UNIVERSITE DE NANTES - UFR Sciences Pharmaceutiques et Biologiques

ANNEE 2018 N° 58

MEMOIRE

DU DIPLOME D’ETUDES SPECIALISEES DE PHARMACIE
HOSPITALIERE ET DES COLLECTIVITES

Soutenu devant le jury interrégional

Le 19 décembre 2018

par Amandine LASSALLE

Conformément aux dispositions du Décret n°® 2012-172 du 3 février 2012

THESE
POUR LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

Evaluation des performances analytiques d’'un nouveau
spectrophotometre destiné aux contrales des préparations
médicamenteuses : quelles applications pour le controéle des
chimiothérapies ?

Président du jury : Mme. Christine BOBIN-DUBIGEON Pharmacien, MCU-HDR -
Université de Nantes

Directeur de theése : M. Nicolas CORMIER, Pharmacien- Hopital privé du Confluent

Membres du jury : M. Pascal LE CORRE, Pharmacien, PU-PH-CHU de Rennes

Mme Clémentine FRONTEAU, Pharmacien, PHC-CHU de Nantes
M. Jérémy SORRIEUL, Pharmacien- Institut de Cancérologie de
I'Ouest Paul Papin-Angers



pascal-s
Texte tapé à la machine
58

pascal-s
Texte tapé à la machine


TABLE DES MATIERES

LISTE DES FIGURES ...t ssss s sss s sssssssssssssssssssssssssesas 5

LISTE DES TABLEAUX ... ss s sssss s bbb ssssss st sas 7

LISTE DES ANNEXES ..ot s sssss s ssssss s sasssssssssssesas 8

LISTE DES ABREVIATIONS......cc.ccccsurvveressssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssesssssses 9
INTRODUCTION

PREMIERE PARTIE : PREPARATION ET CONTROLE DES CHIMIOTHERAPIES INJECTABLES

1.
1.1.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
chimiothérapie
2.
2.1.
2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.2.4.
2.3.
2.4.
2.4.1.
2.4.2.

3.1.
3.2.
3.3.

Préparations de chimiothérapies injectables ... 14
Définitions et aspect réglemMentaire. ... eneenneenseessees e sssesssesssssssseens 14
La préparation des chimiothérapies injectables : une étape a risques............ 15
RiSQUES CHIMIQUES w..ccevceneeneeseeseersenseesseesseesseessssmsesssess s sssesssees s sssesssesssssssseens 15
Risque microbioloGiQUe ... ettt sess e ssessessessseans 16

[atrogénie médicamenteuse liée a la préparation des médicaments de

........................................................................................................................................................ 18
Le controle des préparations............eeseseessesssessssessssssssssssnees 22
CoNteXte réGleMENTAITE .....veueeeerrerreessees e serse e ssess s e s ssssss s saseens 22
Les différents types de CONIIOIES ...t sssesssesssssssseens 23
Le double cONtIole VISUEL ... ssesseessees s sssesssssssessssessseens 23
La VidE0-SUIVEIIlANCEe ... ssssssssss s ssssssssssssssesssans 24
Le controle gravimetriqUE ... eesreeeneeesesesssessseesssesssesssesssessssssssssessssssssssssessseens 26
Le cONtrole analytiqUe.....oeceeeesreessecsseessssesssessssesssesssesssesssessssssesssesssessssssssssseens 28
Etat des lieux des PratiQUES .....c.oereenecereensesneenseseesesssesseseessssssessesssessssssssessssssesssanes 33
Choix d'une méthode de CONIOLE ... eeeeereereeeerreer e sssess s sessseens 34
LeS dIiffEreNtS CTILETES...cuuiveerereereerseerseerses s s ssaesssas 34
000 Y o Tof0) 4 0] 01 Lo 10 U= 000 PP 36

L’unité centralisée de reconstitution de I'Hopital privé du Confluent..39

Organisation, 10CauX, EQUIPEIMENTS .......ovcueeeeneeeesreeesneiseessees st sssesssasssssssseens 39
W N0t LA L L<NG (5300 016 18 Lot 1) o 00T PPN 39
Préparation et contréles des chimiothérapies injectables.......ccccouonencerreenneens 41



DEUXIEME PARTIE : MISE EN PLACE DU CONTROLE ANALYTIQUE PAR LE
SPECTROPHOTOMETRE DRUGLOG®

1.
1.1.
1.2.

