.4.2.2. Etude I

335 mesures de concentration sanguine et 154 mesures de concentration
urinaire obtenues a partir des quatre-vingt-quatre patientes incluses ont été intégrees
dans la construction du modéle structurel. 315 mesures de concentration sanguine et
147 mesures de concentration urinaire obtenues chez soixante-dix-neuf patientes ont

éte intégrées dans la construction du modele final avec covariables.

Le modéle structurel le mieux adapté aux données était le méme que celui
choisi dans notre étude préliminaire (Figure 27). Les valeurs estimées des effets fixes
pour ce modéle étaient de 0,14 L/min (8,4L/h) pour CL, 17,66 L pour V1, 0,079 L/min
pour Q, 8,12 L pour V2 et purine @ 61%. Le BICc de ce modele était de 4051,81.
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Les résultats ont montré que le modéle d'erreur combinée et le modéle
proportionnel étaient le plus adaptés pour évaluer l'erreur résiduelle des

concentrations sanguines et urinaires respectivement.

2.4.3. Résultats pour le modele avec covariable
2.4.3.1. Etude |

Les résultats ont montré que le modeéle permettant une maximisation de la
vraisemblance selon le BICc était le modele pour lequel le rapport Poids idéal/dose
avait été attribué a la variabilité inter-individuelle du volume de distribution. Ce modele
a permis une amélioration du BICc de 18,7 points par rapport au modele structurel
sans covariable ; son indice de conditionnement respectait les valeurs souhaitées
(k=21).

2.4.3.2. Etude Il

Le modéle avec covariable présentant le BICc le plus faible (3790,77) avec un
indice de conditionnement inférieur a 100 (k=35,14), était le modéle pour lequel :

- la clairance rénale calculée selon Cockroft et Gault (eClcr avait été intégrée
dans I'expression de la clairance totale du TXA,

- le poids réel mesuré avant la grossesse rapporté a un poids moyen de la
population (70kg) avait été intégré dans I'expression du volume de distribution
du TXA.

Dans ce modéle, la clairance et le volume de distribution individualisés du TXA
sont exprimés sous la forme :

CL; = CL x eBCLxeClcr;

pop
Ou, CL; représente la clairance du TXA pour un individu i, CL,,, représente I'effet fixe
(Pestimation populationnelle) de la clairance du TXA, BCL représente l'effet de la
covariable eClcr;sur I'effet fixe, eClcr; la clairance a la créatinine estimée selon la

formule de Cockroft et Gault a partir du poids mesurée en début de grossesse.

Et,

BW,A!
V1, =V,pp X =
l pop 70
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Ou, V1, représente le volume de distribution du TXA pour un individu i, V,,, représente
'effet fixe (I'estimation populationnelle) du volume de distribution du TXA, gV1
représente I'effet de la covariable % sur I'effet fixe, BW;, le poids réel mesuré en début

de grossesse, rapporté au poids médian de cette population.

2.4.4. Simulations de Monte Carlo pour le modéle de I'étude I

Les simulations de Monte Carlo simulations pour 1000 individus sont
présentées dans la Figure 28. Ce graphique représente les prédictions classées en
percentiles des concentrations plasmatiques de TXA aprés administration d’'une dose

unique de 0,5g (Figure 28-a) ou de 1g (Figure 28-b)

Dose 0,5¢g Dose1g
<J 3
=) Percentiles
= \
S \ 0.9
Elé’ 08
= o 07
& B os
g« B os
g B o4
= o3
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8 \\\ \
(&} .
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Figure 28 - Les simulations de Monte Carlo pour le modéle structurel pour 1000

individus. Légende : Administration d’une dose unique de 0,5¢g (a) ou 1g (b).
Ces résultats suggerent que la concentration plasmatique en TXA a été

maintenue au-dela de 30 mg/L et 15 mg/L pour 90% des individus suivant

'administration d’'une dose de 1 g ou 0,5 g de TXA respectivement.
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2.4.5. Analyse non compartimentale

2.4.5.1. Etude |

L’étude | n’a pas permis de mettre en évidence de corrélations statistiquement
significatives entre la dose administrée et le volume de saignement additionnel
(r>=0,009), la Cmax €t le volume de saignement additionnel (r?=-0,153, p-value=0,695),
’ASCO0-360 et le volume de de saignement additionnel (r2=0,509, p-value=0,162).

2.4.5.2. Etude Il

Les résultats suggérent I'absence de différence statistiquement significative
pour les critéres Cr1, Cr3o, ASC(T1-T30), TMS entre les différents groupes de patientes
définis en fonction de leur statut de saignement a T30. De la méme maniére, aucune
différence statistiquement significative entre les différents groupes de patientes définis
en fonction de leur statut de saignement a T60 n’a été mise en évidence pour les
criteres Cr1, Cre0, TMS, and ASC(T1-T60).

Les boites a moustaches représentant les ASC(T1-T30) et ASC(T1-T60) en
fonction des groupes de patientes, suggeéerent que les ASC(T1-T30) et ASC(T1-T60)
ont tendance a étre plus élevés chez les patientes qui présentent un arrét définitif du
saignement a T30 et T60 respectivement dans les autres groupes ; cette tendance
n’est observée que dans le groupe recevant une dose de 1g. Cette méme tendance

est observée pour la Cmax.

2.5.Discussion et conclusion

TRACES est la premiere étude pharmacocinétique populationnelle conduite
chez des parturientes hémorragiques recevant du TXA en bolus IV a visée curative
dans un contexte de césarienne. Les données pharmacocinétiques du TXA ont pu étre
décrites de maniere adéquate par un modeéle bicompartimental avec une double
élimination du compartiment central.

La modélisation PK a mis en évidence des discordances entre I'étude | et |l
concernant les covariables expliquant la variabilité interindividuelle de la
pharmacocinétique du TXA. Ceci s'explique par le plus grand nombre de patientes
incluses dans cette nouvelle étude, qui décrit mieux I'effet des covariables individuelles
sur les parametres pharmacocinétiques. Il est donc plus probable que la variabilité

interindividuelle de la clairance du TXA soit partiellement expliquée par la clairance
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rénale estimée a l'aide de la formule de Cockroft-Gault et que la variabilité
interindividuelle du volume de distribution soit partiellement expliqué par le poids
corporel mesuré avant la grossesse rapporté a un individu de 70 kg. Ces deux résultats
sont cohérents avec la littérature, concernant la relation entre la clairance du TXA et
la clairance a la créatininel®8.1%9 ou la relation entre le volume de distribution du TXA
et le poids réel des patientes!*6%-163] | 'implémentation de ces deux covariables dans
le modéle a permis de réduire le BICc de 55 points tout en maintenant un indice de

conditionnement kK acceptable, inférieur a 100.

Nos résultats sont cohérents avec les précédentes études conduites sur des
volontaires sains, des patients hospitalisés en traumatologie, des patients sous
circulation extracorporelle pour lesquels la pharmacocinétique du TXA a également
été décrite par un modeéle a deux compartiments!162-165 avec une clairance du TXA
comprise entre 6,6 et 10,1 L/h et un volume central de distribution du TXA compris
entre 4,8 et 17,9 L, tous deux normalisés en fonction du poids corporel d'un individu
de 70 kg. Plus récemment, Li et al ont mené une étude pharmacocinétique
populationnelle sur 30 patientes subissant une césarienne électivel®l, Dans cette
étude, le TXA a été administré par voie intraveineuse a des doses prophylactiques de
5 mg/kg (n=10), 10mg/kg (n=10) et 15 mg/kg (n=10) au moment du clampage du
cordon ombilical. Leurs résultats ont également suggéré que la pharmacocinétique du
TXA était mieux décrite par un modele a deux compartiments avec élimination de
premier ordre. La clairance du TXA a été estimée a 9,4 L/h, et le volume central de

distribution a été estimé a 10,1L.

L'élimination urinaire du TXA prise en compte dans la conception de I'étude et

le grand nombre de patientes recrutées ont contribué a la robustesse du modéle.

Dans I'étude I, les valeurs des parametres pharmacocinétiques populationnels
estimées étaient de 8,4 L/h pour la clairance normalisée pour une clairance de la
créatinine a 150 mL/min (valeur médiane de la population) calculée en utilisant
I'équation de Cockroft-Gault, et de 9,25 L/70 kg pour le volume de distribution. Ces
deux résultats sont cohérents avec 'étude |, suggérant une clairance CL et un volume
de distribution central V1 estimés respectivement a 10,3 L/h et 11,5 L. En revanche,
la fraction d’élimination urinaire purine a fortement varié entre les études | et Il ; elle a
été estimée a environ 50 % dans I'étude Il contre 25 % dans I'étude |. Cette variabilité

peut étre associée a une covariable qui n'a pas encore été étudiée. Il sera intéressant
280



d'étudier la relation entre la variabilité de la p,ine €t Un critére pharmacodynamique
afin de déterminer s'il existe un rapport entre I'élimination rénale et I'efficacité du TXA.

Selon nos résultats, cohérents entre I'étude | et I'étude I, le TXA présente une
double élimination, une élimination urinaire et une élimination non urinaire. Deux
hypothéses peuvent étre évoquées pour expliquer ce phénomene :

- I'élimination du TXA dans le saignement utérin,

- la séquestration du TXA entre la plasmine et la fibrine ; en effet, le mécanisme
d'action du TXA consiste a inhiber la fibrinolyse en empéchant le
plasminogéne et le t-PA de se lier a la fibrine. Selon cette hypothése, il parait
vraisemblable que [lefficacité du TXA soit influencée par cette part
d’élimination non-urinaire. En suivant ce raisonnement, la fraction urinaire
serait donc prédictive de l'efficacité du TXA.

Dans notre étude, les résultats non publiés ont révélé qu'une partie du TXA est
éliminée par le flux sanguin hémorragique ; cependant, des imprécisions concernant
le prélevement de ce sang ont rendu difficile la détermination de la concentration réelle
de TXA dans le sang hémorragique et nous ont conduit a exclure ces concentrations
sanguines utérines de l'analyse pharmacocinétique. En effet, le processus de collecte
a été jugé trop imprécis pour mesurer le volume exact de sang utérin et donc, la
guantité excrétée de TXA. La précision de la collecte du sang utérin a été considérée
comme moins importante que la gestion de la césarienne hémorragique dans notre

étude.

Concernant la concentration cible du TXA, une revue récente a suggéré que
des concentrations de TXA de 10 a 15 mg/L peuvent étre suffisantes pour inhiber
I'hyperfibrinolyse in vivol!®?l, Selon les auteurs, cette plage de concentration devrait
étre ciblée dans les études pharmacocinétigues. Cependant, cette hypothése ne
repose que sur des études mesurant l'effet des concentrations de TXA sur
I'hyperfibrinolyse in vitro. La relation in-vivo entre la pharmacocinétique et la
pharmacodynamique du TXA n'est pas clairement décrite dans la littérature. Une étude
a suggeré qu'un modele Imax décrivait le mieux la relation entre la concentration de
TXA et la lyse maximale mesurée a l'aide d'une analyse par thromboélastométrie
rotationnelle (ROTEM)['%6l. Dans le modéle Imax, I'évolution de l'effet suit I'équation
suivante :

(1 — Lpgy) X (Ceprédite)

E =E, X
0 IC50Y + (Ccprédite)Y

281



Ce modéle pharmacodynamique a été paramétré a l'aide de la valeur de Lyse
Maximale (ML) initiale, de linhibition max (Imax), de la concentration en TXA
permettant 50% de la lyse (IC50) et du coefficient de Hill (y). Dans ce travail, I'lC50 a
été atteint a 6 mg/L. En considérant cette relation PKPD, les auteurs ont estimé qu'une
dose de 650 mg était suffisante pour prévenir la survenue une césarienne. Cependant,
cette étude a été menée sur des patients recevant des doses prophylactiques de TXA
et n'a pas étudié les concentrations nécessaires pour mettre fin a I'hémorragie une fois
que celle-ci a déja commencé. Aucune étude n'a encore déterminé la concentration
de TXA nécessaire pour mettre fin a I'hnyperfibrinolyse dans le contexte d’une
césarienne hémorragique.

Les simulations de Monte Carlo sur 1000 individus ont montré que les
concentrations sanguines prédites de TXA diminuent rapidement en dessous de 20
mg/L, environ 30 min aprés I'administration d'une dose unique de 0,5 g en bolus. Nos
résultats suggérent donc que la fourchette de concentration de 10-15 mg/L a été
atteinte par chaque patiente recevant du TXAa 0,50u 1 g.

Cependant, sur les huit patientes qui ont eu besoin d'une dose de secours de
TXA au cours de I'étude, aucune des concentrations de TXA mesurées avant la
deuxiéme dose n’était inférieure a la concentration cible de 10 mg/L min-max[14 - 89
mg/L]. Ces résultats soulignent la complexité du lien entre la pharmacocinétique et la
pharmacodynamique dans le contexte d'une césarienne hémorragique. Nous
suggérons que l'atteinte d'une concentration cible de 10-15 mg/L n'est pas suffisante
pour inhiber la fibrinolyse et pour expliquer I'efficacité du TXA a mettre fin au processus
hémorragique. Considérant que la concentration cible de TXA est encore inconnue
dans cette population, aucune proposition d'ajustement de la dose par rapport a une
concentration cible n'a été proposée dans notre étude. La premiere hypothése est que
I'efficacité du TXA est dépendante du temps, ce qui signifie qu'une durée pendant
laguelle la concentration de TXA reste supérieure a une concentration cible est
nécessaire. Une deuxiéme possibilité est que la dose requise puisse dépendre de la

séverité de I'hyperfibrinolyse initiale.

3. Articles

Le travail portant sur I'étude | a été publié dans I'European Journal of Pharmaceutical
Sciences!’®’lLe travail portant sur l'étude Il a été publié dans le journal
Pharmaceutics['®8l, Les deux articles sont présentés ci-aprés (derniéres version

corrigées par les relecteurs et acceptées par I'éditeur).
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Abstract

Background

In previous studies, the choice of doses of tranexamic acid was empirically defined as no
pharmacokinetic study had been conducted in haemorrhagic caesarean section.

Objective

The objective was to build a pharmacokinetic model in patients receiving a single 0.5, 1 or 2 g
intravenous bolus.

Method

A preliminary monocentric open study was performed in the Lille centre. Blood samples and
one urinary sample were collected in the 6 hours following the injection. Nine patients were
included. Tranexamic acid concentration was measured using liquid chromatography system
coupled with tandem mass spectrometry. We used Monolix 2019R1 for population
pharmacokinetic modelling. A structural model was constructed followed by the investigation
of potential covariates.

Results

Data were best described with a two-compartment model with a double first-order elimination
from the central compartment. The model was improved when the variable ideal weight per
dose was affected as a covariate for the apparent volume of distribution. Assuming a dose of 1
g and a height of 160 cm, the pharmacokinetic parameters were estimated at 10.26 L.h* for
total clearance, 11.5 L for the volume of the central compartment, 15.8 L for the volume of the
second compartment, a diffusional clearance of 30.36 L.h"!, and a urinary excretion fraction of
25.8%.

Conclusions

The population pharmacokinetic model of tranexamic acid in haemorrhagic caesarean section
was successfully established in our tiny sample of patients. The results of this preliminary
TRACES pharmacokinetic study suggested that elimination of tranexamic acid is partially non

urinary in contrast with healthy patients.

Keywords: caesarean section; intravenous; pharmacokinetics; postpartum haemorrhage;

tranexamic acid.
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Main text
1. Introduction

Primary postpartum haemorrhage (PPH) refers to an estimated blood loss of more than 500 mL
after vaginal birth or 1000 mL after caesarean section within 24 hours of giving birth. In 2010,
PPH was responsible for 27% of maternal death worldwide placing it at the head of the causes
of maternal death (Say et al., 2014).

Tranexamic acid (TA) prevents bleeding by inhibiting the enzymatic breakdown of fibrin blood
clots. This molecular analogue of lysine inhibits fibrinolysis by reducing the binding of

plasminogen and t-PA to fibrin.

Previous findings showed that TA improved prognosis through reduction of death due to
bleeding in surgery, trauma and PPH with various uniform dose regimen. The CRASH-2 trial
proposed a loading dose of 1 g over 10 min followed by an infusion of 1g over 8 hours in trauma
adults (“Effects of tranexamic acid on death, vascular occlusive events, and blood transfusion
in trauma patients with significant haemorrhage (CRASH-2): a randomised, placebo-controlled
trial,” 2010). Then, the EXADELI trial suggested a loading dose 4 g over 1 hour, followed by
an infusion of 1 g/hour over 6 hours to evaluate the impact of TA on the blood loss volume and
duration in women with PPH (Ducloy-Bouthors et al., 2011). Finally, the WOMAN Trial
randomly recently assigned patients to receive TA 1 g intravenously (followed by a second if
bleeding continued after 30 min or restarted within 24 hours) or matching placebo with
successful results on the reduction of death due to bleeding in the treated group (Shakur et al.,
2017). Based on those studies, WHO strongly recommends early use of intravenous tranexamic
acid (within 3 h of birth) with an intravenous dose of 1 g over 10 min, followed by a second
dose of 1 g if bleeding continues after 30 min or restarts within 24 h of completing the first dose
(Vogel et al., 2018). The 1 g and 4 g dose regimen chosen in the EXADELI and WOMAN
trials for the treatment of PPH relied on the results of studies conducted in patients with very
different characteristics from parturient women. To investigate the best dose regimen and any
need for dose adjustment in the treatment of PPH, pharmacokinetic (PK) studies are required.
Until today, no PK studies for TA in the treatment of PPH have been held in literature. Contrary
to common believes, TA have several mechanisms of action to be explored. In fact, plasmin-
induced platelet activation and intrinsic generation of thrombin through activation of factor XIlI
(Soslau et al., 1991; Stief, 2012, 2009) were proposed to explain its efficacy in acute
haemorrhage. Parallel analysis of blood loss, TA concentration and fibrinolysis inhibition have

never been performed in vivo in haemorrhagic caesarean section. Pharmacodynamic
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pharmacokinetic (PK-PD) study will be required. The first step will consist in the build of a PK

model.

Our objective was to build a PK model in patients receiving a single 0.5, 1 or 2 g intravenous
(i.v) bolus and to identify the factors most closely tied up to therapeutic variability between

individuals through a PK study.

2. Methods

TRACES trial is a multicenter randomized double-blind placebo-controlled study whose target
will be to evaluate the dose-ranging efficiency of TA on blood loss reduction in patients
experiencing PPH during elective or non-emergent caesarean section delivery (Bouthors et al.,
2018). TRACES pilot is the preliminary PK study of TRACES trial.

2.1.Ethics approval

TRACES trial was approved by the competent national authorities (ANSM 201500249926) and
the Ethics Committee (CPP 15/50 020216) before beginning the study following article L1121-
4 of the Public Healthcare Code. This trial has been declared on the clinical trials registration
under the number CT 02797119 (Bouthors et al., 2018).

2.2 Patients and Data Collection

TRACES pilot was a monocentric open preliminary technical validation study performed over
2 months (Appendix A). Nine patients participated in the preliminary PK study (Fig. 1). Patients
were included if they were undergoing haemorrhagic cesarean section (blood loss > 800 mL)
and receiving a single i.v dose of TA (0.5, 1 or 2 g over 1 minute). Non-inclusion criteria used
were presented in the TRACES pilot study protocol (Bouthors et al., 2018).