1.2.1.
1.2.2.

1.3.

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.

2.1.
2.2,

2.2.1.
2.2.2.

2.3.
2.4.

2.4.1.
2.4.1.
2.4.2.

L’automate de controle Druglog® ... eseessnneesssssssssssessssssssssseses 45
L0F: 1 7 (1 <) o 1 0 (0 | (PSS 45
Rappels SUI 12 SPECIIOSCOPIE ..coveuiueeereeecereesesseiseeseesset s esss s ssssse s sasesssans 46
PriNCIPES ZENETAUX ...vvueurieeeesieeeereessesseesseeseessesssesse s sssssesssssss st sessss s s s sessssanes 46
La spectroscopie UV-ViSIDIe ....uiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 48
Principe de fonctionnement de I'automate.......c.onereeneeereenseuneenseeneesseensesseesesseeanes 51
Identification de I'6chantillon ... sesssseseens 52
Quantification de I'6chantillon ... sesseaes 53
EXPression des TESUILALS. ... reerees s ssesssesssees s ssssssessssssssssssessseens 54
Calibration de I'automate............. 56
Choix de 1a méthode de validation analytique .........coeereereeenseeneernmeesseesseesseessneens 56
Réalisation des gammes d’étaloNNage.........couueeeereeereeermeeseesseesseesssesssesseessessssssssssseens 58
Choix des MOolécules @ ANAlYSET ... eceeeeeeesseesseesssesseesseesseesssessessesssesssesssessseens 58
Matériels et MEthOAE ...t sessseens 59
Choix des gammes d’étalONNAgEe ........coveeenreenreesseeeneessneesees s sssesssssssssssseens 60
Validation des gammes d’étaloNnage.......oeereereesseesseesmserseesseesssesssesssessseesseesnns 62
METNOAE. ...ttt bbb b 62
RESUILALS ...cevcverserseesseereeeseesseses s sees s s s s s s 64
DISCUSSION ...vuctreaereesereesre s s e nnarn 65

TROISIEME PARTIE : EVALUATION DES PERFORMANCES DE L'AUTOMATE EN ROUTINE

1.
1.1.
1.2.
1.3.
2.

2.1.

2.1.1.
2.1.2.

2.2.
2.3.

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.

Analyse des préparations issues de la production............ooneenenrinnienees 69
Matériel €t METNOAE ..ottt s sss s sssssans 69
RESUILALS....oiveerrircese ettt bbb bbb b 71
IS CUSSION ..ovuctrererseeueeeesre st essesse e esseb s b s bbb a e bbb bbb 75

........................................................................................................................................................ 77
Matériel €t METNOAE ....ccvuverireirereneseies et sssssssssssssses 77
Caractéristiques et fonctionnement de 'automate QCRX® ........coucovvnmeerernrersnenns 77
1Y 1 4 L0 T (=TSPTSRO 78
ANAlYSe StAtISTIQUES...ceuieeeeereeeseeeeeseesees e ssesssess s ssss s ssesssess s sasesssees 79
RESUITALS ..ottt eeessese s bbb bbb bbbt 80
ANAlYSE AESCIIPUIVE. ..t sssans 80
Distribution des TéSUILALS ......cvereereereerseerseeessee s sees s ssssssssssssessseens 82
Comparaison StatiSTIQUE. ... sss s r s s ssssss s 84



2.4.

DISCUSSION
1.
1.1.
1.2.
2.
2.1.
2.2,
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
3.

CONCLUSION

DI S CUSSION ... uueuieuerseeueeeesresseesseeseesseese bbb e bbb bbb s s bbb 85
L’automate Druglog® dans la IttErature ... 88
Calibration de 'automate Druglog®.......ooeeeeneenseseensesseesessesssesssesssssssssessessssaes 89
Performances qualitative et quantitative de 'automate Druglog®...........c....... 91
Forces et faiblesses de I'automate Druglog®..........cencnennernneenecereeenneens 92
FacCilité d UtilISAtION ..cuueeeeeeeceecereereieeseeece st ee e s s sensras 92
RaPidité d'aNalYSE ...ccvvecrerierirnnerinenessssssssess s sssssssssssssssssssanes 93
N0 0 L= PP 93
Charge de travail...... e sees s sssesssesssssssseens 94
INEETE . reereeeeeeeere st et s bbb R bR 95
000 Y UurTol0) 4 0] 01 1o 10 =TT 96
PEISPECHIVES........coctr bbb s s 97