2.3.Measurements and data handling

The blood TDM samples were obtained from our patients at TO (inclusion time, when bleeding
> 800 mL is diagnosed), T1 (at the end of injection), T15, T30, T60, T120, T180, and T360
(defined as 15, 30, 60, 120, 180 and 360 min after the injection). The urinary samples were

collected within 6 hours after treatment.

The characteristics collected for each patient were age, body weight (BW), height, dose, TA
concentration at any time from the injection to T360, serum creatinine concentration, urea,
volume of intravenous fluids administered all along the study period, the loss of blood volume

before inclusion (Vsl), and additional blood loss (Vs2). Urines were collected in a graduated
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urinary bag from the administration of TA to T360. Body surface area (BSA) (Dubois and
Dubois, 871), ideal weight (IW) (Robinson et al., 1983), body mass index (BMI) where
calculated. Clearance of creatinine (Clcr) was calculated thanks to Cockcroft and Gault formula.
Glomerular filtration rate (GFR) was estimated with MDRD and CKD-EPI formulas. We also
considered the unstability of the Clcr in this particulate and acute situation using the Jelliffe
(1972) (Jelliffe and Jelliffe, 1972) and Chiou (1975) (Chiou and Hsu, 1975) computation

formulas.
2.4.Sample Analysis

The sample analysis was described in the TRACES pilot study protocol (Bouthors et al., 2018).
Blood and urinary samples were analyzed by the toxicology laboratory of the Lille centre.

Fifty microliters of plasma or pre-diluted (1/10th) urine were mixed and centrifuged (4500 g,
4 °C, 10 min) after addition of 400 uL of methanol containing 7p-hydroxyethyl-theophylline
(Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) at 20 mg.L™?, as an internal standard. The
supernatant (20 uL) was added to water/formic acid 0.1% (180 uL).

Measures were carried out on liquid chromatography system coupled with tandem mass
spectrometry (Acquity Xevo-TQ Detector, Waters, Milford, MA, USA) following a fully
validated method (Ducloy-Bouthors et al., 2018). The lower limit of quantification was 2 mg/L.
Linearity was tested using the calibration range 5-200 mg/L (r2 =0.995). Intra-day and interday
precisions were <3.80% and 5.30%, respectively, for a 20-mg/L-spiked sample and <2.90%
and 4.15%, respectively, for a 150-mg/L-spiked sample. The system was equipped with an HSS
T3 column (1.8 um x 2.1 x 50 mm) maintained at +50°C. Compounds were separated using a
mobile phase gradient consisting of methanol and formic acid. lons of each analyzed compound
were detected in a positive ion mode using multiple reaction monitoring (MRM). An injection
volume of 5 pL was used for all the analyses. Data acquisition and quantification were
performed using MassLynx 4.1 Software (Waters).

2.5.PK modelling

The PK parameters were estimated using the parametric NLMEM software program Monolix
2019R1 (Lixoft, Orsay, France) by applying the stochastic approximation expectation-
maximization algorithm (SAEM) combined with a Markov Chain Monte Carlo procedure
(Chanetal., 2011). This SAEM algorithm estimates for each patient the distribution of the fixed
parameters. The fixed parameters were computed without any approximation of the model (no

linearisation).
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In this article, we considered NLMEMs for discrete data where the conditional probability for
observation yijjat sample j=1 to n; from patient i can be written as:

yij = f(tij, i) + g(tij, ¥ij) = &€, €j~ N (0, 1)
Where y represents the plasmatic or urinary concentration in TA estimated at tj for a patient i,
f represents the non-linear function of the model, ti; represents the time of sampling, ¥;;

represents the set of PK parameters, g represents the residual error model and &;; represents

the residual error.
The expression of the log of the population PK parameter for individual i is given by:

log(Py) =log (Op)+ By *x1+ M, m; ~N (0, @ p)
Where 6p represents the fixed effect parameter in our population, f; represents the effect of
covariate x;, n; represents the between subject variability (BSV) term on parameter P for

subject i, w p? represents the variance of the interindividual error.

n; is the realization of the random-variable n capturing the BSV. n is assumed normally
distributed with variance wp?.

First, we built the base model for TA using the blood and the urinary concentrations. Secondly,

we evaluated the potential influence of the patients’ characteristics on the TA kinetics.

Random effects of parameters were plotted against covariates to identify possible relationships
between them. Covariate testing was assessed with a multiple sequential regression analysis.
Only the covariates significantly correlated with at least one PK parameter with a risk of 5%
were included in the final structural model for investigation. Parameters considered for
covariate testing were the followings: dose, age, BW, IW, height, BMI, BSA, serum creatinine,
urea, volume of intravenous fluids, Vs1, Clcr and GFR calculated using the different formulas
described above. Concerning our choice of covariates, we considered anthropometric
parameters, parameters measuring the renal function and coagulation parameters. In fact, many
studies tested successfully anthropometric parameters as covariates of the volume of
distribution of TA; renal parameters are well known to influence the elimination of drugs and
were also integrated to our analysis; the Vs2 was not introduced as covariate for our model as

we were looking for predictive parameters for the time course of TA concentration.

For base and covariate modelling, the PK parameters were assumed to follow a log-normal
distribution. The constant, proportional, and combined error models were tested to assess the
residual variability. The base and covariate models were selected according to the minimisation
of the objective function value including the maximized log-likelihood (-2LL) and the corrected
Bayesian information criterion (BICc) (Delattre et al., 2014; Schwarz, 1978), while ensuring

that the condition index calculated from the Fisher Information Matrix is within the limits
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generally assumed (Gujarati, n.d.). We based our selection on the BICc which is penalized from
the maximized log-likelihood by a term that depends on the number of fixed effect parameters
and the sample size and which was adapted from the initial BIC for general mixed effects
models. The model was accepted if the condition index was below 100. The validation of the
models was assessed with (1) the precision of the parameter estimation expressed as the relative
standard error (RSE, in %), the goodness of fit of each model according to diagnostic plots such
as (2) the observed versus predicted concentration scatter plots, (3) the visual predictive check
(VPC), and (4) the diagnostic plot for normalized prediction distribution error (NPDE) (Nguyen
etal., 2017). The corrected VPC was used for this study as the doses were not the same for each
patient (Bergstrand et al., 2011). The validation of a non-linear mixed-effect model is under-
pinned by the precision of the estimations obtained from the bootstrap mostly which must reach
the required standards (<30% for fixed effect parameters and <50% for w®). As we worked on
a parametric software, a Shapiro Wilk test (0=5%) was computed to assess the normality of the

n and &ij. The graphs were computed using Monolix 2019R1.

The RSE given by monolix are computed asymptotically from the inverse of the Fisher
Information Matrix. However, only 9 subjects with 7 sampling times are considered in our
study, which can lead to unprecised estimation of the uncertainty. In order to obtain a more
accurate estimation of the uncertainty on the fixed effect parameters, a parametric bootstrap
method was performed using R software (version 3.6.1) implemented with the Rsmix package
(version 2.0.2). A bootstrap consists in repeating random sampling with replacement of the
original data to create a new data set of the same size as the original but with a different
combination of subjects (and their data). This resampling was repeated 1000 times. For the
interpretation of our data, we considered the relative standard error (%) of the fixed and random

parameters obtained from the bootstrap rather than the ones estimated from the original dataset.
2.6.PK simulations

To characterize the influence of the dose-regimen and the chosen covariates on TA kinetics, we
generated PK simulations on a fictive group of 1000 individuals parametrized with individual
randomization using R software (version 3.6.1) implemented with the mIxR package (version
4.0).

2.7.Correlations

A spearman correlation test (R software) between the Vs2 and the predicted maximal
concentration of TA (Cmax), the area under the curve (AUC) from 0 to 360 minutes (measured

using PKAnalix, version 2019R1), the TA dose received was tested.
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3. Results
3.1.Patients and Data Collection

Nine patients were recruited in the PK preliminary study (Fig. 1). The patients’ baseline and
PPH characteristics are presented in Appendix B. The analysis included a total of 53 TA plasma

concentration data.

3.2.Population PK
3.2.1. Base model

We tested seven two-compartment models and a single three-compartment model based on
previous studies. In the two-compartment models, the first compartment represented the central
compartment with an elimination called A and the second compartment represented the
peripheral compartment with an elimination called B. The rational to test a potential elimination
from the second compartment comes from the possibility that it may represent the uterine
haemorrhagic compartment. Thus, the elimination of TA in the haemorrhagic blood would be
represented by an elimination from the second compartment. The tested models were
distinguished by their A/B elimination couple (first order, non-linear, absent). The elimination
A was assumed to be ever-present as TA concentrations where objectivize in the 6 hours urine
while there was no evidence that the elimination B of TA from the peripheral compartment
existed. The results for the selection of the base model are summarized in Table 1.

The proportional error model was the most adequate for evaluating interpatient and residual
variability. This model is written yl = Cc + b1*Cc * € with y1 the predicted TA concentration
in the blood, Cc the observed TA concentration in the blood and bl the fixed factor of the
proportional residual error for the blood concentration. Observed data were best described with
a two-compartment model with a double first-order elimination from the central compartment
and no elimination from the second compartment (Fig. 2). The model n°7 is thus considered as
the final base model in the remainder of this section.

This base model was parameterized using elimination clearance (Cl), the volume of central (V1)
and peripheral (V2) compartments, diffusional clearance (Q), urinary excretion fraction (Purine),

according to the following equations:

dAy

W = _(knon urine T kurine) X Ay — kiz X Ay + kpy X Ay
dA,
dA, _

dt - kurine X Al
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_ cl _ Cl . _ Q . _ Q
kurl’ne = DPurine X V_ ) knon urine — (1 - purine) X V_ ) k12 = V_ ) k21 - V_
1 1 1 2

In those equations A, represents the amount of TA in the central compartment, A, represents
the amount of TA in the peripheral compartment, and A,, represents the amount of TA collected

in the urines.

At that step, Cl was 0.171 L.min? (or 10.36 L.h*) with RSE=10.9%, V1 was 12.3 L
(RSE=20.8%), and purine Was 0.26 (RSE= 13.7%). We calculated a population elimination rate
(Knon urine + Kurine) 0f0.84 ' (0.014 min™) and a population half-time of elimination of 0.82
h (49.87 min).

3.2.2. Covariate model

Results of covariate testing showed that dose (r2 =0.84, p-value=4.6 103), IW per dose (12 =-
0.95, p-value=8.8 10°), BW at the end of pregnancy per dose (r>=-0.89, p-value=1.5 10%) and
height per dose (r2=-0.96, p-value=5.8 10°) significantly affected the apparent volume of
distribution of TA. It was also found that height influenced the elimination clearance (r2=-0.80,
p-value=8.9 10%). No other covariates significantly influenced the PK parameters of TA with a

risk of 5% bilateral. The significant covariates were included one by one in the base model.

According to the results (Table 2), the model with the lowest BICc was the one for which IWD
was added as a covariate for the volume of distribution. This model was considered as the final

covariate model (model B).
The fixed effect parameters identified for the model B are summarized in Table 3.

The precision of the estimations obtained from the bootstrap mostly reached the required
standards (<30% for fixed parameters and <50% for wp) except for Q (RSEwq = 88 %) and V1
(RSEwv1=69.7%). Diagnostic plots of the final model are presented in Fig. 3.

The proportion of outlier plasma and urinary concentration data individually predicted by the
final covariate model were assessed respectively at 3.57% and 0%. Curves representing
empirical percentiles were within the prediction intervals. NPDE plots were well distributed
around the zero. The Shapiro Wilk test showed that their distribution was not significantly
different from 0 (Fc = 0.973, p-value=0.26, for blood concentrations; Fc=0.870, p-value=0.12
for the urinary concentrations). The normal distribution of the n values was not rejected by any
statistics at the 95% confidence level (Fc > 0.90, p>0.41).
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When studying the time-course evolution of TA plasmatic concentrations in our study patients
(Fig. 4), we observe a non-linear relation between the dose given and the Cmax oObserved. In
concordance with those observed concentrations, the results of the simulations performed also
showed that the initial blood concentrations were higher when the dose given was 0.5 g than 1
g (Table 4). This revealed a non-linear relation between the Cmax and the dose administered
according to the simulated values (Table 4).

According to our model, the maximal blood concentration will be estimated with the following

equation:

Dose
Crax = 5. w
leop e’ Dose

This equation illustrates the non-linear relation between Cmax and the dose given. This non-
linearity is explained by the positive asymptotic evolution of the volume of distribution of TA

with the dose given.

Fig. 5 represents the observed concentrations of TA on the time with curves stratified according
to the volume of additional blood loss. According to the correlation tests, results revealed the
absence of correlation between the dose received and the additional blood volume (Vs2;
r2=0.009), a negative non-significant correlation between the predicted Cmax and the Vs2 (r2=-
0.153, p-value=0.695), a positive non-significant correlation between the predicted AUC and
the Vs2 (r>=0.509, p-value=0.162).

4. Discussion

Our results support that TA kinetics are best described with a two-compartment model with a
double linear elimination from the central compartment. The analyses showed that the ideal
weight per dose (IWD) was the covariate which best explained interindividual variability when

it was tied up to the volume of distribution.

This was the first study which estimated PK parameters of TA when used for the treatment of
PPH.

The results supported by our study are consistent with the previous findings. Most studies
described the two-compartment model with first-order elimination as being the most adequate
PK model for i.v TA (Benoni et al., 1995; Dowd et al., 2002; Eriksson et al., 1974; Gertler et
al., 2017; Grassin-Delyle et al., 2019; Grassin-Delyle et al., 2018; S. Grassin-Delyle et al., 2013;
Stanislas Grassin-Delyle et al., 2013; Sharma et al., 2012; Wesley et al., 2015). A study

proposed a three-compartment model with a third exponential curve starting 8 h after treatment
292



(Pilbrant et al., 1981). As plasma samples weren’t collected beyond 6 hours after treatment for
our study, our results remain consistent with this last study.

In comparison with these latter studies, TA clearance appears increased in our study (10.6L/h
versus 2.5-7.4L/h) and the volume of distribution appears smaller (12.3L versus 16.5 to 46.3L),
while it is general knowledge that this latter parameter are in most cases increased in pregnant
women. (Eriksson et al., 1974; Grassin-Delyle et al., 2019; Grassin-Delyle et al., 2018). The
decrease in volume of distribution may be linked to the important loss of blood encountered
during haemorrhagic caesarean section. Otherwise, if the assumption of consumption of TA
turns out to be correct, the decrease in volume of distribution could be the consequence of the
consumption of TA: the consumption of TA would cause the diminution of the free-TA

concentration in the blood and therefore the decrease in the volume of distribution.

Two previous studies had completed their plasmatic dosages with urinary dosages in healthy
volunteers in the past. These results supported that urinary excretion of TA was total in healthy
volunteers (Eriksson et al., 1974; Pilbrant et al., 1981). However, our results pointed out that a
double first-order elimination was the most appropriate to describe TA kinetics when adjusted
on the quantity of TA excreted in the urine. The hypothesis of a non-urinary excretion in PPH
could be easily explained by the excretion of TA in the haemorrhagic blood flow. To date, no
PK study including urinary dosages were conducted in trauma, cardiac surgery or PPH.
However, there are gaps in the interpretation of our model. First, if the amount of TA not
excreted in the urines, was excreted in the haemorrhagic blood flow, this would represent an
important quantity of TA. Yet, small additional volumes were measured for some patients (342
+/- 313 mL). Besides, our results showed a negative correlation (non-significant) between Cax
and the Vs2, and a positive correlation between AUC and the Vs2 which leaded us to consider
the consumption of tranexamic acid as a hypothetical mechanism of elimination. This
assumption would also explain the increase in clearance, that may be bound to important TA
consumption. In fact, if we calculate the renal clearance of TA in our tiny sample, we obtain a
value of 2.76 which is low but coherent with the one observed in som trauma patients.(Grassin-
Delyle et al., 2018). The half-time elimination estimated here is consistent with the one
observed in previous studies (Eriksson et al., 1974; Grassin-Delyle et al., 2019; Grassin-Delyle
etal., 2018). Special attention will have to be paid to the volume of distribution and the urinary

clearance in the currently recruiting study.

The major mechanism of tranexamic acid relies on its binding to the t-PA-activated-
plasminogen which blocks native fibrin lysin sites connection. We could assume that, following

its binding on t-PA-activated-plasminogen, TA could remain trapped on it. The method of
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dosage permit to determine the total amount of TA in urinary and blood samples but may be
not able to detect trapped TA. Interestingly, trapped TA could be related to fibrinolysis intensity
which is highly variable from one patient to the other. Dosages in haemorrhagic blood were

planned to be performed in the TRACES survey to confirm either assumptions.

The multivariate regression analysis revealed a good correlation between the ratio IW/D and
the apparent volume of distribution of TA. The main covariate that stood out from previous
studies was BW (Dowd et al., 2002; Gertler et al., 2017; Grassin-Delyle et al., 2019; Grassin-
Delyle etal., 2018; S. Grassin-Delyle et al., 2013; Stanislas Grassin-Delyle et al., 2013; Wesley
et al., 2015). Our results didn’t point out any correlation between BW and the volume of
distribution of TA. However, they suggested a strong correlation between the volume of
distribution and the dose and especially the variable IWD. With IWD as a covariate for the
volume of distribution, the model had a 15.07-point lower corrected BIC value compared to the
model with no covariate. As the strength of the evidence against the model with the higher BIC
is very strong when the difference between to BIC values overtake 10 points, our results support
that this covariate model provides a more precise estimation of TA kinetics than the base model.
It sounded difficult to compare our estimated populational PK parameters obtained in context
of immediate post-partum to other results as the previous PK studies were led in
trauma(Grassin-Delyle et al., 2018) or in infant21,23, children21,22,23, neonates21,23,
adults24-26 in cardiac surgery with cardiopulmonary bypass or in healthy volunteers (Benoni
et al., 1995; Grassin-Delyle et al., 2019). As far as we know, the amount of TA administered
hasn’t been used as covariate for covariate testing in those studies. It seems plausible that the
IW is better correlated with the volume of distribution than the BW is because of the influence
of pregnancy on the BW. The fact that the volume of blood loss before inclusion (Vs1) was not
significantly correlated with the volume of distribution of TA may due to the compensation of

the loss by vascular filling.

The major limitation of our study is mainly tied up to the lack of data. The number of subjects
included corresponds to what was planned in the published TRACES non-interventional pilot
study protocol, with two patients excluded a posteriori for missing data or disrespect of
sampling times. No control PK study was planned in the protocol as the administration of
tranexamic acid is not recommended in non-hemorrhagic pregnant women. The dose of 0.5, 1g
or 2g was left to the practitioners’ appreciation. Yet, that number is consistent since this is a
pilot study. Our results revealed a wide inter variability in initial plasma concentration data
adjusted on the dose (RSE=69%) which is not explained by our model. Data provided by the
TRACES study will be used to complete our model and investigate this variability.
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Our model doesn’t confer guidance for dose adjustment of TA as the targeted blood
concentration remains uncertain. However, guidance in optimizing dose regimen is needed as
far as TA used at high doses may lead to adverse effects (Couture et al., 2017; Hodgson et al.,
2015). Several minimally effective blood concentrations of TA have yet been proposed in the
literature, depending on the mechanism of action considered. It was found that 10 pg/mL of
TA inhibited 80% of fibrinolysis when contacted with porcine tissues (Andersson et al., 1968).
Otherwise, platelet-rich plasma incubated with 16 pg/mL of TA leads to a reduction by 50%
plasmin-induced platelet activation, a study showed (Cortet et al., 2012). Finally, intrinsic
generation of thrombin through activation of factor XII seemed to require concentrations of TA
ranging from 126 to 252 pg/ml (Stief, 2009).