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Etapes du processus de fabriCation ... sssssssssesssessssssssssssssssssssans 21
Figure 2 : Cotation des méthodes de contréles par I'Institut Universitaire de Toulouse.................. 35
Figure 3 : Critéres de choix d'une méthode de controle au CHU de Lille......cccocnenmeeneenecrneernnersseenens 35

Figure 4 : Comparaison des différentes méthodes de contrdles au Centre Hospitalier de La

ROCREILE ...ttt 36
Figure 5 : L’unité centralisée de reconstitution des chimiothérapies a 'HPCN.......cccourerrneecrrennenn. 40
Figure 6 : Evolution de l'activité de préparation de chimiothérapie depuis 2012 ......cccouerrrrerrernenn. 41
Figure 7: Circuit des chimiothérapies injectables préparées a I'HPCN ........cccouneenmeeoneenecneeenneennennens 41
Figure 8 : Etapes de préparation et de controles réalisées a 'HPCN.....c..coooeereenmeenmeeneesseesseesnsersensnees 42
Figure 9 : L'automate Druglog® et sa CUVELLE A€ MESUTE ......cceeureereemrerreesreieeeseessesseeseseessessessesssessessesseeans 45
Figure 10 : Les différents modules du logiciel Druglog®........oeeereeeneenmeeeesseessmessmessseesseesseesssssssessees 46
Figure 11 : Les différentes transitions électroniques selon la longueur d'onde du rayonnement

1010 ) 01N 47
Figure 12 : Phénomeénes mesurés en SPECLIOSCOPIE ..wwurrmereerrersreesseesseessessesssesssessssesssesssesssssssessssssssessees 48
Figure 13 : Spectre électromagnétique de la lumiére et domaine UV-visible.......cconeoncnenriecneeonens 49
Figure 14 : Principe de la spectroscopie UV-VISIDIE ......cceeneemeeneeseereeesessessseesssessessseesssessesssesssessens 49
Figure 15 : Appareillage d'un spectrophotometre UV-vViSiDle......oeneneeneeneennernneeseesseesssessesssessnees 51
Figure 16 : Réponse primaire de I'automate : exemple du 5-fluorouracile 5FU (rouge)......cccuuee. 52
Figure 17 : Tracé spécifique du 5FU a différentes concentrations......eeneenseeseesseesssesssesssessnees 52
Figure 18 : Identification des échantillons : exemple du SFU.......ccnrnnnnencnenneeseeeseeeseeessessesnens 53

Figure 19 : Extrapolation de la concentration de 1'échantillon (en orange) par rapport aux tracés

(o L= 022 1 o) = L ) o UFPUN PP 54
Figure 20 : Visualisation d'un résultat par le mode "Identify" ... 54
Figure 21 : Visualisation des résultats par le mode "QUalify" ......oreenrenmeenmeeneenmeenseeseerseesseeesesssennees 55
Figure 22 : Protocole d'étalonnage de I'automate.......oercenmeemeeneeeneesnseessesssssessssssssssssessssssssssessssssnes 60
Figure 23 : Données brutes de calibrations ... 61
Figure 24 : Protocole de validation des gammes d'étalonnage........crresssssssnsisssssssssssssssssnnn: 63
Figure 25 : Spectre et structure moléculaire du Paclitaxel et Docétaxel dans I'UV visible............... 67
Figure 26 : Site de prélevement de I'échantillon.......ssssn: 69
Figure 27 : Identification croisée entre le Paclitaxel et le Docétaxel.......ocnneenneeneenecrnecenneenseenens 71

Figure 28 : Représentation graphique des erreurs relatives sur les concentrations: waterfall plot

...................................................................................................................................................................................... 73
Figure 29 : Répartition des erreurs relatives en fonction de la concentration ........ooeeneeeneeneenn. 74
Figure 30 : Evaluation des performances des 2 automates : PrinCipe ......coeeneesmeeseesseesseesssessessnees 78