20 pg/mL of TA are basically assumed to be sufficient to inhibit the major part of fibrinolysis
and this threshold has been already used to optimize TA dose regimen in clinical practise
(Grassin-Delyle et al., 2018). The previous studies dealing with that topic were led in vitro. The
relationship between blood TA concentration and blood loss has never been demonstrated. A
recent article even showed that the TA concentrations maintained above 10 mg.L™* weren’t
correlated with blood loss reduction (Lanoiselée et al., 2018). The 20ug/mL threshold was
reached for each patient and so for each dose tested in our study. Also, according to Fig. 4.a
and 4.b, what differs most between the 3 different doses given is not the Cmax reached but the
half-time of elimination. In our tiny sample, we didn’t observe any link between the time spent
above the 20ug/mL and the end of the additional bleeding (Fig. 5). There is currently no data
establishing the threshold of 20ug/mL as the efficient one to reduce additional blood loss and
inhibit fibrinolysis all together. This is the aim and the great interest of TRACES trial, in the
way to be analyzed. Considering the gap between the populational volume of distribution
estimated in our study and the one observed in healthy volunteers or trauma patients, we
proceeded to a recalculation of what could be the efficacy concentration threshold. If we assume
a median volume of distribution around 30 L for an efficacy concentration of 20ug/mL, the
threshold quantity for a volume of distribution of 12.3L would be 50 pg/mL. The 50ug/mL
threshold was reached for each patient and so for each dose tested in our study. We did not
observe any relation between the time spent above the 50ug/mL and the end of the additional
bleeding (Fig. 5).

Furthermore, the relation between the clinical efficacy of TA and the AUC has never been
established to date. Comparing the AUC to the Cmax as markers of efficacy of TA could be a
first step for determining the best pharmacodynamic indicator of TA. As the correlation
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between the AUC and the Vs2 was shown to be higher than the one between Cmax and Vs2
according to our results, the question of AUC as marker of efficacy needs to be investigate in

future studies.

Additional blood volume was the only efficacy parameter collected according to the TRACES
non-interventional pilot study protocol. The higher correlation between AUC and Vs2 than
between Cmax and Vs2 forces us towards the assumption that the efficacy of TA is time

dependent.

5. Conclusion

In summary, the population pharmacokinetic model of TA in haemorrhagic caesarean section
was successfully established in our tiny sample of patients. The results of this preliminary
TRACES pharmacokinetic study suggested that elimination of TA is partially non urinary in
contrast with healthy patients. This raised the question of the secondary elimination of TA that
we assumed to be either an haemorraghic elimination or a TA antifibrinolytic trapping. On-

going TRACES trial is expected to corroborate either assumptions.
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Figure titles and captions.
Fig. 1 Flow chart
Fig. 2 Two-compartment model with a double linear elimination (model A)

Fig. 3 Goodness-of-fit plots obtained from the final covariate model. Observed versus
population (A) and individually (B) predicted tranexamic acid (TA) plasma concentrations.
Observed versus population (C) and individually (D) predicted tranexamic acid (TA) urinary
concentrations. Green dotted lines represent the limits of the 90% confidence interval. (E)
Visual predictive check plot obtained from the final covariate model: it represents observed
plasmatic concentrations in tranexamic acid (TA) versus time-based on 1 000 Monte Carlo
Simulation. Shaded areas represent 90% prediction intervals around the 10th, 50th, and 90th
percentiles. Observed data are represented by red dots. Predicted medians are represented by
the green dotted lines. Empirical percentiles are represented by the yellow lines. (F) Normalized
prediction distribution errors (NPDE) plotted versus time and tranexamic acid (TA) plasma

concentrations

Fig. 4 Time-course measurements of tranexamic acid plasma concentrations for the study

patients
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Figures

Fig.1.
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Abstract: The aim was to evaluate the population pharmacokinetics of tranexamic acid (TXA) ad-
ministered intravenously at a single dose of 0.5 or 1 g in parturients undergoing active haemorrhagic
cesarean delivery and to evaluate the influence of patient variables on TXA pharmacokinetics.

Subjects from three recruiting centers were included in this PK sub-study if randomized in the
experimental group (i.v TXA 0.5 g or 1g over one minute) of TRACES study. Blood samples and two
urinary samples were collected within 6 hours after TXA injection. Parametric non-linear mixed
effect modeling (Monolix v2020R1) was computed.

The final covariate model building used 315 blood and 117 urinary concentrations from seventy-
nine patients. A two-compartment model with a double first-order elimination from the central
compartment best described the data. The population estimates of clearance (CL), central volume of
distribution (V1), and half-life for a typical 70 kg patient with an estimated renal clearance of 150
mL/min (Cockroft-Gault) were 0.14 L/h, 9.25L, and 1.8 h. A correlation between estimated creatinine
clearance and CL, body weight before pregnancy, and V1 was found and explained partly the PK
variability. The final model was internally validated using a 500-runs bootstrap.

The first population pharmacokinetic model of TXA in active haemorrhagic caesarean section was
successfully developed and internally validated.

Keywords: caesarean section; intravenous; pharmacokinetics; postpartum haemorrhage; tranex-
amic acid.

1. Introduction

Post-partum haemorrhage remains the first direct obstetrical cause of worldwide
maternal morbidity. It is defined as a blood loss of more than 500 mL after vaginal birth
or 1000 mL after caesarean section within 24 h of giving birth[1]. Even if the maternal
mortality ratio has fallen by 45% between 1990 and 2013, it remains above the
expectations, especially in developing countries[2,3].

To reduce the incidence of PPH, the WHO and professional bodies recommend active
management of PPH using prophylactic administration of uterotonics in addition to other
non-pharmacological interventions. In 2012, the WHO has issued guidelines for
administrating intravenously tranexamic acid when uterotonics are unavailable or where
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the bleeding may be partly due to genital tract trauma[4]. Tranexamic acid (TXA) is an
antifibrinolytic drug that was found to reduce bleeding by inhibiting the breakdown of
fibrin and fibrinogen by plasmin[5]. The treatment regimen proposed by the WHO
consists of an early dose of 1 g of TXA, over 10 min, followed by a second dose of 1 g if
bleeding continues after 30 min or restarts within 24 h of completing the first dose[4]. This
treatment regimen was defined according to two major studies, the EXADELI and
WOMAN trials, whose treatment regimen was itself derived from studies conducted on
trauma patients (CRASH-2 trial, notably)[6-8].

In healthy volunteers, the PK of TXA is well described; TXA is reported to be eliminated
by urinary excretion via glomerular filtration with more than 95% of the dose excreted
unchanged in healthy volunteers. Accordingly, only a small fraction of TXA acid is
assumed to be metabolized by the liver [9]. Pharmacokinetics (PK) complexity in
haemorrhagic caesarean delivery is related to the alterations of body mass and elimination
of drugs due to pregnancy-induced physiological changes (increased plasma volume and
renal clearance, anemia, and hypercoagulability) and surgery-induced changes (blood
loss and reduced blood mass, inflammation and oliguria[10]. Thus, drug disposition
reported in healthy patients[9] and trauma patients[8] may not be applicable to drug
disposition in parturients undergoing haemorrhagic caesarean section (CS).

Except for our preliminary model out of the TRACES pilot sub-study[11], a literature
search failed to identify studies addressing specifically the haemorrhagic population for
TXA PK model during CS. TRACES pilot study aimed to construct the PK model of
tranexamic acid in patients receiving a single 0.5, 1 or 2 g intravenous (i.v) bolus and to
identify the factors most closely tied up to therapeutic variability between individuals.
The results suggested a partial non-urinary elimination of TXA in this population.
However, the sample of patients included in the study was small and validation of the
findings on a larger cohort are needed.

The current study was conducted (i) to characterize PK of TXA administered
intravenously at a single dose of 0.5 or 1 g over one minute in parturients undergoing
haemorrhagic CS, (ii) to assess the hypothesis of a partial non-urinary TXA elimination;
(iii) to evaluate the influence of patient variables on TXA PK.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics approval and consent to participate

The TRACES trial was conducted in accordance with the Article L. 1121-4 of the French
Public Health Code. Approvals were obtained from the Regional Ethics Committee
(15/50_020216) and the Competent Authority in France (ANSM 201500249926). It has been
registered and assigned the NCT number NCT02797119.

The consent procedures have been described in detail in the TRACES trial protocol[12].

2.2 Patients and data collection

TRACES trial participants recruited in Lille, Paris Louis Mourier, and Paris Trousseau
centers were considered for inclusion. Each patient admitted for CS before or during labor
was informed before the beginning of the CS; a signed consent was collected. Patients
were included when postpartum haemorrhage was superior to 800 mL according to
TRACES trial protocol[12]. The choice of the bleeding volume cut-off was chosen
according to our current practices. The time-point before injection was named T0. A single
10-mL vial containing 0, 0.5, or 1 g of TXA (Exacyl® 0.5 g/5 mL, Sanofi-Aventis, France)
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was administered blindly over 1 min in included patients. The intravenous injection was
performed using a strict control of 1 min-duration. T1 defined the time-point of the end
of injection. It was suggested that T1 corresponded to the plasma concentration peak of
TXA. A rescue second dose of 0.5g or 1 g was given if haemorrhage became severe (total
blood loss >1500 mL). Blood loss volume (mL) was measured using the surgical or cell
saver aspiration bag, the under-buttock delivery bag collecting vaginal blood flow during
CS, and by weighing drapes and pads.

2.3. Measurements and data handling

Age, body weight, height, serum creatinine concentrations, plasma urea concentrations
were collected for each included patient at inclusion time.

Maternal blood samples were collected from the opposite arm of drug administration
through a peripheral venous catheter. The venous blood samples were taken in citrated
and EDTA tubes of 4 mL each at 15, 30, 60, 120, 180 and 360 min (defined as T15, T30, T60,
T120, T180, and T360) +/- 10 min after the injection according to the study protocol. The
urinary samples were collected within 6 h after treatment. The exact time of blood and
urine sampling were collected to perform reliable PK modeling.

The differences between the baseline characteristics of the experimental groups (TXA0.5g
and TXAlg) were tested according to the results of the homogeneity of variance tests. If
the assumption of homogeneous variances was met, an independent-samples t-test
(a=5%) was performed. If the assumption of homogeneous variances was rejected, a
Kruskal-Wallis test (a=5%) was conducted.

2.4. Sample analysis

Blood and urinary samples were analyzed by the toxicology laboratory of the Lille
Hospital Centre according to the protocols displayed in the TRACES trial protocol.

Four hundred microliters of methanol containing 7p-hydroxyethyl-theophylline (Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) at 20mg.L-! were added to a 50uL-sample of
plasma or diluted urine (1:10). This mixture was centrifuged (4500 g, 4 °C, 10g).
Water/formic acid 0.1% (180 pL).was mixed with 20uL of the obtained supernatant.

A liquid chromatography system coupled with tandem mass spectrometry (Acquity
Xevo-TQ Detector, Waters, Milford, MA, USA) was used to perform the dosages as
written in the protocol[13]. The system was equipped with an HSS T3 column (1.8
pm x 2.1 x 50 mm) maintained at +50°C. The mobile phase gradient consisted of methanol
and formic acid. A positive ion mode using multiple reaction monitoring (MRM) was used
to detect each ion of the separated compound. A 5uL volume of was used for the injection
of all the analyses. Data acquisition and quantification were performed using MassLynx
4.1 Software (Waters).

Concerning the qualification data for the HPLC-MS/MS detection assay, performed
within the range 5-200 mg/L, the correlation coefficient was 0.995. The repeatability and

the inter-day precision obtained were respectively < 2.90% and 4.15% for a 150 mg/L-
spiked sample, and < 3.80% and 5.30% for a 20 mg/L-spiked sample.

2.5. PK modeling
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The PK model was developed sequentially using non-linear mixed-effect modeling
software (Monolix version 2020R1, Lixoft). Parameters were estimated by computing the
maximum likelihood estimator using the stochastic approximation expectation-
maximization (SAEM) algorithm combined with a Markov Chain Monte Carlo (MCMC:
5 for the number of chains) procedure.

In this article, Nonlinear Mixed Effect Models (NLMEM) were considered to model yij,
the plasma or urinary concentration in TA estimated for a patient i (i=...) at time j (j=..) as
follows:

Yij = f(ti,j'llji) + g(ti,i' lI’i) * &, €~ N (0, 1)
1)

where, f represents the nonlinear function of the model, {;, represents the vector of
individual PK parameter for subject i, g represents the residual error model and g;;
represents the residual error. As we worked on a parametric software, the normality of &i;
was assumed. The random variation in the population PK parameters was described by
between-subject variability (BSV) for every fixed-effect assuming that parameters were
log-normally distributed. The tested base models are displayed in Figure 1.
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Tested conditions
Urine depot Elimination A : Linear or non-linear
Elimination A’: Linear or absent

compartment R . .
Elimination B : Linear or non-linear or absent

Figure 1. Hypothetic base models tested. The hypothetic tested parameters are represented in blue
color.

Compartment 1 represents the central compartment, while compartments 2 and 3
represents hypothetic peripheral compartments. The rationale to test a potential
elimination from compartment 2 comes from the possibility that it may represent the
uterine haemorrhagic compartment. In that case, the elimination of TXA in the
haemorrhagic blood would be reflected by elimination from compartment 2. The only
elimination that was not hypothetical was the elimination of TXA from compartment 1 as
TXA concentrations were measured in the urines within 6 hours after TXA administration.
The fraction of TXA eliminated via urines is considered as “purine”, and is calculated as
follows:

V1 da, _ 1
Purine = Kurine X CL and Kyyine = dt A_1
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With A;the amount of TXA in the central compartment, and A,, the amount of TXA in the
urine compartment.

Additive, proportional, combined (additive and proportional), and exponential error
models were assessed to model the residual unexplained variability.

The choice of the base and error models was based on the calculation of the objective
function (OFV) using the corrected Bayesian Information Criterion (BICc) which is
penalized from the maximized log-likelihood by a term that depends on the number of
fixed effect parameters and the sample size. A model X was better than a model Y if it led
to a reduction in the BICc of at least 3.84 points (value taken from y?ndl=1 distribution at
a =0.05) compared to model Y. Furthermore, a low value of the condition number x (i.e <
100) suggests that the model is not over-parameterized and the absence of collinearity
between the PK parameters.

Once the best base model was selected, the influences of covariates were tested. We
evaluated the following covariates: age, body weight (BW), body mass index (BMI), lean
body weight (LBW), adjusted body weight (ABW), ideal body weight (IW), body surface
area (BSA), estimated creatinine clearance (eClcr) using the Cockcroft-Gault formula
estimated Glomerular Filtration Rate (eGFR) using the CKD-EPI formula or the MDRD
formula (GFR_MDRD). The formulas used to calculate each parameter are displayed in
Appendix A, Figure Al. Each characteristic (BMI, LBW, IW, BSA, eClcr, eGFR) was
calculated twice, first using the body weight measured before pregnancy and secondly
using the body weight measured after pregnancy. The choice of testing the body weight
measured before pregnancy as a potential covariate is related to the fact that the weight
gained during pregnancy doesn’t correspond to a proportional increase of fat tissues and
body. Accordingly, the body weight measured before pregnancy could be a better
estimator of the distribution than the body weight measured on the day of CS. The effect
of covariates was tested on each PK parameter, one at a time, by incorporation into the
base model by the following relationship using a forward selection:

log(Pip) =1og (0,) +B1 * X1 + Mip, Mg ~ N (O,w,)
(2)

Where ({; o) represents the £ individual PK parameter (£=(1, ..., P)), where P is the total
number of PK parameters. 0, represents the fixed effect of the PK parameter £, B,
represents the effect of the covariate x4, 1;, represents the £ element of the vector n;,
capturing the BSV term on parameter £ for subject i, w , represents the variance of the
interindividual error.

Women for whom weight and serum creatinine concentration were missing were
excluded from the covariate analysis.

The selection of the covariates was computed in the same way as the selection of the base
and error model. A covariate was retained if it explained significantly the BSV of a PK
parameter (Wald test, p <0.05).

Model performance evaluation of the final covariate model used the precision of the
parameter estimation expressed as the relative standard error (RSE, in %) required to be
<30% for fixed parameters and <50% for w ,; and diagnostic plots (1-3) based on Monte
Carlo simulations. (1) The Visual Predictive Check (VPC) plot assesses whether the model
can reproduce the variability in the observed data from which it originates by overlapping
the distribution of observations and the distribution of predictions. (2) Scatter plots of
observed and predicted compares graphically the distance between the observed and
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predicted value, which is expected to be as low as possible. (3) A histogram of the
distribution of the Normalised Prediction Error (NPDE) was computed and expected to
follow the N(0,1) distribution. A Shapiro Wilk test (a=5%) was computed to assess the
normality of the random effects n; , and &;;.

Model performance evaluation graphs were exported from Monolix v2020R1
computations.

2.6. Noncompartmental analysis

Noncompartmental PK analysis (NCA) was performed using PKAnalix (version 2020R1,
Lixoft) to estimate the area under the curve (AUC) from T1 to T30 (AUC T1-T30) and the
AUC from T1 to T60 (AUC T1-T60), to predict the mean residence time (MRT) of TXA for
each patient and the maximal blood concentration (Cri). The integral method was
computed using linear log trapezoidal parametrization.

Groups of patients were formed according to the bleeding status of patients at T30 and
T60. For the analysis performed at T30, group A consisted of the parturients who had
definitely stopped bleeding from T30, group B corresponded to the patients who had
continued to bleed, in group C were gathered the patients who had stopped bleeding at
T30 but had bled again at T60, T120, or T360.

For the analysis performed at T60, group A consisted of the parturients who had definitely
stopped bleeding from T60, group B corresponded to the parturients who continued to
bleed at T60, in group C were gathered the patients who had stopped bleeding at T60 but
had bled again at T120 or T360, and finally, group D consisted of the patients who stopped
bleeding between T0-T30 or T30-T60 and who bled again at T60.

Comparisons of the mean values for Cri1, TXA blood concentrations measured at T30 (Crso),
AUC(T1-30), MRT were computed between the different groups according to the bleeding
status at T30.

Comparisons of the mean values for Cr1, TXA blood concentrations measured at T60 (Crso),
AUC(T1-60) were computed between the different groups according to the bleeding status
at T60.

Comparisons were computed using a Kruskal-Wallis test with an alpha-risk of 5%.

2.7. Model internal evaluation

The robustness of the model was assessed by performing a 500-runs bootstrap resampling
procedure in Monolix using the Rsmlx package (version 2.0.2) in R software (version
3.6.1). The median values obtained from the 500 bootstrap runs were discussed regarding
the mode values of the estimated values of fixed parameters. Final PK parameters were
re-estimated for 500 samples and the median, the 1%t quartile (Q1), ;and 3™ quartile (Q3)
were calculated for each parameter. The mode values obtained from the original dataset
were expected to be close to the median values obtained from the bootstrap runs and
within the range[Q1; Q3]. The validation of a non-linear mixed-effect model was
underpinned by the precision of the estimations obtained from the bootstrap mostly
which must reach the required standards (<30% for fixed effect parameters and <50% for

w g).
2.8. Simulations to derive optimal dosing

Monte Carlo simulations of 1000 parturients were repeated for the two-dose regimens, 0.5
and 1g given as single bolus doses. Results were computed using mIxR package (version
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4.0.6) and the graphic presentation of the outputs was computed with the ggplot2 package
(version 3.3.3) in R software.

3. Results

3.1. Recruitment

In total, 175 haemorrhagic patients were enrolled in TRACES study. Eighty-four patients
were recruited in TRACES PK sub-study. (Figure 2).

Assessed for eligibihity

(n=175)

Paitent experiencing a hemorrhagic CS >800 mL

Randomized
(n=175)

concentrations (n=102)
TXAlg (n=51)
TXAO0.5g (n=51)

Allocated to intervention — availability of the

\ Base model (n=84)

\ Covariate model (n=79)

|

Excluded (n=83)

Allocated to placebo group (n=60)

Allocated to placebo or intervention group (n=13) but unavailability of the
TXA blood and urmary concentrations

Included (n=5)
Centre 1, allocated to placebo group but received lg TXA because of
mmportant hemorraghe volumes

Excluded (n=23)
Unavailability of the TXA blood and urinary concentrations (n=12)
Outlier data (n=1)

Excluded (n=5)
Missing data (creatinemia, n=3 ;weight n=2)

Figure 2. Study flowchart. Legend: CS for caesarean section; TXA for tranexamic acid

The patients’ baseline characteristics are displayed in Table 1.

Table 1. Patients' baseline characteristics, with results displayed in mean and standard deviation.

Characteristics, mean (SD)

Group TXA0.5 Group TXAlg p-value

g (n=34) (n=45)
Age (years) 34 (5) 33 (4) 0.47
Height (cm) 166 (8) 164 (7) 0.19
IW (kg) 58.3 (7.0) 56.3 (6.3) 0.19
BW before pregnancy (kg) 73.2(21.1) 72 (17) 0.46
BW (kg) 84.3 (18.6) 83.0 (15.2) 0.73
BMI before pregnancy (kg/m?) 26.4 (7.0) 26.6 (6.0) 0.54
BMI (kg/m?) 30.4 (6.0) 30.8 (5.1) 0.68
ABW before pregnancy (kg) correction factor=0.4 68.7 (10.0) 67.0 (8.3) 0.65
LBW before pregnancy (kg) 439 (7.4) 43.0 (6.3) 0.65
LBW (kg) 47.8 (6.4) 46.9 (5.4) 0.58
BSA before pregnancy (m?) 1.8 (0.2) 1.8 (0.2) 0.88
BSA (m?) 1.9 (0.2) 1.9 (0.2) 0.54
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Serum creatinine concentration (mg/dL) 6.5 (1.5) 6.7 (1.6) 0.25
eClcr (Cockroft-Gault, mL/min) with BW before pregnancy 150.5 (64.5) 143.4 (53.2) 0.47
eClcr (Cockroft-Gault, mL/min) 172.3 (62.3) 166.3 (56.1) 0.42
eGFR (CKD-EPI, mL/min/1.73 m?) with BW before pregnancy 122.5 (20.8) 119.7 (17.2) 0.44
eGFR (CKD-EPI], mL/min/1.73 m?) 130.3 (19.1) 127.9 (16.4) 0.42
eGFR (MDRD, mL/min/1.73 m?) with BW before pregnancy 117.1 (37.1) 111.9 (35.5) 0.42
eGFR (MDRD, mL/min/1.73 m?) 124.5 (37.5) 119.5 (37.0) 0.47
Bleeding volume at inclusion (mL) 1091 (273) 1163 (318) 0.34

Legend: ABW, adjusted body weight; BMI, body mass index; BSA, body surface area; BW, body weight; eClcr, estimated creatinine
clearance; eGFR, estimated glomerular fraction rate; IW, ideal weight; LBW, lean body weight; SD, standard deviation; TXA,
tranexamic acid.

Baseline characteristics suggest that the two regimen groups are well-balanced. Rescue 272
doses were administered in 7 patients in the TXA1lg group (1g once for six of them and 1g 273
twice for one of them) and 1 patient in the TXA0.5g group (0.5g once). These eight patients 274
were included in the populational PK modeling, and their therapeutic scheme was 275

rigorously codified in the dataset. 276
277
3.2. Exploratory analysis. 278

335 blood and 154 urine concentration points obtained from the eighty-four included 279
patients were computed to build the base model. 315 blood and 147 urine concentration 280
points obtained from seventy-nine patients were used to build the final covariate model. 281
Minimal and maximal concentrations measured at T15 were 11, and 38 mg/L after a single 282
0.5g dose, and 36.9, and 67.8 mg/L after a single 1g dose. Concentrations declined rapidly 283
for the first hour, followed by a slighter decline until 360 min, at which time more than 284
90% of TXA was eliminated for half patients. The biphasic profile suggested a two- 285
compartment disposition of TXA. Half-life was calculated at 111 min [95127] 286
(median[Q1;Q3]) according to non-compartmental analysis computed on the base model. 287

Concerning the eight participants who have received a rescue dose, a table summarizing 288
the individual baseline data and the individual estimated PK parameters are presented in 289

Appendix C. 290
291
3.3. Base model 292
The results of the base model building are presented in Table 2. 293
Table 2. Base model building. 294
Nb of Elimination A Elimination A’ Elimination B -2LL BICc 'Condltlon
compartments index
1 First-order 428398 43238 3
First-order First-order 4045.05 4101.69 12
2 Non-linear 4229.73 4301.42 111
2 Non-linear First-order NA NA NA
2 Non-linear Non-linear NA NA NA
2 First-order 4097.00 4158.44 6
2 First-order First-order 4127.8 4199.49 33




First-order . Non-linear 4071.26 4153.57 84

First-order First-order . 3980.12 4051.81 81

First-order . . 3987.84 4080.78 14

Legend: -2LL, maximized log-likelihood; BICc, corrected Bayesian information criterion, NA for non-
applicable, attributed to parameters that failed to be found by the algorithm. Elimination A represents the
urinary elimination from compartment 1, elimination A’ corresponds to the non-urinary elimination from
compartment 1 and elimination B represents the non-urinary elimination from compartment 2.

The base model that fitted best with data was the same as the one chosen in our preliminary study
(Figure 3).

------------

k

urine nonurine

Figure 3. Base model result: two-compartment model with a double linear elimination (model A).

The chose model was a two-compartment model with a double first-order elimination
from the central compartment. This base model was characterized by an elimination
clearance (CL), a volume of central (V1) and peripheral (V2) compartments, a diffusional
clearance (Q), and a urinary excretion fraction (purine). The estimate values of the PK
parameter for this base model were 0.14 L/min for CL, 17.66 L for V1, 0.079 L/min for Q,
8.12 L for V2 and 0.61 for purine.

The combined error model was the most adequate for evaluating interpatient and residual
variability of the blood concentrations. This model is written:

g(t, i) = Jalz +b1% x f(t;, ;)
(3)

where f represents the nonlinear function of the model, g represents the residual error
model, al and b1 the fixed factors of the combined residual error for the blood
concentration. The proportional model was the most adequate for evaluating interpatient
and residual variability of the urine concentrations. This model is written:

g(tj,¥i) = b2 X f(t;,¥;)
(4)

where b2 represents the fixed factors of the proportional residual error for the urine
concentrations.

3.4. Covariate model

Results of covariate testing showed that anthropometric parameters significantly affected
the central volume of distribution of TXA with a risk of 5% bilateral with body weight
measured at the beginning (BWbef) and the end of pregnancy (BW) affecting the BSV
more significantly than the other parameters [r?=0.41, p-value=1.87x10-]).
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It was also found that CL was affected by renal parameters (estimated creatinine clearance
(eClcr) using CG formula calculated using BWbef [1?=0.65, p-value=1.09x101?], estimated
Glomerular Filtration Rate (eGFR) using CKD-EPI formula calculated using BWbef
[r2=0.61, p-value=3.47x10]).

According to the results (Table 3), the model with the lowest BICc was the one for which
eClcr using CG formula calculated using the BWbef was added as a covariate of CL and

BWbef was added as a covariate for V1.

Table 3. Steps for pharmacokinetic model building, n=79.

Model Parametrization (i)LFLV) BICc K

(A) Base model CL, V1, V2, Q, purine 3774.45 3845.38 12.98
*log(CL) =1og(Oc1) + BcL x eCler + necL 3725.64 3800.94 41.21

(B): (A)*+ log(V1)=1log(bvi) + pvi x BWbef+ nvi 3760.16 3835.46 948.88

covariate effect  1o0(Q) = Jog(6v2) + Po x BWbef + V2 3758.82 3834.12 189.46
log(V1) =log(6v1) + pv1 x log(BWbef/70) + nvi 3762.93 3838.23 30.82

©: (B + log(V1)=1log(Ovi) + Bvi x BW+nvi 3710.77 3790.44 227.97

covariate effect log(V1) =log(6v1) + Bv1 x log(BW/70) + nv1 371291 3792.58 71.90
log(V1) = log(Ov1) + Bvi x BWbef + nvi 3714.07 3793.74 137.24
**log(V1) = log(Ov1) + Bv1 x log(BWbef/70) + nv1 3711.10 3790.77 35.14

D) O™ +
covariate effect

log(CL) = log(6ct) + Bet x Age + et 370586  3789.90 346.30

Legend: -2LL, maximized log-likelihood; BICc, corrected Bayesian information criterion; eClcr, the creatinine clearance

estimated according to the Cockroft-Gault equation; BW, body weight before pregnancy; k, condition index, {3, factor

applicated to the covariate, n, between-subject variability.

This model was considered as the final covariate model (model C). Model D wasn’t chosen
because of over-parametrization (x>100).

According to Table 3, TXA CL and V1 for the patient i were described as follows:
BW;
CLi = CLpgy X ePEXCT and V1, = Vopp X ()P

The final PK parameters estimated identified for model C are summarized in Table 4.
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336

Table 4. Parameter estimates of the final model in parturient women undergoing haemorrhagic caesarean section. 337
Parametrization Original dataset Bootstrap
Population parameters Covariate effect Estimated values (RSE, %) (Sg;;r;l;:ii;al distribution) % Median (Q1; Q3)
Oct (L.min") e (BCL xeCler) 0.077 (7.3) 2.88 0.0785 (0.0746 ; 0.0825)
BeL 0.0039 (11.8) NA 0.0038 (0.0035 ; 0.0042)
Ovi (L) BV1 x % 9.25 (12.0) 0.857 9.76 (7.78 ;12.61)
Bvi - 1.41 (25.8) NA 1.31 (0.93; 1.68)
O¢ (L.min™) - 0.32 (15.3) -3.74 0.30 (0.24;0.37)
Ov2 (L) - 9.49 (5.1) 2.64 x 10-4 9.58 (8.41;10.36)
Opurine - 0.54 (7.0) -1.37 0.55 (0.53;0.57)
wct (%) - 20 (11.2) - 0.19 (0.18;0.21)
wv1 (%) - 59 (14.1) - 0.48 (0.32;0.61)
@ (%) - 67 (18.8) - 0.65 (0.54;0.74)
wvz2 (%) - 13 (31.9) - 0.20 (0.14; 0.30)
Wpurine (%) - 46 (11.9) - 0.44 (0.36 ; 0.52)
al NA 0.44 (33.0) NA 0.38 (0.10; 0.52)
bl NA 0.15 (6.8) NA 0.15 (0.14; 0.16)
b2 NA 0.52 (7.9) NA 0.52 (0.49; 0.54)

Legend: BW, body weight before pregnancy; eClcr, estimated creatinine clearance; NA, non-applicable; Q1, first quartile; Q3, third quartile; RSE, residual standard

error.
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The estimated PK parameters were close to the median of the 500-runs bootstrap estimates
and within the range [Q1; Q3] obtained from bootstrap, suggesting the robustness of the
final PK model. Shrinkage values were found to be low, which suggests a good estimation
of the individual parameters and attests that the diagnostic graphs are interpretable.

Correlations between log(BWbef/70) and log(V1), and log(CICr) and log(CL) are

represented in Figure 4.

log(CL)

100 150 200 250 300 350
Cler

Figure 4. Correlations between the conditional mean of individual pharmacokinetic parameters and

covariates of the final covariate model.

The significance of the Wald test is consistent with keeping the Clcr as a covariate for CL

log(V1)

-0.4

-0.2 00 02 04 086
log(BW before pregnancy/70)

(p <2.2x10-1%) and log(BWbef/70) as a covariate for V1 (p-value=1.04x10*).

Diagnostic plots of the final covariate model are presented in Figure 5.
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Figure 5. Goodness-of-fit plots obtained from the final covariate model. (a) the visual predictive check graph represents the observed plasma concentrations in tranexamic acid (TXA)
plotted against time, based on 1 000 Monte Carlo Simulation. Prediction intervals for each percentile are estimated across all simulated data and represented as colored areas (pink for the
50th percentile, blue for the 10th and 90th percentiles). Observed data are displayed as blue dots. Predicted medians and empirical percentiles are displayed as green dotted lines and blue
lines, respectively. (b) Normalized prediction distribution errors (NPDE) plotted against time and tranexamic acid (TXA) plasma concentrations. Observations plotted against populational
(c) and individual (d) predicted tranexamic acid (TXA) plasma concentrations. Observations plotted against populational (e) and individual (f) predicted tranexamic acid (TXA) urinary

concentrations. The limits of the 90% confidence interval as displayed as green dotted lines.
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Concerning the VPC graph, curves representing empirical percentiles overlaid the
prediction intervals. Concerning the observations versus predictions graph, the ratio
observed/predicted concentrations was around the x=y line for both plasma and urinary
values. The proportions of plasma and urinary ratios which fell outside the 90% prediction
interval were 2.2% and 6.8% respectively. The distribution of NPDE was quite well
adjusted to the density of the standard Gaussian distribution. The Shapiro-Wilk test of
normality was significant, but the significance is often observed when analyzing a large
number of observations (Fc = 0.98, p-value=5.8x10-5, for blood concentrations; Fc=0.96, p-
value=4.84x10-4 for the urinary concentrations)[14].

Apart from a few outliers, the NPDE plots didn’t suggest any misspecification of the
model (Appendix B, Figure B1). The normal distribution of the 1 values was not rejected
by the Shapiro Wilk test at 5% except purine (Fc=0.91, p>0. 8.02x10-6).

In conclusion, TXA CL and V1 for the patient i were described as follows:

CL; = 0.077 x e®0039X€CLeT gng y1; = 9.25 x (2141 ”

3.4. Simulations

Monte Carlo simulations of 1000 parturients receiving single doses of 0.5 and 1 g are
displayed in Figure 6.

=

)

= 60 ]
ﬁ Percentiles
§ LUK
E B os
3 N o
§ 10 1 B o5
3 M o
2 W o
= 0.3
E 02

;20 o1
o
0 100 200 300 0 100 200 300
Time after administration (min)
(a) (b)

Figure 6. Monte Carlo simulations with the base model for N=1000 individuals. Legend: (a)
Administration of a single dose of 1 g of tranexamic acid at TO; (b) Administration of a single dose
of 0.5g of tranexamic acid at TO.

Our results suggest that 90% of individuals keep a blood concentration >30 mg/L and >15
mg/L for the first 15 minutes following the administration of a 1 g or 0.5 g bolus of TXA
respectively. The mean concentrations estimated from the Monte Carlo simulations are
presented in Table 5.
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Table 5. Estimated mean concentrations after administration of a single dose of 1g of tranexamic 385

acid and a single dose of 0.5g of tranexamic acid. 386
Mean (10th-90th 15 min after 30 min after 60 min after 120 min after 360 min after
percentile) administration administration administration administration administration
Single d £0.5
o}nfxl OSCOTUI8 551 (35.3,77.8) 392 (28.7,51.6)  27.5(19.635.6)  17.3(10.7,23.9) 4.6 (1.3 ;8.8)
Single dose of 1g
of TXA 27.1(17.3;37.6) 19.6(13.9;25.6) 13.8(10.0;18.3) 8.9 (5.5;12.4) 2.4 (0.6;4.6)

Legend: TXA, tranexamic acid.

Rescue doses were administered at a median time of 87 min after the first administration, 387
with two patients requiring a rescue dose 35 min after the first administration and one 388

patient requiring a rescue dose at T50 min. 389
390
3.5. Noncompartmental analysis 391

Results of the NCA are presented in Figure 7A for analysis performed according to bleeding 392
status at T30 et Figure 7B for analysis performed according to bleeding status at T60. Missing 393
data correspond to data for which the number of concentrations collected can’t provide a 394
correct analysis. 395
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Figure 7A. Representation of the mean resident time of TXA (A), the predicted maximal blood concentration of TXA
(B), the blood concentration of tranexamic acid measured 30 min after the administration (C) and the AUC estimated
over the 30 min following the TXA administration (D) according to the groups of bleeding status defined 30 min after
the first TXA injection. Legend: AUC, Area under the curve; TXA, tranexamic acid.

321

396

397
398
399
400
401



TXA 1g TXA 0.5g
300 300
) g
g E
< T
g £
= 200 =200
. =
] ]
E | e |
= |
: P F
100 ! = 100
0 0
A B [ D A B D
GROUP GROUP
90
TXA 1g %0 TXA 0.5g
< -
-
2380 %
& &80
S g
2
z.
= 70 70
£ g
g s
<60 < 60
2 H
2 2
; 50 # 50
.q z
=
£
FRL 40
= 1 r =
30 30
A B C D A B D
GROUP GROUP
TXAlg TXA0.5¢
~40 ~ 404
a
) )
g g
< =3
2 2
H3 B30
] H
= ‘ =
2 E]
z 3
g20 g20 *
2 ‘ a
g g |
= T = I
=3 =3
= =2
g 10 E 10
= =
0 0q
A B C D A B D
GROUP GROUP
2200 2200
TXAlg TXA0.5¢
2 : o
= =
= 2
oL oL
81800 81800
= =
- - -
] ]
e . )
o -]
= ! E
Euuc) E 1400
o ]
- -
= = H
1000 1000
A B C D A B
GROUP GROUP

Figure 7B. Representation of the mean resident time of TXA (A), the predicted maximal blood concentration of TXA (B),
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Our results showed no significant differences for Cri, Ctso, AUC(T1-T30), MRT between
the groups defined according to their bleeding status at T30. Our results also failed to
point out any significant differences for Cri, Creo, MRT, and AUC(T1-T60) between the
groups defined according to their bleeding status at T60.

However, the boxplots suggest that the AUC(T1-T30) and the AUC(T1-T60) are likely to
be higher in the group of patients for who a definitive cessation of bleeding (group A)
than in the other groups of patients (group B, C; and group D for T60 analysis), exclusively
for patients recruited in the TXAlg group. The same observation can be made for
predicted maximal concentration at T1 (Ct1). Concerning the results for patients recruited
in the TXAO0.5g group, Cri, AUC(T1-T30), and AUC (T1-T60) were found to be quite
similar regarding the status of bleeding of the patients. Concerning the MRT, Cr3, and
Cre0, no tendency can be noticed for both groups (TXA0.5g and TXAlg).