Figure 31 : Représentation scattergram des erreurs relatives observées par les deux systémes de

o0 0 1 0 ) (Y 82



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Caractéristiques particulaires des différentes ZAC (BPP 2007 ...ooveveeereneereenneeneensesneennes 17

Tableau 2 : Recommandations pour la surveillance microbiologique des ZAC en activité (BPP

Tableau 3 : Non conformités observées depuis la mise en ceuvre du controle des préparations
cytotoxiques d'apres VIgNETon € Al. ... eeeeeeiseesssessesssssssssssssssessssssssssessssssssssssssssssssesssseess 20

Tableau 4 : Etat des lieux des pratiques de contrdle des préparations de chimiothérapies :

FESUILALS AES EINIQUETES....uccureeeereeereieesteeet et s s s bbb s R bbbt bbb 33
Tableau 5 : Colt des différentes méthodes de CONIOLE ... essesssessseeesseens 38
Tableau 6 : les différentes techniques de validation analytiqUe ........oocreenmeemeesreerseeenseeseesseesseessseesseens 56
Tableau 7 : Tableau ICH Q2 (R1) conereereeereeeseeseesesssesssesssesssesssessssssssssssesssessssssssssssesssessssssssssssssssesssssssssssneses 57
Tableau 8 : Molécules sélectionnées pour la calibration de I'automate.........ccoeerenecreensereenneneensesneennns 59
Tableau 9 : Résultats statistiques du modeéle de régression linéaire ... eereeensernneenmeesseesseeeneeens 61
Tableau 10 : Justesse et précision de la méthode analytique ........ccoereenmeenmeeneesseeeneesnseenseessessssessseeseens 64
Tableau 11 : Fidélité intermédiaire de la méthode analytique......c.cooeeerreenmeereesseceseeenserseeseesseeeseesseens 65
Tableau 12 : Résultats des tests €N ProdUCLION ... ssssssssssssssssssssssssssssssssases 71
Tableau 13 : Tableau de cONtiNGENCE: PrINCIPE ...uveuereerrersreesseerseerseerserssess s ssesssesssess s ssessesssssssesssssssesseess 79
Tableau 14 : Tableau de contingence de la statistique de teSt. ..o 80
Tableau 15 : Analyses quantitatives des erreurs relatives sur les concentrations ..........oeeeseennes 81
Tableau 16 : Erreurs relatives sur les concentrations attendues avec I'automate QCRx®............... 83
Tableau 17 : Erreurs relatives sur les concentrations attendues avec l'automate Druglog®.......... 84
Tableau 18 : Tableau de contingentement du test de Mac NeMar .......cconeneenenneenseseensesseessesssensesssenes 85



LISTE DES ANNEXES

Annexe 1: Gammes d'étalonnage de I'automate Druglog® : droite de régression ... 110
Annexe 2 : Mode opératoire pour 'homogénéisation et le prélévement des échantillons destinés
au controle des chimiothérapies injectables.... i ——————— 112
Annexe 3: Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules
(0700 0 0 (= 2PN 113

Annexe 4 : Résultats du test de Mac Nemar par MOIECUIES ...t 121



LISTE DES ABREVIATIONS

ANSM : Agence Nationale de Santé et du Médicament
HPCN : Hopital Privé du Confluent a Nantes

UV-VIS : Ultraviolet-Visible

PUI : Pharmacies a Usage Intérieur

CSP : Code de la Sante Publique

BPP : Bonnes Pratiques de Préparation

RCP : Résumé des Caractéristiques du Produit

CNIMH : Centre National d’'Information sur le Médicament Hospitalier
BPF : Bonnes Pratiques de Fabrication

ZAC : Zones a Atmosphere Controlée

SPFC : Société Francaise de Pharmacie Clinique

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

NC : Non-Conformité

PSM : Poste de Sécurité Microbiologique

ASHP : American Society of Health-system Pharmacists
HUG : Hopitaux Universitaires de Geneve

HPTLC : Chromatographie a Haute Performance sur Couche mince
HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance

FIA : Injection en Flux Continu

IR : Infrarouge

SFPO : Société Francaise de Pharmacie Oncologique

HD] : Hopital De Jour

UCR : Unité Centralisée de Reconstitution

ETP : Equivalents Temps Plein

PPH : Préparateurs en Pharmacie Hospitaliere

IDE : Infirmiére Diplomée d’Etat

COC: Cyclic Olefin Copolymers

NaCl : Chlorure de sodium

5FU : 5-Fluorouracile

ICH : International Conference on Harmonization

SFSTP : Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
IUPAC : International Union of Pure and Applied Chemistry
COFRAC : Comité Francais d’Accréditation