Concerning the 8 participants who received a rescue dose of TXA, the anthropometric and
biological baseline values, and the individual PK parameters are summarized in
Appendix C. No noticeable value was noted in their baseline characteristics or their
individual estimated PK parameters.

4. Discussion

TRACES is the first population PK study in haemorrhagic parturients receiving
intravenous TXA during caesarean section. TXA PK data were adequately described by a
two-compartment model. PK modeling highlighted that BSV was partly explained by
renal clearance estimated using the Cockroft-Gault formula and normalized body weight
to a 70kg individual measured before pregnancy. PK results showed that the predicted
TXA blood concentrations rapidly decline below 20 mg/L, around 30 min after the
administration of a single bolus dose of 0.5g. The urinary elimination of TXA considered
in the study design and the large number of patients recruited contributed to the
robustness of the model.

In healthy volunteers, trauma patients, patients undergoing cardiopulmonary bypass,
TXA PK data were also best described by a two-compartment model[15-19], with TXA
clearance between 6.6 to 10.1 L/h and TXA central volume of distribution between 4.8 to
17.9 L, both normalized for body weight to a 70kg-individual. More recently, Li et al[20]
conducted a populational PK study on 30 patients undergoing elective caesarean surgery.
In this study, TXA was administered intravenously at prophylactic doses of 5 mg/kg
(n=10), 10mg/kg (n=10) and 15 mg/kg (n=10) at the time of umbilical cord clamping. Their
results also suggested that TXA PK was best described by a two-compartment model with
first-order elimination. TXA clearance was estimated at 9.4 L/h, and the central volume of
distribution was estimated at 10.1 L.

In our study, the estimated values for PK parameters found were 8.4 L/h for clearance
normalized for creatinine clearance to 150 mL/min calculated using Cockroft-Gault
equation, and 9.25 L.70kg-1, normalized for body weight to 70 kg. Both results are
consistent with Li et al findings[20] and with our preliminary results, suggesting an
estimated populational clearance and central distribution volume of 10.3 L/h and 11.5 L
respectively[11]. One of the parameters that varied significantly in comparison with the
preliminary model estimations was the fraction of urinary elimination. It was estimated
at around 50% in this study versus 25% in the previous study. That variability may be
associated with a covariate that hasn’t been investigated yet; it will be interesting to study
the variability of the purine regarding the pharmacodynamics to investigate whether
there may be any balance between the renal elimination and the TXA efficacy. Indeed, the
mechanism of action of TXA consists of inhibiting fibrinolysis by preventing the
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plasminogen and t-PA from binding to fibrin. An assumption of the non-urinary
elimination of TXA could be the trapping of TXA between plasmin and fibrin according
to the mechanism of action of TXA that would influence either the efficacy of TXA and
the fraction of TXA excreted in the urine. The second assumption that could explain the
non-urinary elimination of TXA is the elimination of TXA through the uterine
haemorrhagic blood flow. Unpublished results revealed that a part of the TXA is
eliminated through the haemorrhagic blood flow; however, imprecisions concerning the
collection of that blood made it difficult to determine the real concentration of TXA in the
haemorrhagic blood and led us to exclude those blood uterine concentrations from the PK
analysis. In fact, the collecting process was considered too imprecise to measure the exact
volume of uterine blood and thus, the excreted amount of TXA. The precision of the
uterine blood collection was considered as less important as the management of the
haemorrhagic CS in our study.

Our results are also consistent with our preliminary results that suggested a partial
urinary elimination of TXA[11]. The renal excretion of TXA is in accordance with the renal
clearance explaining the BSV on urinary clearance of TXA. Previous studies reported that
the eClcr and the eGFR of healthy pregnant women were poorly estimated with the
existing prediction equations (i.e Cockcroft-Gault, MDRD, CKD-EPI)[21,22].
Unexpectedly, the eClcr according to the Cockroft-Gault formula was found to be
correlated significatively with the individual CL (r>=0.65). This is the first study
suggesting a correlation between the BSV on CL and the estimated renal clearance
according to the Cockroft-Gault formula.

The body weight of individuals reported before pregnancy was found to influence the
BSV of V1 as described in previous studies[15-18].

The implementation of both eClcr and BW in the model provided a reduction of the BICc
of 55 points while maintaining an acceptable condition index, below 100.

The incoherence of our final covariate model with our preliminary results is easily
explained by the larger number of patients included in this new study, which better
depicts the effect of the individual covariates on the BSV of PK parameters[11]. Moreover,
the amount of data was strengthened by the addition of a second urinary collection point
for this study in comparison with the pilot study (one urinary point). Our study is the
only one in the literature to include TXA urinary dosage in the model building.

Concerning TXA target concentration, a recent review suggested that TXA
concentrations of 10-15 mg/L may be sufficient to inhibit hyperfibrinolysis in vivo[23].
According to the authors, this concentration range should be targeted in PK studies.
However, this assumption only relies on studies measuring the effect of TXA
concentrations on hyperfibrinolysis in vitro. The in-vivo relation between the PK and the
pharmacodynamics (PD) of TXA remains unclear. A study suggested that an Imax model
best described the relationship between TXA concentration and the maximum lysis
measured using a rotational thromboelastometry (ROTEM) analysis[20]. Considering this
PKPD relationship, the authors suggest that a dose of 650 mg is sufficient to prevent
haemorrhagic CS considering 10 mg/L as PK target and maximum lysis below 17%. Yet,
this study was conducted on patients receiving prophylactic doses of TXA that may
prevent haemorrhage and didn’t study the concentrations needed to end up haemorrhage
once this one has already started. No study has yet determined the TXA target
concentration required to stop hyperfibrinolysis after the beginning of this phenomenon
in the context of haemorrhagic CS.

According to the results of the NCA, no clear cut-offs concerning a target blood
concentration or a target AUC of TXA were noticed. However, our results suggest that the
concentrations needed to stop the bleeding are higher than those proposed in recent

324

457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469

470
471
472
473
474
475
476
477
478

479
480

481
482

483
484
485
486
487
488

489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503

504
505
506



literature (10 or 20pug/mL)[20,23]. Indeed, each patient receiving a dose of TXA 0.5g or 1g
easily reached a TXA blood concentration of 20pg/mL, nevertheless, the bleeding didn’t
stop for many of them. According to our results, the concentration of tranexamic acid
tended to be higher in patients who had stopped bleeding; but that result was only
suggested for the analysis performed at T30 and for the patients recruited in the TXAlg
group. However, no significant difference for any estimated parameter between the
different groups of patients formed according to their bleeding status was pointed out in
this study Another noticeable fact is only 2 patients stopped bleeding between T30 and
T60, and both belonged to the TXA1lg group. Finally, no noticeable value concerning the
baseline characteristics or individual estimated PK parameters of the 8 participants who
had received a rescue dose, could be identified.

All these results tend to support a 1g administration with an early repetition within the
first hour if the bleeding doesn’t stop. However, as there is currently no data establishing
a threshold of concentration as efficient enough to reduce additional blood loss and inhibit
fibrinolysis, the TRACES PK/PD trial, including biological parameters and the results of
simultaneous thrombin and plasmin generation assay, will be performed to determine a
concentration-response relationship for TXA in the context of caesarean haemorrhage.

5. Conclusion

The population pharmacokinetic model of TXA in haemorrhagic CS was developed and
internally validated. The BSV of CL was partly explained by eClcr and the BSV of V1 was
partly explained by BW measured before pregnancy. This model confirmed the
assumption of a partial urinary elimination of tranexamic acid brought by the preliminary
study. Future pharmacodynamics may help to propose the best therapeutic schemes.

6. Patents

Supplementary Materials: Non applicable

Author Contributions: Conceptualization, AS.B and B.H ; methodology, S.G, AS.B. and B.H.; soft-
ware, S.G.; validation, AS.B., F.L. and P.O,; formal analysis, S.G.; inv

estigation, AS.B. and B.H.; resources, AS.B., S.G. and B.H.; data curation, S.G and B.H..; writing —
original draft preparation, S.G.; writing —review and editing, AS.B., B.H., FL.,G.L, P.O, and D.A,,
visualization, S.G.; supervision, G.L., P.O. and D.A.; project administration, AS.B and P.O.; funding
acquisition, AS.B. and B.H.. All authors have read and agreed to the published version of the man-
uscript.

Funding: This research was funded by 2014 exclusively public grants: one part pending ministry of
Health: PHRC n° 14-0032 and the other part aiming pharmacobiological analysis and model by na-
tional agency for drugs security: ANSM AAP 15-003.

Institutional Review Board Statement: The study was conducted in accordance with the Declara-
tion of Helsinki and approved by the competent national authorities (ANSM 201500249926) and the
Ethics Committee (CPP 15/50 020216) before beginning the study, in accordance with article L1121-
4 of the Public Healthcare Code.

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in the
study. This trial has been declared on the clinical trials registration on 13 June 2016 under the num-
ber CT 02797119.

Data Availability Statement: Not applicable

Acknowledgments: Special acknowledgements should be provided to Mrs Christine Nobecourt,
TRACES research midwife who contributed to the study conception, elaboration of the samples’
distribution channels and elaboration of the e-CRF, to Mrs Florence Duflot, who elaborated the e-
CRF and to Mrs Sambou who contributes to the quality control of the protocol.

325

507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517

518
519
520
521
522
523

524

525

526
527
528
529
530

531

532

533
534

535
536
537
538
539

540
541
542

543
544
545
546

547
548
549

550

551
552
553
554



Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. The funders had no role in the
design of the study; in the collection, analyses, or interpretation of data; in the writing of the
manuscript, or in the decision to publish the results.

326

555
556
557

558
559



6. Patents 560
Appendix A : 561
Figure A1l. Formula used for the calculation of the anthropometric and renal characteristics. 562
Parameters Formula
ABW, adjusted body weight, kg ABW = IW + 0.4 x (BW —IW)
i 2 BMI =
BMI, body mass index, kg/m Height
LBW, lean body weight, kg. LBW = 9270 x BW/ [8780 + (244 * BMI) ]
IW, ideal weight, kg
45.4 + 0.89 x (Height (cm) — 152.4)
Devine et al, 1974, Height in cm.
BSA, body surface area, m?
0.20247 x Height®725 x BW0425
Dubois et Dubois [24], Height in m.
eClcr, estimated creatinine clearance, mL/min
Cockroft et Gault formula [25] 085 x (140 — Age) x BW
SCr x 72
SCr for serum creatinine in mg/dL.
eGFR, estimated glomerular filtration rate,
mL/min/1.73 m2, CKD-EPI formula [26] SCry 3% BSA
in/1.73 m?, ormu ax (02)  x 09938 x o
0.7 1.73
SCr for serum creatinine in mg/dL.
eGFR, estimated glomerular filtration rate,
mL/min/1.73 m2, MDRD formula [27]
[0.742 X 175 x SCr~115% x Age™0-203] x %
SCr for serum creatinine in mg/dL. ’ 1.73
563
564
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Appendix B :

565
Figure B1. Individual weighted residuals (IWRES) plotted versus time (a) and tranexamic acid 566
(TXA) blood concentrations (c) Normalized prediction distribution errors (NPDE) plotted versus 567
time (b) and TXA blood concentrations (d). 568
5 . 4 .
G 160 200 300 400 ‘ 0 100 200 300 100
i . Time (I]fl.].‘ll) Legend:
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Appendix C:
Figure C1. Baseline characteristics of the patients who have received a rescue dose (n=8).
TXA amount
. Time of Additional blood )
. Blood loss at  Inclusion . measured in the
Patient Age BW BWbef  eClcr rescue dose  loss at the time )
TO group total urines at
(dose) of second dose
T360
mL.min-

Units - kg kg . mL - Min mL mg
01-1-049 33 73 60 151.6 1019 TA 1g 117 (1g) 802 1144

236 (1g) and
01-1-065 40 74 63 148.8 850 TA 1g 1620 1058

300 (1g)
01-1-070 36 66 53 72.3 1200 TA 1g 87 (1g) 1175 1199
01-1-099 37 85 75 182.4 1308 TA 1g 36 (1g) 345 1206
01-1-108 42 78 65 125.3 1275 TA 0.5¢g 72 (0.5g) 695 1303
01-1-119 33 86 68 95.4 1020 TA 1g 50 (1g) 1870 344
01-1-134 31 70 50 91.9 1720 TA 1g 153 (1g) 2020 105
01-1-151 35 115 99 204.5 1900 TA 1g 35 (1g) 600 648

Legend : BW, body weight; BWbef, body weight before pregnancy; TXA, tranexamic acid; T0, inclusion time; T360, 360min after TXA first

injection
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Figure C2. Estimated PK parameters of the patients who have received a rescue dose (n=8).

Patient CL A% V2 Q Purine
Units Lminl L L E'mm_ ;
01-1-049 0.16 29.37 0.32 9.5 0.61
01-1-065 0.16 8.08 0.38 9.58 0.39
01-1-070 0.11 16.79 0.27 10.01 0.51
01-1-099 0.12 6.43 0.068 94 0.46
01-1-108 0.16 9.87 0.39 8.98 0.77
01-1-119 0.086 14.62 0.46 9.64 0.31
01-1-134 0.11 8.21 0.38 9.64 0.36
01-1-151 0.19 25.34 0.31 9.61 0.53
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L’enjeu de cette thése était d’étudier des moyens de sécurisation de la prise en charge
médicamenteuse compatibles avec la réalité d’'un Centre Hospitalier Universitaire d’environ
4000 lits. Au cours de ce travail de thése, deux grands axes de sécurisation de la prise en
charge médicamenteuse ont été abordeés ; d’'une part la sécurisation de la préparation des
médicaments injectables a risque ; et d’autre part la prédiction des concentrations des

médicaments par approche populationnelle

1. Sécuriser la préparation des médicaments injectables a risque

Afin de trouver un moyen efficace pour prévenir les erreurs de précision liées a I'étape
de préparation des médicaments injectables, nous nous sommes questionnés sur la
possibilité de mettre en place un contrble qualité des formes injectables préparées
extemporanément dans les services de soins. Ce moyen ne semblait pas nécessiter de
modifications importantes du systéeme actuel. Cette faisabilité a été évaluée a l'aide de
I'automate DrugLog® dans le service de réanimation néonatale.

A notre connaissance, a ce jour, le DrugLog® est le seul automate capable d’effectuer
l'identification et la quantification d’'une bibliothéque spécialités injectables proposant une
interface simple d’utilisation, un rendu des résultats en quelques secondes et une
interprétation simplifiée. Le concept de cette double capacité est prometteur. Cependant, de
nombreuses limites ont été identifieées au travers de notre travail, nous conduisant & sursoir
la mise en place en routine du projet dans le service de néonatalogie. En effet, le DrugLog®
est une technique applicable qu’a certains médicaments, colteuse en ressources humaines
et en consommables, pour un bénéfice clinique non mesuré, méme si le travail de cette these
démontre que lorsque le médicament est adapté, cette technique présente certains atouts :
simple d’utilisation, rapide.

Il se pose également la question du colt de I'appareil au regard du bénéfice attendu,
difficilement quantifiable en pratique clinique. Une étude médico-économique intégrant le
colt des ressources humaines nécessaire pour la calibration, l'utilisation (ressources
humaines et consommables) et la maintenance de I'automate devrait étre conduite avant tout
référencement dans un systéme hospitalier.

Une autre étude réalisée dans notre centre hospitalier, dans un bloc opératoire et dans
un service de soins intensifs post opératoire adulte cette fois ont montré une meilleure
performance de I'automatel®?. Toutefois, dans cette étude, il a été démontré également de
nombreuses limites qui nous incite a ne pas déployer cette technologie au sein des services

de soins du CHU de Lille. Apres réflexion dans I'équipe, I'avenir du DruglLog® pourrait étre
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envisagé pour la qualification du personnel dans des services de soins, pour lesquels certains
critéres sont rencontrés : personnel dédié a cette manipulation, uniformité des concentrations
pour chaque médicament injectable, exclusion des médicaments ne possédant pas de

chromophores dans leur composition, nombre limité de préparations injectables a effectuer.

Compte tenu des limites rencontrées pour mettre en place ce systeme de contréle
qualité dans les services de soins, la centralisation des préparations de médicaments
injectables a été envisagée comme alternative pour sécuriser 'administration de certains
médicaments.

Le marché des automates congus pour la préparation de seringues et de poches de
perfusions intraveineuses est en expansion depuis quelques années, compte tenu du besoin
clairement identifié de préparer des préparations injectables de maniere précise, en
respectant les régles d’asepsie, en assurant une protection du personnel soignant, et en
limitant le risque d’erreurs médicamenteuses. Parmi les systémes de préparation
automatisés disponibles sur le marché, la plupart ont initialement été développés pour la
préparation des médicaments injectables cytotoxiques ; c’est le cas de KIRO Oncology®
(Bbraun, Melsungen, Allemagne), APOTECAchemo® (Loccioni, Ancona, lItaly), IV station
(Omnicell, Mountain View, Californie, Etats-Unis), Pharmoduct (Dedalus, Le Plessis-
Robinson, France), Pharmahelp (Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der Hohe, Allemagne),
Kiro Oncology® (Grifols, Barcelone, Espagne).

L’automatisation compléte du procédé de fabrication peut étre complétée de contrdles
« in process » qualitatifs (lecture des codes datamatrix et reconnaissance photographique
des flacons) et quantitatifs (méthodes d’analyse gravimétrique basées sur la mesure de la
densité des produits utilisés a I'aide d’un densitométre), congus pour renforcer la sécurité de
la préparation. Grace a ces automates, les préparations injectables sont préparées dans un
environnement contrélé, elles sont confinées de maniére a protéger les manipulateurs vis-a-
vis du contact avec des produits toxiques (CMR, irritants). Les fabricants revendiquent une
sécurité, une efficience, et une tracgabilité de la fabrication. Ces automates ont cependant

posé la question de leur rendement avec une productivité allant de 30 a 40 préparations par
jour[169‘171].

Le 30 mai 2022, un nouvel automate Aseptic Technologies (Gembloux, Belgique) a
été inauguré au CHU de Lille ; cet automate va permettre de développer une production de
préparations standardisées stériles en séries de plusieurs centaines de flacons en COC par

heure. La mise en place de cette production nécessite comme étapes préalables la
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standardisation des doses des médicaments injectables entre les différents services de soins
concernés et une anticipation des préparations qui nécessite elle-méme d’avoir déterminé au
préalable la date limite d’utilisation (DLU) de chaque préparation. Cette DLU est déterminée
par la réalisation d’études de stabilité sur le long-terme. Le choix de cet automate a été
influencé par les résultats positifs obtenus au cours des études de stabilité présentées dans
ce travail de these. En effet, nos résultats ont montré que les flacons en COC commercialisés
par Aseptic Technologies et remplis a I'aide de la ligne de remplissage automatisée M1 Filling
Station conférait une stabilité physico-chimique sur le long terme pour la dobutamine,
l'insuline, la noradrénaline et le midazolam, supérieure a la stabilité des seringues en PP et
une bonne inertie vis-a-vis des principes actifs et des excipients.

L’'un des facteurs limitant de ce systéme de production réside dans le temps
incompressible nécessaire pour conduire des études de stabilité sur le long terme. Une
alternative a été apportée par l'industrie pharmaceutique et porte I'acronyme APS pour
« accelerated predictive stability » ou études de stabilité prédictives en frangais ; il s’agit d’'un
outil semi-prédictif permettant d’extrapoler les données de stabilité obtenues sur une courte
période, afin de prédire la date limite d’utilisation des formes injectables!'?l, Les APS sont
généralement d'une durée d'un mois. Ces études portent sur la modélisation de I'évolution
des concentrations du principe actif en fonction du temps et prennent en compte comme
valeur explicatives de cette évolution des conditions environnementales telles que la
température et I’humidité relative. L'une des limites des études APS est gu'elles ont tendance
a se concentrer sur la dégradation chimique, ce qui peut ne pas étre 'attribut limitant la durée
de vie d'une formulation spécifique ; comme I'a montré la perte de la stabilité de la

dobutamine 10 mg/mL a -20+5°C dans des seringues dans notre étudel*2°l,

D'autres attributs indiquant la stabilité doivent donc étre également pris en compte et
étudiés, par exemple, la coloration des solutions, la contamination par des particules
subvisibles, le changement de pH ou la croissance microbienne. Les résultats d'une enquéte
portée par le Consortium international pour l'innovation et la qualité dans le développement
pharmaceutique (International Consortium for Innovation and Quality in Pharmaceutical
Development (IQ) montrent que certaines industries pharmaceutiques ont signalé avoir
modelisé la stabilité physique par mesure de la dureté, du pH, et les changements de
formell”3l. La formation d’hydrates et la perte de solvates a par exemple été modélisée par
Clancy et all'’, Bien que les études APS ne soient pas actuellement couvertes par des
recommandations ICH ou par des directives d'autorités réglementaires spécifiques, les

applications des études APS se développent et des expériences réglementaires de Pfizer ou
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Astra Zeneca concernant l'utilisation de la stabilité prédictive ont été publiées récemment et
fournissent un exemple de méthodologie a suivrel175-1771,

Ces études APS ne peuvent aujourd’hui remplacées les études de stabilité au long
cours qui demeurent les études en situation réelle. De ce fait, il est vraisemblable que pour
minimiser les colts des études de stabilité, afin d’estimer la stabilité au long cours, les études
APS seront réalisées dans un premier temps. Une fois, cette estimation réalisée, une étude
de stabilité pourra étre menée en minimisant les dosages et donc en réduisant les codts de
préparation et de dosage de cette étude au long cours. Le fait de pouvoir faire ces études
plus rapidement et de maniere moins onéreuse va dans le sens d’'un accroissement de la
centralisation des préparations au sein des hdpitaux francais.

Cette centralisation est déja bien répandue dans certains autres pays et les travaux
suivants de stabilités montrent que cette technique est prometteusel78l,

De plus, dans le contexte écologigue actuel, il est important de mentionner que la
fabrication de formes injectables prétes & 'emploi revét un enjeu particulier. A I'heure ou les
activités sont mesurées a I'aune du colt des matieéres premiéres et de I'énergie (exprimée en
CO2 émis) consommeée pour la fabrication, la livraison et la destruction des déchets produits,
la réduction de cette énergie consommée s’avere un réel enjeu. En effet, les émissions en
CO2 du secteur de la santé représentent plus de 7,5% des émissions francaises.
L’approvisionnement de médicaments représente une part majeure des émissions de gaz a
effet de serre du secteur de la santél'”?, La mise en place des mesures de décarbonation
concretes est primordiale. La production de médicaments injectables a partir de poudres de
référence a I'’échelle d'un CHU permettrait de faire des économies importantes d’émissions
de gaz a effet de serre. Cette activité permettrait de réduire :

1) L'impact du transport sur I'émission de COz2 ; en effet, le transport de poudres
demande un codt de transport moindre que le transport de palettes de spécialités
commerciale, contenant la méme masse de poudre, surtout lorsque les excipients
principaux sont produits localement (eau pour préparations injectables, par
exemple)

2) La masse de déchets; il est possible de supprimer en interne au CHU les
conditionnements secondaires en carton dans un certain nombre de situations,
notamment si le conditionnement primaire est totalement clos, comme le flacons
COC étudié dans ce travail de thése.

3) Le nombre de conditionnements primaires non recyclés ; la pharmacie discute
actuellement avec des verriers frangais pour essayer de mettre en place un

recyclage du verre. Cette action est compliquée car nous ne savons pas réellement

339



ce qui est fourni par les industriels. La production avec des flacons de type I,
estampillés « CHU » par exemple, permettrait de mettre en place des chaines de
lavage pour plusieurs cycles et d’ensuite de les renvoyer chez les verriers pour étre

refondus et réutilisés soit dans cette filiere soit dans une autre.

2. Optimiser 'adaptation posologique a I'aide de I'approche populationnelle.

Une autre étape importante est la sécurisation de I'adaptation posologique. En France,

un scepticisme persiste quant aux avantages de l'approche populationnelle et entrave
probablement en partie son application généralisée en soins cliniques. Cependant, cette
approche a montré depuis plusieurs années son impact bénéfique sur la sécurisation des
soins. Il est probable qu’un des freins a son expansion soit les prérequis mathématiques et
informatiques nécessaires, qui ne font pas partie de la formation commune médicale en
France. Un autre frein est probablement lié au principe méme de la modélisation probabiliste,
chaque résultat obtenu a I'aide d’'un modele est associé a une incertitude de survenue de
'évenement prédit ; par ailleurs il est possible qu'un grand nombre de facteurs, non identifiés
ou non inclus dans les modéles puissent influencer I'évolution des concentrations
modélisées. Enfin, il peut sembler éloigné de la clinique le fait de réduire le vivant a une stricte
représentation sous forme de compartiments alors que cette simplification mathématique
permet souvent d’expliquer des phénomeénes complexes tel que celui la cinétique de 'acide
tranexamique lors de 'hémorragie de la délivrance, développé dans ce travalil.
Il n’existe pas a ce jour de référentiel francais sur la méthodologie et linterprétation des
études par approches populationnelles. La FDA a actualisé récemment ses
recommandations datant initialement de 1999, destinées a 'industrie pharmaceutique!*8%. En
2007, 'EMA a donné des indications succinctes sur le rapport des résultats d’analyses
populationnelles a présenter dans le cadre du développement des médicaments['®l, mais
aucune recommandation pour conduire les études populationnelles.

Les impacts cliniques et économiques de I'application de I'approche populationnelle
en routine n'ont pas fait I'objet d’études méthodologiquement robustes (contrblées et
randomisées) dans la littérature. En revanche, les bénéfices clinique et économique du STP
et de l'individualisation thérapeutique sont décrits dans la littérature. L’influence du STP sur
'augmentation de l'efficacité et la réduction de la toxicité imputable a certains antibiotiques
(notamment la  vancomycinel’®l et les  aminosides'®l) ou encore  aux
immunosuppresseurs!®l a été démontrée par le passé. Certaines équipes ont poussé le
raisonnement jusqu’'a se demander si l'intervention était colt-efficace, c’est-a-dire si elle

permettait d’'obtenir davantage d’économies qu’elle n’engendrait de dépenses ; les résultats
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ont montré une diminution des colts liés a I'absence de prise en charge d’'une néphrotoxicité
pour la vancomycine et les aminosides!®-187 ;3 I'inverse, pour les patients pour lesquels le
risque de toxicité est plus faible, les bénéfices attendus du suivi thérapeutique sont plus

modestes!18],

Pour le TXA, le bénéfice clinique attendu au terme de notre étude est une diminution
du volume et/ou de la durée de saignement, avec une diminution de la morbi mortalité chez
les patientes présentant une hémorragie per césarienne. Le risque de neurotoxicité du TXA
est probablement faible aux doses recommandées dans I'hémorragie per-partum ; en effet
les crises épileptiques imputables a ce principe actif n’ont été objectivées que pour des fortes
doses de TXA, administrées en chirurgie cardiaque notamment ; cependant, rien n’exclut le
fait que ces doses soient nécessaires pour contréler certaines hémorragies.

La proposition d’adaptation posologique d’'un médicament nécessite la détermination
d’'une fenétre thérapeutique et donc qu’un critere pharmacodynamique puisse étre relié a la
pharmacocinétique du médicament, ce qui n’est malheureusement pas le cas dans le travail
présenté dans cette thése car, a I'’heure actuelle, aucun marqueur de l'efficacité du TXA en
situation d’hémorragie n’a pu étre mis en évidence dans les études publiées.

L’enjeu de la détermination d’'une fenétre thérapeutique et d’'une relation PKPD pour
le TXA administré par voie IV dans 'hémorragie per-césarienne pourrait étre économique,
car la durée d’hospitalisation et la prise en charge des complications dans les suites de
I’'hémorragiques pourraient étre impactées par le choix du bon schéma thérapeutique ; en
effet, THPP entraine pour certaines patientes une prise en charge réanimatoire. Enfin, I'enjeu
est intellectuel, car de nombreux cliniciens se posent la question de la stratégie thérapeutique
a employer concernant le TXA et les critéres d’efficacité de celui-ci ; en tant que clinicien,
prendre une décision sans connaitre le meilleur choix selon I'evidence-based medecine
provoque un sentiment d’incertitude.

Dans le cadre de ce travail de these, nos résultats ont montré que la clairance rénale
estimée selon la formule de Cockroft et Gault et le poids réel mesuré avant grossesse avaient
un impact sur la variabilité interindividuelle des parameétres pharmacocinétiques du TXA ;
cependant l'impact de ces variables sur l'efficacité du traitement dépend de la fenétre
thérapeutique du TXA et ne peut donc étre discutée a I’heure actuelle.

Ainsi, tant que la relation entre un critére PK et un critere PD d’efficacité du TXA n’a
pas été établie. Nous avons déja essayé de modéliser la pharmacodynamie du TXA a l'aide
de notre base de données, cependant, aucune relation entre un critére pharmacodynamique

et la modélisation pharmacocinétique n’a pu étre établi et nos investigations sont encore en
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cours. Le choix des parameétres d’effets a tester s’est porté sur le volume de saignement par
intervalles de temps, le débit de saignement, les D-dimeéres, les complexes plasmine-a2-
antiplasmine et les paramétres du « Simultaneous Thrombin and Plasmin Generation
Assay » (SGTPA), en francais, le test de génération simultanée de thrombine et de plasmine.
Le test SGTPA permet de mesurer les paramétres relatifs a la génération de plasmine d’'une
part et les paramétres relatifs a la génération de thrombine d’autre part!188l,

Pour la suite des travaux menés sur ce sujet, les patientes incluses dans I'étude seront
classées en fonction de critéres de gravité clinique, de profondeur de la fibrinolyse, de
marqueurs de la génération de plasmine, et les données seront analysées afin de définir la

relation PKPD du TXA et de déterminer la fenétre thérapeutique du TXA.

Au travers de ce travail de thése, nous avons entrapergu I'application que I'approche
populationnelle pouvait avoir en clinique. En pratique, il est fréquent que les études
d’approche populationnelle donnent lieu a des nomogrammes décisionnels!*® ; cependant,
certaines équipes de pharmacologie ont développé des outils d’adaptation posologiques sous
forme d’e-applications, qui fournissent une représentation graphiques des prédictions en
fonction du modele codé et des paramétres du patient concerné. Ces outils ont I'intérét d’étre
plus précis et didactiques que les nomogrammes.

Parmi les outils informatiques d’approche populationnelle disponibles sur le marché,
seul Pmetrics est associé avec un outil d’adaptation posologique adaptable en routine ; il

s’agit de I'application BestDosel'°% (http://www.lapk.org/bestdose.php).

Les autres outils d’approche populationnelle informatiques NONMEM, ADAPT,
PHOENIX, et MONOLIX, ne possédent pas de programme d’adaptation clinique associés et
permettent uniquement la construction des modeéles. Les modéles construits dans Monolix
peuvent cependant étre exploités via le logiciel R et les packages mIxR et shiny (et similaires)
pour produire des applications simulant les prédictions pour des patients donnés. Cette
possibilité sera utilisée au CHU de Lille si nous arrivons a développer le STP.

Dans notre travail, nous avions initialement choisi de travailler avec le logiciel Monolix.
Cependant, plusieurs choses différencient les logiciels Monolix et Pmetrics ; Monolix utilise
I'algorithme SAEM, c’est une interface conviviale, ergonomique, et fait appel a une approche
paramétrique ; Pmetrics utilise I'algorithme NPAG, nécessite la maitrise du logiciel R et du
langage de programmation R et fait appel a une approche non paramétriquel*°1l.

Dans l'approche non paramétrique, la forme de la distribution des données est
déterminée uniquement par les données elles-mémes, et non par une équation. Cette

approche ne génere aucune hypothése sur les distributions sous-jacentes des parametres.
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Elle attribue une probabilité a chaque valeur de parametre dans la population en fonction de
la fréquence de d'occurrence. Elle permet de détecter des sous-populations différentes de
maniére inattendue. En revanche, cette approche est plus difficile & conceptualiser. Dans la
suite de nos travaux, nous utiliserons Pmetrics pour modéliser la PK du TXA et vérifier la
cohérence des résultats avec ceux fournis par Monolix.

Afin de rendre accessible a la compréhension des cliniciens du concept de
pharmacocinétiqgue populationnelle, les résultats du TXA, nous avons travaillé sur
I'élaboration d’'une application pour expliquer la variation de la pharmacocinétique du TXA
chez les patientes en fonction de leurs caractéristiques anthropométriques. Le CHU de Lille
ne dispose pas a ce jour d’équipe spécialisée dans I'adaptation posologique et dans la
pharmacocinétique appliquée a la clinique. Les compétences acquises au travers de ce
travail sont une premiére pierre pour la construction d’'une nouvelle activité visant a sécuriser

I'utilisation des médicaments a risque chez les populations fragiles.

3. Autres moyens de sécurisation des médicaments injectables a risque

Notre étude des moyens pour sécuriser la prise en charge médicamenteuses des
populations fragiles n’est pas exhaustive ; la sécurisation de la préparation et I'apport
potentiel de la modélisation dans I'adaptation posologique des médicaments injectables ne
doit étre réalisée en complément de la sécurisation des prescriptions par exemple ; la mise
en place de logiciels d’aide a la prescription, la présence d’'un pharmacien clinicien et d’'une
validation pharmaceutique des prescriptions ont montré leur efficacité pour sécuriser I'étape
de prescription dans les services de soins critiques. Par ailleurs, I'étape de délivrance des
médicaments est également primordiale car un délai trop important imputable a un probleme
logistique est susceptible d’entrainer un retard de prise en charge du patient. En ce sens,
'automatisation du circuit des médicaments et l'interconnexion des logiciels composant le
systéme d’information de la pharmacie doivent étre développés pour assurer la continuité de
la prise en charge du patient.

Concernant la sécurisation des médicaments injectables, cette thése n’a pas abordé
les problématiques liées a I'étape d’administration a proprement parler. |l est essentiel de
travailler a I'optimisation des montages de lignes de perfusion, la prise en compte des
incompatibilités médicamenteuses et contenant-contenu, notamment en services de soins
critiques au sein desquels les équipes sont parfois contraintes d’administrer plusieurs
médicaments a risque sur une méme ligne de perfusion.

Enfin, il ne faut pas sous-estimer les problématiques d’hygiene liées a la manipulation des

médicaments injectables lors de la préparation et de I'administration des médicaments
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injectables. La lutte contre les infections nosocomiales et notamment les infections sur
cathéter est un combat quotidien dans les services de soins critiques.

Tout systéme est perfectible et il reléve du role de pharmacien clinicien d’identifier les
problématiques majeures pour optimiser la prise en charge médicamenteuse des patients

fragiles dans les services de soins critiques.
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Annexes

ANNEXE 1 - STRUCTURE CHIMIQUE EN DEUX DIMENSIONS DES PRINCIPES ACTIFS* CONTENUS DANS LES SPECIALITES COMMERCIALES SELECTIONNEES POUR

L’ETUDE.
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*Deux structures n’ont pas été représentées ici, celles de I'héparine sodique et de I'insuline asparte car elles sont trés volumineuses.
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ANNEXE 2 - LISTE DES EXCIPIENTS CONTENUS DANS LES SPECIALITES COMMERCIALES D'INTERET.

Légende : IM, intramusculaire ; IV, intraveineux ; PPI, pour préparation injectable ; *spécialités n’ayant

pas répondu aux exigences de calibration.

Laboratoire

hydroxyde de sodium,
eau PPI

Principe actif Spécialité commerciale fabricant Excipient Sel
Céfazoline Cefazc')lln(? 1 9 p°“d'fe pour Mylan Pas d'excipient Cefa;ollne
solution injectable (im-iv) sodique
e Céfépime
Céfépime Cefeplme_ . 9 poudre pour Gerda L-Arginine dichlorhydrate
solution injectable .
monohydraté
Céfotaxime 500 mg, poudre , .
p . N . . Céfotaxime
Céfotaxime pour solution injectable (im- Mylan Pas d'excipient .
iv) sodique
Cltra,t_e de Citrate de_ caf_e ine 25mg/mL Cooper Eau PPI Caféine citrate
caféine solution injectable
Dobutamine 250 mg/20mL, Sodium métabisulfite, :
. L . . Dobutamine
Dobutamine* solution a diluer pour Panpharma | acide chlorhydrique,
. chlorhydrate
perfusion eau PPI
. Sodium chlorure,
Furosémide* Furosen_mdg 2_Omg/2mL, Renaudin sodium hydroxyde, Furosémide
solution injectable
eau PPI
Phosphate
- . Hydrocortisone UPJOHN monosodique Sodium
Hémisuccinate . .
) . 100 mg, preparation Serb anhydre, phosphate succinate
d’hydrocortisone e CT :
injectable disodique anhydre, sodique
eau PPI
Héparine sodique choa Chlorure de sodium,
Héparine b d noay Laboratoires | acide chlorhydrique, Héparine
. 5000 Ul/mL, solution ) )
sodique L . Cheplapharm | hydroxyde de sodium, sodique
injectable iv
eau PPI
Glyceérol, phénol,
métacrésol, chlorure
de zinc, phosphate
Insuline Asparte Novorapid Novo Nordisk elseelee dlhydrate, e
chlorure de sodium, asparte
acide chlorhydrique,
hydroxyde de sodium,
eau PPI
Sorbitol, acide
citrique monohydrate,
. - Nicardipine 10 mg/10 mL, citrate de sodium, Nicardipine
Nicardipine solution injectable Aguettant acide chlorhydrique, | Chlorhydrate
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Noradrénaline

Noradrénaline 2 mg/mL sans

Chlorure de sodium,

. N Norépinéphrine
sulfites, solutlon'a diluer Mylan cau PPI bitartrate
pour perfusion
Oméprazole 40mg, poudre Edetate disodique, Oméprazole
. . Mylan : :
pour solution pour perfusion sodium hydroxyde sodique
Oméprazole
Omeprazple 40mg, pouQre Mylan Ede.tate disodique, Oméprazole
pour solution pour perfusion sodium hydroxyde
Mannitol, citrate de
Paracétamol 10 mg/mL, sodium dihydraté, .
. . Bbraun . L Paracétamol
solution pour perfusion acide acétique
glacial, eau PPI
Paracétamol Acétate de sodium
Paracétamol 10 mg/mL, trlh,y.drate, aC|_de .
. . Macopharma acétiqgue glacial, Paracétamol
solution pour perfusion .
hydroxyde de sodium,
eau PPI
C Piperacilline tazobactam 2 Plper_acnlme
Pipéracilline- /0,25 oudre pour Mylan Pas d'excipient sodique,
Tazobactam g’v.e5 9, p Po y P tazobactam
solution pour perfusion .
sodique
Vancomycine 250 mg, Vancomveine
Vancomycine | poudre pour solution a diluer Mylan Pas d'excipient Y

pour perfusion

chlorhydrate
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ANNEXE 3 - RESULTATS DES PARAMETRES DE CALIBRATION POUR LES SPECIALITES COMMERCIALES AYANT REPONDU AUX CRITERES DE LINEARITE, DE PRECISION

ET DE JUSTESSE.

Spécialité o °
. £ () S 8 )
commerciale @ v = 9 ~ o c © s b £ e
o = ° £ E o c = © IS £ 3 5
E S = S 8 ) = c N o) = 3 >
a o @ o o < 5 NG o 8 S ® £
@ o g 2 £ 2 5 5 & 8 S8 S
N} ) = = B —_ 8] @®© E = @ E g
o = 7 \OE) > S = 5 & K 2 o @
Paramétres b= T o 2 z o >
O k) =
Longueur d’onde choisie
) ) 385 nm 304 nm 373 nm 304 nm 275 nm 415 nm 280 nm 340 nm 311 nm 352 nm 304 nm
pour la calibration
Nombre de niveaux 4* 4* 5 4* 4* 5 4* 5 5 5 5
Gamme 10-60 1-10 0,25-8 0,25-2 0,1-0,75 | 0,025-0,200 | 0,03-0,12 0,1-1,0 1,0-10,0 25-150 1-10
Droite de régression
* Pente 0,01185 0,07587 0,19204 0,5916 0,4521 0,9096 7,3067 0,6896 0,05086 0,003976 0,07434
e Ordonnée a l'origine
0,04580 0,03288 0,000628 | 0,0195 0,01506 | 0,002557 0,02807 0,00517 0,00733 -0,01074
(mg/mL) 0,01087
Coefficient de corrélation 0,981 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,998 0,985 0,976
Limite de détection (mg/mL) | 4,22 0,196 0,00369 0,046 0,015 0,003 0,002 0,014 0,125 7,99 6,51
Limite de quantification 8,43 0,392 0,00739 | 0092 0,028 0,006 0,004 0,027 0,250 15,98 13,02
(mg/mL)
Biais relatif (valeur absolue,
) 4,61-11,64 1,05-5,17 0,13-5,38 | 0,37- 3,15 0,02-2,11 | 0,14-3,96 1,07-1,76 0,02-2,54 0,80-3,21 1,02-5,67 0,04-4,5
%) [min-max]
Fidélité intermédiaire (valeur 2,10-
) 7,42-9,96 0,75-7,53 0,84-3,11 | 2,32-3,96 2,09-9,73 1,13-2,32 2,73-5,89 1,57-5,66 6,00-10,98 9,07-13,35
absolue, %) [min-max] 12,86
. 2,18-
Erreur totale [min-max] 12,46-19,45 | 1,81-12,70 | 1,34-7,41 | 2,69-6,98 14.97 2,35-13,69 2,56-3,56 3,13-8,43 2,45-8,87 7,16-13,15 9,54-17,89
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ANNEXE 4 - RESULTATS DES PARAMETRES DE CALIBRATION POUR LES SPECIALITES COMMERCIALES NE REPONDANT PAS AUX CRITERES DE LINEARITE, DE

PRECISION ET DE JUSTESSE.
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Spécialité commerciale

(]
=
(0]
2 £ £ 3
E ; :
< 5 5 @
T ko) = =
o O a S
Parameétres @
T
Longueur d’onde choisie pour la calibration 347 nm 395 nm 298 nm 228 nm
Nombre de niveaux 5 5 8 5
Gamme 5-50 10-80 150-10 500 100-1000
Droite de regression
e Pente 0.017711564 0.00855849 9.69263.10° 0.00023406
e Ordonnée a l'origine (mg/mL) -0.036615095 -0.01269007 0.019740414 0.02068272
Coefficient de corrélation 0,983 0,944 0,979 0,991
Limite de détection (mg/mL) 2.46 8,24 130,19 41,19
Limite de quantification (mg/mL) 4.93 16,49 260,37 82,39
Biais relatif (valeur absolue, %) [min-max] 5,15-10,29 0,79-13,669 2,96-19,13 1,31-2,55
Fidélité intermédiaire (valeur absolue, %) 5,80-7,34 18,22-20,82 6,43-77,94 5,69-46,05
[min-max]
Erreur totale [min-max] 11,42-33,65 19,01-34,50 9,39-92,28 7,00-47,52




ANNEXE 5 - PRESCRIPTIONS GENEREES DANS L'ETUDE CLINIQUE ET UTILISEES COMME MODE
OPERATOIRE PAR L'EQUIPE D'IDE/PUERICULTRICE DE L'UNITE DE REANIMATION NEONATALE POUR
LA PREPARATION DES SOLUTIONS INJECTABLES.
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CHU Lille L
Admission du 08/04/21 19h23 Prescription C1

Clinigue de Néonatologie = UF TEST = chambre test = Lit test

DN : 08/04/21 & 08h00 (PN 2 400 g) Sexe: Inconnu Intolérances / Hypersensibilités :

Derniére pesée - 900 g (02/05/21) AG: 38 SA

Poids de prescription : 900 g AC: 41SA+3] Pathologies :

Surface corporelle : 0,12 m? APN: 35+3j

MEDICAMENTS

Injectables continus

Vancomycine (VANCOMYCINE 250 mg inj) Traitement débuté le : 2 mai 2021 (J1)

Indications - traitement curatif des infections sévéres (& I'exclusion des méningites)

Notes: Contréler les taux sérigues. Poids < 8 kg : utiliser vancomycine 125 mg ; poids > 16 kg : utiliser vancomycine 500 mg.
Protéger la perfusion de la lumigre. pH acide.

* Dose d'entretien: 2 mai 2021 2 16h13 au ?
13 mg/j, soit 0,542 mg/h, en perfusion continue & un débit de 0,2 mi/h

Préparation . Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles
Flacon de 250 mg, reconstituer avec 10 ml de EPPI, soit 25 mg/ml ;
(1/1) - Prendre 1 ml, ajouter 8,6 ml de G5%, on obtient 9,6 ml = 25mg (2.6 mg/ml) ;

Administration ; Administrer en perfusion continue & un débit de 0,2 mi/h

Nicardipine (LOXEN 10 mg/10 ml sol inj) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J25)

Indications - hypertension artérielle

Notes: Protéger la perfusion de la lumiére. Incompatible (risque de précipitation) avec les produits présentant en solution un pH
> 6. Risgue d'absorption de la nicardipine sur les matériaux plastiques des dispositifs de perfusion en présence de

solutions salines.

* Dose: 2 mai 2021 & 16h13au?
Alarmes:  La dose recommandée est habituellernent supérieure ou £gale & 0,5 meg/kg/min.

500 meg/ka/], soit 0,347 meg/kg/min, soit 0,313 meg/min, en perfusion continue & un débit de 0,3 mi/h

Préparation : Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles

Ampoule de 10 000 mcg pour 10 ml (1 000 mcg/ml) ;
(1/1) - Prendre 1 ml, ajouter 13,4 ml de G5%, on obtient 14,4 ml =1 000 mecg (69 mcg/ml) ;

Administration ; Administrer en perfusion continue & un débit de 0,3 mi/h

Noradrénaline (NORADRENALINE 2 mg/ml sol diluer p perf sans conservateur) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J25)

Indications : choc (sepsis)

Notes : Dilution nécessaire avant perfusion (G5%).
pH acide : incompatible avec les solutions alcalines (dont bicarbonate de sedium).

* Minimisation de volume : 2 mai 2021 & 16h13 au?
144 mecg/kg/j, soit 0,1 meg/kg/min, soit 0,09 meg/min, en perfusion continue & un débit de 0,2 ml/h

Préparation : Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles

Ampoule de 8 000 meg pour 4 ml (2 000 meg/ml) ;
(1/1) - Prendre 0,2 mi, ajouter 9,4 ml de G5%, on obtient 9,6 ml = 400 meg (42 mcg/ml) ;

Administration : Administrer en perfusion continue & un débit de 0,2 ml/h

Céfépime (AXEPIM 1 g inj) Traitemnent débuté le : 2 mai 2021 (J1)
Indications : méningite

Notes: A reconstituer avec 10 mL d'EPPI.
Adapter la posologie en cas d'insuffisance rénale (toxicité neurologique).

* Dose:2mai 2021 316h13au?
150 mg/ka/]. soit 50 mg/kg toutes les 8 h, soit 45 mg toutes les 8 h en intraveineuse en 30 min

Préparation : Flacon de 1 000 mg pour 10 ml (100 mg/ml) ;
(1/1) - Prendre 0,5 ml, ajouter 1,5 ml de G5%, on obtient 2 ml = 50 mg (25 mg/ml) ;
Administration : Administrer 2 ml en intraveineuse en 30 min & un débit de 4 ml/h

Ringage 10,6 ml de G5% en intraveineuse sur 9 min & un débit de 4 mi/h
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MEDICAMENTS (suite)
Injectables discontinus

Pipéracilline + Tazobactam (TAZOCILLINE 2 g/0,25 g pdre p sol p perf) Traitement débuté le : 2 mai 2021 (J1)
Indications : infections & germes sensibles
Notes: TAZOCILLINE 2 g/0,25 g est administré par perfusion intraveineuse pendant 30 minutes au moins.

* Dose:2mai 2021 a16h13au?

320 mg/kg/j, soit 80 mg/kg toutes les 6 h, soit 72 mg toutes les 6 h en intraveineuse en 30 min
Préparation : Flacon de 2 000 mg, reconstituer avec 10 ml de EPPI, soit 200 mg/ml ;
(1/1) - Prendre 0.4 ml, ajouter 1,2 ml de G5%, on obtient 1,6 ml = 80 mg (50 mg/ml) ;
Administration : Administrer 1,6 ml en intraveineuse en 30 min & un débit de 3,2 mi/h
Ringage - 0,6 ml de G5% en intraveineuse sur 11 min 2 un débit de 3,2 mi/h

Oméprazole (MOPRAL 40 mg inj) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J25)

Indications : reflux gastro-oesophagien
* Dose: 2 mai 20213 16h13au?
1 mg/kg/j, soit 1 mg/kg toutes les 24 h, soit 0,9 mg toutes les 24 h en intraveineuse en 20 min
Préparation : Flacon de 40 mg, reconstituer avec 5 ml de Nacl 0,9%, soit 8 mg/mi ;
(1/1) - Prendre 0,1 ml, ajouter 3 ml de Nacl 0,9%, on obtient 3,1 ml = 0,8 mg (0,26 mg/ml) ;

Administration : Administrer 3,1 ml en intraveineuse en 20 min & un débit de 9,3 mi/h
Ringage : 0,6 ml de Nacl 0,5% en intraveineuse sur 4 min & un débit de 9,3 mi/h

Furosémide (LASILIX 20 mg/2 ml inj) Traitement débuté le - 19 avr. 2021 (J14)

Indications : oedéme pulmonaire
Notes: Utiliser seringue et tubulure opaques.

* Dose: 19 avr. 2021 208h31 au ?
Alarmes: La dose recommandée est habituellement supérieure ou €gale 2 1 mg/kg.

1 mg/kg/j, soit 0,5 mg/kg toutes les 12 h, soit 0,45 mg toutes les 12 h en intraveineuse en 15 min

Préparation : Ampoule de 20 mg pour 2 ml (10 mg/ml) ;

(1/2) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 9 ml de Nacl 0,9%, on obtient 10 ml = 10 mg (1 mg/ml) ;
(2/2) - Prendre 0,5 ml, ajouter 1,1 ml de Nacl 0,%, on obtient 1,6 ml = 0,5 mg (0.31 mg/mi) ;
Administration : Administrer 1,6 ml en intraveineuse en 15 min & un débit de 6,4 ml/h

Ringage :0,6 ml de Nacl 0,9% en intraveineuse sur 6 min & un débit de 6,4 ml/h

Caféine citrate (CAFEINE CITRATE 50 mg/2 ml inj) Traitement débuté le : 15 avr. 2021 (J6)

Indications : Apnées du prématuré
* Dose d'entretien: 15 avr. 20212 21h55au ?
5 mg/kg/j, soit 5 mg/kg toutes les 24 h, soit 4,7 mg toutes les 24 h en intraveineuse en 30 min

Préparation : Ampoule de 50 mg pour 2 ml (25 mg/ml) ;
(1/2) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 9 ml de G5%, on obtient 10 ml =25 mg (2,5 mg/ml} ;

(2/2) - Prendre 1,9 ml, ajouter 0 ml de G5%, on obtient 1,9 ml = 4,75 mg (2,5 mg/ml) ;
Administration : Administrer 1,9 ml en intraveineuse en 30 min & un débit de 3,8 mi/h

Ringage :0,6 ml de Nacl 0,9% en intraveineuse sur 9 min a un débit de 3,8 mi/h
Hydrocortisone hémisuccinate sodique (HYDROCORTISONE 100 mg/2 ml inj) Traitenent débuté le : 18 avr. 2021 (J3)

Indications : prévention de la dysplasie bronchepulmonaire (PREMILOC)

* dosedeJ1aJ7:18avr. 2021 4 11h46au?
1 ma/ka/]j, soit 0,5 mg/kg toutes les 12 h, soit 0,47 mg toutes les 12 h en intraveineuse directe lente en 30 min

Préparation : Flacon de 100 mg, reconstituer avec 2 ml de EPPI, soit 50 mg/ml ;

(1/3) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 9 ml de G5%, on obtient 10 ml = 50 mg (5 mg/ml) ;
(2/3) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 9 ml de G5%, on obtient 10 ml = 5 mg (0,5 mg/ml);
(3/3) - Prendre 0,9 ml, ajouter 0,7 ml de G5%, on obtient 1,6 ml = 0,45 mg (0,28 mg/ml) ;
Administration : Administrer 1,6 ml en intraveineuse directe lente en 30 min

Ringage :0,5 ml de G5% en intraveineuse directe lente

373



CHU Lille —
Admission du 08/04/21 19h23 Prescription C2
Clinique de Néanatologie = UF TEST > chambre test > Lit test
DN : 08/04/21 & 08nh00 (PN 2 400 g) Sexe: Inconnu Intolérances / Hypersensibilités :
Poids de prescription : 2400 g AG: 38SA
Surface corporelle : 0,18 m? AC: 3884 Pathologies :
APN : 0j
MEDICAMENTS
Injectables continus
Vancomycine (VANCOMYCINE 250 mg inj) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J1)

Indications : traiternent curatif des infections sévéres (& 'exclusion des méningites)

Notes: Contréler les taux sérigues. Poids < 8 kg : utiliser vancomycine 125 mg ; poids = 16 kg : utiliser vancomycine 500 mg.
Protéger la perfusion de la lumiére. pH acide.

* Dose d'entretien: 8 avr. 2021 2 20h13au?
50 mg/j, soit 2,08 mg/h, en perfusion continue & un débit de 0,4 mi/h

Préparation : Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles
Flacon de 250 mg, reconstituer avec 10 ml de EPPI, soit 25 mag/ml ;
(1/1) - Prendre 4 ml, sjouter 15,2 ml de G5%, on obtient 19,2 ml =100 mg (5.2 mg/ml) ;

Administration ; Administrer en perfusion continue & un débit de 0,4 mi/h

Nicardipine (LOXEN 10 mg/10 ml sol inj) Traiternent débuté le - 8 avr. 2021 (J1)
Indications ; hyperiension ariérielle

Notes: Protéger la perfusion de la lumigre. Incompatible (risque de précipitation) avec les produits présentant en solution un pH
= 6. Risque d'absorption de la nicardipine sur les matériaux plastiques des dispositifs de perfusion en présence de
solutions salines.

* Dose:8avr. 2021 220n13 au ?
750 meg/kg/j, soit 0,521 meg/kg/min, scit 1,25 meg/min, en perfusion continue & un débit de 0,8 mi/h

Préparation : Correspondant a 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles
Ampoule de 10 000 mcg pour 10 ml (1 000 meg/ml) ;

(1/1) - Prendre 3,6 ml, ajouter 34,8 ml de G5%, on obtient 38,4 ml = 3 600 mcg (94 mcg/ml) ;

Administration ; Administrer en perfusion continue & un débit de 0,8 ml/h

Noradrénaline (NORADRENALINE 2 mg/ml sol diluer p perf sans conservateur) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J1)

Indications : choc (sepsis)

Notes: Dilution nécessaire avant perfusion (G5%).
pH acide : incompatible avec les solutions alcalines (dont bicarbonate de sadium).

+ Minimisation de volume : 8 avr. 2021 & 20h13 au ?
288 mcg/ka/], soit 0,2 meg/kg/min, soit 0,48 meg/min, en perfusion continue & un débit de 0,4 mi/h
Préparation : Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles

Ampoule de 8 000 meg pour 4 ml (2 000 meg/ml) ;
(1/1) - Prendre 0,6 ml, ajouter 18,6 ml de G5%, on obtient 19,2 ml =1 200 meg (63 meg/ml)

Administration ; Administrer en perfusion continue & un débit de 0,4 mi/h

Céfépime (AXEPIM 1 g inj) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J1)
Indications : méningite

Notes: A reconstituer avec 10 mL d'EPPI.
Adapter la posologie en cas dinsuffisance rénale (toxicité neurclogigue).

* Dose:8avr. 20214 20h13au?
150 mg/kg/j, soit 50 mg/kg toutes les 8 h, soit 120 mg toutes les 8 h en intraveineuse en 30 min

Préparation : Flacon de 1 000 mg pour 10 ml (100 mg/ml) ;

{(1/1) - Prendre 1,2 ml, ajouter 2 ml de G5%, on obtient 3,2 ml =120 mg (38 mg/ml) ;
Administration : Administrer 3,2 ml en intraveineuse en 30 min & un débit de 6,4 ml/h
Rincage :0,6 ml de G5% en intraveineuse sur 6 min & un débit de 6,4 ml/h
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MEDICAMENTS (suite)
Injectables discontinus

Furosémide (LASILIX 20 mg/2 ml inj) Traiternent débuté le : 8 avr. 2021 (J1)
Indications : oedéme pulmonaire
Notes: Utiliser seringue et tubulure opagues.

* Dose: 8 avr. 2021 3 20h13 au ?
Alarmes:  Lintervalle est habituellement supérieur ou égal 312 h.
Lz dose recommandée est habitusllement supérisure ou €gale & 1 mg/kag.

1 mag/kg/], soit 0,333 mg/kg toutes les & h, soit 0,8 mg toutes les 8 h en intraveineuse en 15 min

Préparation - Ampoule de 20 mg pour 2 ml {10 mg/ml) ;

(1/2) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 9 ml de Nacl 0,9%, on obtient 10 ml = 10 mg (1 mg/ml) ;
(2/2) - Prendre 0,8 ml, ajouter 0 ml de Macl 0,9%, on obtient 0,8 ml = 0,8 mg (1 ma/ml) ;
Administration : Administrer 0,8 ml en intraveineuse en 15 min & un débit de 3,2 mi/h

Ringage : 0,6 ml de Macl 0,5% en intraveineuse sur 11 min & un débit de 3,2 mi/h

Hydrocortisone hémisuccinate sodique (HYDROCORTISONE 100 mg/2 ml inj) Traiternent débuté le : 8 avr. 2021 (J1)

Indications : choc
* Dose: 8 avr. 2021 3 20h13 au ?
0,5 mg/ka/], soit 0,167 ma/kg toutes les 8 h, soit 0,4 mg toutes les 8 h en intraveineuse directe lente

Préparation : Flacon de 100 mg, reconstituer avec 2 ml de EPPI, soit 50 mg/ml ;
(1/2) - Prendre 1 ml de |a solution et rajouter @ ml de G5%, on obtient 10 ml = 50 mg (5 mg/ml) ;
(2/2) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 9 ml de G5%, on obtient 10 ml =5 mg (0,5 mg/ml) ;

Administration : Administrer 0,8 ml en intraveineuse directe lente
Ringage 0,5 ml de G5% en intraveineuse directe lente

Oméprazole (MOPRAL 40 mg inj) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J1)
Indications : reflux gastro-oescphagien

* Dose: 8 avr. 2021 420h13 au ?

2 ma/ka/], soit 2 mag/kg toutes les 24 h, soit 4,8 mg toutes les 24 h en intraveineuse en 20 min

Préparation : Flacon de 40 mg, reconstituer avec 5 ml de Nacl 0,9%, soit 8 mg/ml ;

(1/1) - Prendre 0,6 ml, ajouter 11,4 ml de Nacl 0,9%, on obtient 12 ml = 4,8 mg (0.4 mag/ml) ;
Administration ; Administrer 12 ml en intraveineuse en 20 min & un débit de 36 mi/h
Ringage . 0,6 ml de Nacl 0,9% en intraveineuse sur 1 min & un débit de 36 ml/h

Pipéracilline + Tazobactam (TAZOCILLINE 2 g/0,25 g pdre p sol p perf) Traiternent débuté le: 8 avr. 2021 (J1)
Indications : infections & germes sensibles
Notes: TAZOCILLINE 2 g/0,25 g est administré par perfusion intraveineuse pendant 30 minutes au moins.

# Dose: 8 avr. 2021 4 20h13 au ?
320 mg/kg/], soit 80 mg/kg toutes les 6 h, soit 192 mg toutes les 6 h en intraveineuse en 60 min

Préparation  Flacon de 2 000 mg, reconstituer avec 10 ml de EPPI, scit 200 ma/ml ;
(1/1) - Prendre 1 ml, ajouter 1,5 ml de G5%, on cbtient 2,5 ml = 200 mg (80 mg/ml) ;
Administration : Administrer 2,5 ml en intraveineuse en 60 min & un débit de 2,5 mi/h

Ringage 0,6 ml de G5% en intraveineuse sur 14 min & un débit de 2,5 ml/h

Caféine citrate (CAFEINE CITRATE 50 mg/2 ml inj) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J1)
Indications : Apnées du prématuré

* Dose d'entretien : 8 avr. 20271 220h13 a0 ?

5 markg/, soit 5 mg/kg toutes les 24 h, soit 12 mg toutes les 24 h en intraveineuse en 30 min

Préparation : Ampoule de 50 mg pour 2 ml (25 mg/ml) ;
(1/7) - Prendre 0,5 ml, ajouter 2 ml de G5%, on obtient 25 ml=12,5mg (5 mg/ml) ;

Administration : Administrer 2,5 ml en intraveineuse en 30 min 3 un débit de 5 mi/h
Ringage : 0,6 ml de G5% en intraveineuse sur 7 min & un débit de 5 mi/h
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CHU Lille
Admission du 08/04/21 19h23

=

Prescription C3

Clinigue de Néonatologie = UF TEST = chambre test = Lit test

DN : 08/04/27 & 08h00 (PN 2 400 g) Sexe: Inconnu Intolérances / Hypersensibilités
Poids de prescription : 2 400 g AG: 38 SA
Surface corporelle : 0,18 m? AC: 38 SA Pathologies :
APN: 0]
MEDICAMENTS
Injectables continus
Vancomycine (VANCOMYCINE 250 mg inj) Traitement débuté le : 8 avr. 2021 (J1)

Indicaticns : traitement curatif des infections sévéres (a I'sxclusion des méningites)

Notes: Contréler les taux sérigues. Poids < 8 kg - utiliser vancomycine 125 mg ; poids = 16 kg : utiliser vancomycine 300 mg.
Protéger la perfusion de la lumigre. pH acide.

* Dose d'entretien : 8 avr. 2021 2 20h13au ?
70 mg/j, soit 2,92 mg/h, en perfusion continue & un débit de 0,4 mi/h

Préparation : Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles
Flacon de 250 mg, reconstituer avec 10 ml de EPPI, soit 25 mg/ml ;
(1/1) - Prendre 5,6 ml, ajouter 13,6 ml de G5%, on obtient 19,2 ml = 140 mg (7.3 ma/ml) ;

Administration : Administrer en perfusion continue & un débit de 0,4 mi/h

Nicardipine (LOXEN 10 mg/10 ml sol inj) Traitement débuté le - 8 avr. 2021 (J1)
Indications : hypertension artérielle

Notes: Protéger la perfusion de la lumigre. Incompatible (risque de précipitation) avec les produits présentant en solution un pH
= 6. Risque d'absorption de la nicardipine sur les matériaux plastiques des dispositifs de perfusion en présence de
solutions salines.

* Dose: 8 avr. 2021 2 20h13 au?
Alarmes Lz concentration doit &tre inférizurs ou £gale & 100 meg/ml.

1 000 meg/kg/], soit 0,694 meg/kg/min, soit 1,67 meg/min, en perfusion continue & un débit de 0,7 ml/h

Préparation : Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles

Ampoule de 10 000 meg pour 10 ml (1 000 mcg/mil) ;
(1/1) - Prendre 4,8 ml, ajouter 28,8 ml de G5%, on obtient 33,6 ml = 4 800 mcg (143 mcg/ml) ;

Administration : Administrer en perfusion continue & un débit de 0,7 mi/h

Céfépime (AXEPIM 1 g inj) Traitemnent débuté le : 18 mai 2021 (J1)
Indications : méningite

Notes: A reconstituer avec 10 mL d'EPPL
Adapter la posologie en cas d'insuffisance rénale (toxicité neurclogique).

* Dose:18mai 2021 & 14h52au?

150 mg/kg/j, soit 50 mg/kg toutes les 8 h, soit 175 mg toutes les 8 h en intraveineuse en 30 min

Préparation ; Flacon de 1 000 mg pour 10 ml (100 mg/ml) ;
(1/1) - Prendre 1,8 ml, ajouter 2,2 ml de G5%, on obtient 4 ml = 180 mg (45 mg/ml} ;

Administration - Administrer 4 ml en intraveineuss en 30 min & un débit de & mi/h
Ringage : 0,6 ml de G5% en intraveineuse sur 5 min & un débit de 8 mi/h

Pipéracilline + Tazobactam (TAZOCILLINE 2 g/0,25 g pdre p sol p perf) Traitemnent débuté le - 8 avr. 2021 (J1)
Indications © infections & germes sensibles
Notes: TAZOCILLINE 2 g/0,25 g est administré par perfusion intraveineuse pendant 30 minutes au moins.

* Dose: 8 avr. 2021 a20h13au?
320 mg/kg/], soit 80 mg/kg toutes les 6 h, soit 192 mg toutes les 6 h en intraveineuse en 30 min

Préparation : Flacon de 2 000 mg, reconstituer avec 10 ml de EPPI, scit 200 mg/ml ;
(1/1) - Prendre 1 ml, ajouter 0,6 ml de G5%, on obtient 1,6 ml =200 mg (125 mg/ml) ;
Administration : Administrer 1,6 ml en intraveineuse en 30 min & un débit de 3,2 ml/h
Ringage - 0,6 ml de G5% en intraveineuse sur 11 min & un débit de 3,2 mi/h

Caféine citrate (CAFEINE CITRATE 50 mg/2 ml inj) Traitemnent débuté le - 8 avr. 2021 (J1)
Indications : Apnées du prématuré

* Dose d'entretien : 8 avr. 2021 32 20h13 au ?
5 mg/kg/], soit 5 mg/kg toutes les 24 h, soit 12 mg toutes les 24 h en intraveineuse en 30 min

Préparation : Ampoule de 50 mg pour 2 ml (25 mg/ml) ;
(1/1) - Prendre 0,5 ml, ajouter 1,7 ml de G5%, on cbtient 1,6 ml=12,5mg (7.8 mg/ml) ;

Administration : Administrer 1,6 ml en intraveineuse en 30 min & un débit de 3,2 ml/h
Ringage 10,6 ml de G5% en intraveineuse sur 11 min & un débit de 3,2 mi/h



MEDICAMENTS (suite)
Injectables discontinus (suite)
Hydrocortisone hémisuccinate sodique (HYDROCORTISONE 100 mg/2 ml inj)

Traitement débuté le - & avr. 2021 (J1)

Indications : choc
* Dose:8avr. 2021220013 au?
1 mg/kg/j, soit 0,333 mg/kg toutes les & h, soit 0,8 mg toutes les 8 h en intraveineuse directe lente
Préparation : Flacon de 100 mg, reconstituer avec 2 ml de EPPI, soit 50 mg/ml ;

(1/2) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 9 ml de G5%, on obtient 10 ml = 50 mg_(5 mag/ml) ;
(2/2) - Prendre 1 ml de la solution et rajouter 2,3 ml de G5%, on cbtient 10 ml = 5 mg (1,52 mg/ml) ;

Administration - Administrer 1,6 ml en intraveineuse directe lente
Ringage 10,5 ml de G5% en intraveineuse directe lents

Oméprazole (MOPRAL 40 mg inj) Traitement débuté le: 8 avr. 2021 (J1)

Indications : reflux gastro-cescphagien

* Dose:8avr. 202142013 au?
Alarmes:  La concentration doit &tre inférizure ou égale & 0.4 mog/ml.

1 ma/kg/j, soit 1 mag/kg toutes les 24 h, soit 2,4 mg toutes les 24 h en intraveineuse en 20 min

Préparation ; Flacon de 40 mg, reconstituer avec 5 ml de Nacl 0,9%, soit 8 mg/ml;
(1/1) - Prendre 0,3 ml, ajouter 3 ml de Nacl 0,9%, on obtient 3,3 ml = 2,4 mg (0,73 mg/ml) ;
Administration : Administrer 3,3 ml en intraveineuse en 20 min & un débit de 9,9 mi/h

Ringage : 0,6 ml de Nacl 0,9% en intraveineuse sur 4 min & un débit de 9,9 ml/h

Furosémide (LASILIX 20 mg/2 ml inj) Traiternent débuté le : 18 mai 2021 (J1)

Indications : rétention hydrigue
Notes: Utiliser seringue et tubulure opagques.

* Dose: 18 mai 20271 &2 14h52au ?

4 ma/kg/j, soit 2 mg/kg toutes les 12 h, soit 7 mg toutes les 12 h en intraveineuse en 15 min

Préparation : Ampoule de 20 mg paur 2 ml (10 mg/ml) ;
(1/1) - Prendre 0,7 ml, ajouter 0,9 ml de Nacl 0,5%, on obtient 1,6 ml = 7 mg (4,4 mg/ml) ;

Administration : Administrer 1,6 ml en intraveineuse en 15 min & un débit de 6,4 ml/h
Ringage - 0,6 ml de Nacl 0,9% en intraveineuse sur 6 min & un débit de 6,4 mi/h

Noradrénaline (NORADRENALINE 2 mg/ml sol diluer p perf sans conservateur) Traiternent débuté le - 18 mai 2021 (J1)

Indications © choc (sepsis)

Notes: Dilution nécessaire avant perfusion (G5%).
pH acide - incompatible avec les solutions alcalines (dont bicarbonate de sodium).

* Minimisation de volume : 18 mai 2021 & 14h52 au ?
144 meg/kg/], soit 0,1 meg/kg/min, soit 0,45 meg/min, en perfusion continue & un débit de 0,3 ml/h

Préparation : Correspondant & 2 fois la quantité administrée, en raison des tubulures et des variations de débit prévisibles

Ampoule de 8 000 mecg pour 4 ml (2 000 meg/ml) ;
(1/1) - Prendre 0,6 ml, ajouter 13,8 ml de G5%, on obtient 14,4 ml =1 200 meg (83 mcg/ml} ;
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From the development of dosage methods to the pharmacokinetic modeling to
secure therapeutical strategies in high-risk patients

Abstract: Medication errors can occur at any stage of the healthcare product circuit in the
hospital and can lead to adverse events with potentially fatal consequences for patients Some
actions can prevent the occurrence of these errors and optimize the use of drugs. This thesis brings
together studies that led to secure the use of high-risk medications and the therapeutic strategies
in high-risk patients.

The safety of drug preparation was investigated in critical care services using two ways.
First, the DrugLog® (Pharmacolog, Sweden), an automated quality control system for injectable
drugs prepared in care units, was evaluated in a neonatal intensive care unit. It allows the rapid
identification and quantification of drugs in solution. The calibration of the DrugLog®was performed
in the laboratory. Robustness and clinical feasibility studies were conducted in the unit. Among the
medications, 11 were calibrated out of 15 evaluated; during the clinical study, 9 medications were
studied and 68,90% of the preparations met the quantitative acceptance limits. Technical
limitations, detailed in the following work, led to the postponement of its routine use; however,
several qualities make this system an innovative and interesting tool for qualifying care teams in
simulation situations. The second way to secure the drug preparation step was to assess the
possibility of centralizing the preparations within the hospital pharmacy. With this aim in view, we
evaluated the long-term stability of ready-to-use injectable solutions. Four stability studies were
performed on insulin aspartate diluted at 1 lU/mL, dobutamine at 10 mg/mL, noradrenaline at 0.2
and 0.5 mg/mL, and midazolam at 1 mg/mL. The physicochemical and microbiological stability was
evaluated over 1 year in two types of packaging: polypropylene (PP) syringes, to prepare ready-to-
use solutions, and cyclic olefin copolymer (COC) vials, whose properties are interesting for the
storage of injectable drugs and for which the filling is automated. These studies showed that the
use of COC vials allowed for better long-term stability than that conferred by PP syringes. Using a
dedicated automated filling machine for these vials allows for a significant manufacturing yield and
ensures preparation in a controlled aseptic environment. This work encourages the development
of hospital mass production.

The feasibility of optimizing the therapeutic regimen of a high-risk drug used in a critical
situation was investigated through a particular case, tranexamic acid (TXA) for curative purposes
in per partum hemorrhage. A single-center open-label pilot study and a double-blind randomized
controlled multicenter study were performed as part of the TRACES (TRAnexamic acid in
hemorrhagic CESarean section) trial. TXA was given as a single bolus in selected patients and
blood and urine TXA concentrations were determined. Nonlinear parametric mixed-effect modeling
was performed. The pharmacokinetic model of TXA was validated and covariates influencing the
variability of the pharmacokinetic parameters were identified: the creatinine clearance and the total
boy weight before pregnancy. This work led to the hypothesis of a double elimination of TXA by the
central compartment which can be explained by leakage into the uterine hemorrhagic blood. The
rapid decrease in plasmatic concentrations encourages to repeat dose of 1g TXA during the first
hour if bleeding doesn't stop.

Key words: Medication error — injectable drug — drug compounding — drug stability —
pharmacokinetics — patient safety .
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Du développement des méthodes de dosage a la modélisation pharmacocinétique
dans la sécurisation de prise en charge médicamenteuse des patients arisque

Résumé : Les erreurs médicamenteuses peuvent survenir a chaque étape du circuit des
produits de santé a I'hépital, et engendrer des évenements indésirables dont les conséquences
peuvent étre fatales pour les patients. Des actions peuvent prévenir la survenue de ces erreur et
optimiser 'usage des médicaments. Cette thése rassemble des travaux dont la finalité était de
sécuriser la thérapeutique en minimisant les situations a risque liées soit au médicament soit au
patient lui-méme.

La sécurisation de la thérapeutique a été investiguée au niveau de la préparation des
médicaments en services de soins critiques au travers de deux moyens de sécurisation. Le premier
moyen est un automate de contréle-qualité des médicaments injectables préparés en services de
soins, le DrugLog® (Pharmacolog, Suéde). La calibration de l'automate a été conduite en
laboratoire et une étude de robustesse et de faisabilité clinique a été conduite dans un service de
réanimation néonatale. Parmi les médicaments testés, 11/15 ont pu été calibrés. Au cours de
I'étude clinique, 9 médicaments ont été étudiés et 68,90% des préparations étaient conformes aux
limites d’acceptabilité quantitatives fixées. Des limites, détaillées dans le travail qui suit, ont conduit
a sursoir son utilisation en routine ; cependant, plusieurs qualités font de cet automate un outil
innovant et intéressant pour qualifier les équipes de soins en situations de simulation. Le second
moyen pour sécuriser la préparation a été d’étudier la possibilité de centraliser les préparations au
sein de la pharmacie a usage intérieur. La stabilité de ces solutions injectables prétes a 'emploi a
été étudiée ; quatre études de stabilité ont été conduites sur l'insuline asparte diluée a 1 Ul/mL, la
dobutamine a 10 mg/mL, la noradrénaline a 0,2 et 0,5 mg/mL, le midazolam a 1 mg/mL. La stabilité
physico chimique et microbiologique a été évaluée sur 1 an dans deux conditionnements : des
seringues en polypropyléne (PP), dans le but de préparer des solutions prétes a 'emploi, et des
flacons en copolymére oléofine cyclique (COC), dont les propriétés sont intéressantes pour le
stockage des médicaments injectables et pour lesquels le remplissage est automatisé. Ces études
montraient que l'utilisation de flacons en COC permettait une stabilité sur le long terme, meilleure
que celle conférée par les seringues en PP. L'utilisation d’'un automate dédié pour le remplissage
de ces flacons permet un rendement important de fabrication et assure une préparation dans un
environnement aseptique contr6lé. Ces travaux encouragent le développement de la fabrication
hospitaliere en série.

La sécurisation de la thérapeutique a également été étudiée pour connaitre la possibilité
d’optimiser le schéma thérapeutique d’'un médicament a risque utilisé en situation critique. Cette
sécurisation a été investiguée au travers d’un cas particulier, I'acide tranexamique (TXA) a visée
curative dans I'hémorragie du per partum. Une étude pilote monocentrique ouverte et une étude
multicentrique double aveugle randomisée et contrdlée ont été menées dans le cadre de I'essai
TRACES (TRAnexamic acid in hemorrhagic CESarean section). Le TXA a été administré en bolus
unique chez les patientes sélectionnées puis des dosages sanguins et urinaires ont été effectués.
Une modélisation non linéaire a effet mixte paramétrigue a été réalisée. Le modele
pharmacocinétigue du TXA a pu étre validé et des covariables influencant la variabilité des
paramétres pharmacocinétiques ont été déterminées : la clairance a la créatinine et le poids réel
avant grossesse. Ce travail a conduit a I'hypothése d’'une double élimination du TXA par le
compartiment central qui peut étre expliquée par une fuite dans le sang hémorragique utérin. La
rapide diminution des concentrations plasmatiques encourage la répétition d’'une dose de 1g en
cas de poursuite du saignement au cours de la 1 heure.

Mots clés : Erreur médicamenteuse — médicament injectable — préparation des médicaments —
pharmacocinétique — sécurité du patient — stabilité des médicaments
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