ISO : international organization for standardization



SE : Standards d’Etalonnage

CQ : Contréles Qualités

CV : Coefficient de Variation

ER: Erreurs Relatives

ICO : Institut de Cancérologie de I'Ouest

SM : Solution Meére

10



INTRODUCTION

La préparation des chimiothérapies est un processus pharmaceutique a risques. Les molécules
utilisées sont des médicaments a toxicité élevée et a marges thérapeutiques étroites. Ces risques
sont présents a toutes les étapes du circuit, de la prescription a I'administration, aussi bien pour
les patients que pour le personnel manipulant. Dans ce contexte, de nombreuses
recommandations ont été émises par les autorités sanitaires avec pour objectifs de protéger la
préparation, le personnel, 'environnement ainsi que le patient.

Aujourd’hui, la fabrication des chimiothérapies injectables doit répondre a un certain nombre de
critéres et respecter les exigences des Bonnes Pratiques de Préparation dictées par 1’Agence
Nationale de Santé et du Médicament (ANSM) afin que chaque patient puisse recevoir « le bon
produit, a la bonne dose au bon moment ». En effet, une erreur d’administration avec ce type de
molécule peut avoir des conséquences chez le patient. Les risques et conséquences d'un surdosage
peuvent entrainer des effets secondaires graves voire mortels tandis que les sous-dosages

peuvent étre préjudiciables pour l'efficacité de la prise en charge de leur pathologie cancéreuse.

La centralisation de la préparation dans les unités de reconstitution des chimiothérapies sous la
responsabilité d’'un pharmacien a été une mesure incontournable pour la sécurisation du
processus de fabrication des chimiothérapies. Cependant, les erreurs de fabrication liées aux
facteurs humains existent. De nombreuses méthodes de contréle de la préparation des
cytotoxiques se sont développées pour assurer la qualité et la sécurité de la prise en charge des
patients atteints de cancer.

Les avancées technologiques dans le domaine du controéle et de 'analytique ont permis d’enrichir
les outils a disposition du pharmacien hospitalier. C’est ainsi que se sont développées différentes
technologies telles que les automates d’analyse spectrophotométrique ou des outils

informatiques permettant I'assistance comme le contréle vidéonumérique ou gravimétrique.

L’ensemble des controles mis en place pour la préparation des chimiothérapies injectables a
I’'Hopital Privé du Confluent a Nantes (HPCN) repose actuellement sur un double contréle visuel
in process et libératoire. ’émergence des nouvelles technologies a disposition a amené l'unité de
reconstitution des chimiothérapies de 'HPCN a chercher une nouvelle méthode de contréle pour
améliorer son processus de fabrication.

Récemment, un automate de contrdle nommé Druglog®, basé sur la spectroscopie ultraviolet-
visible (UV-VIS) a été développé. Cest dans ce contexte que I'HPCN s’est vu proposer un

partenariat avec le fabricant afin d’évaluer les performances analytiques de ce nouveau systéme.
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Dans un premier temps, nous reviendrons sur les risques liés a 1'étape de préparation de
chimiothérapies, le contexte réglementaire les encadrant ainsi que sur les différentes méthodes
de controle existantes.

Dans une seconde partie, sera exposée la mise en place du contréle analytique des préparations
avec 'automate Druglog®. Le fonctionnement de I'automate, la méthode de prélevement et de
calibration de I'automate seront détaillés.

Enfin, la 3®me partie présentera les résultats des dosages des préparations destinées aux patients

ainsi que leur analyse.
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PREMIERE PARTIE :
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PREMIERE PARTIE : Préparation et contréle des chimiothérapies injectables

1. Préparations de chimiothérapies injectables

1. Préparations de chimiothérapies injectables

1.1. Définitions et aspect réglementaire

Les préparations de chimiothérapies injectables sont des préparations magistrales stériles,
reconstituées ou diluées.

Elles sont réalisées par les Pharmacies a Usage Intérieur (PUI) dont le role est définit dans I'article
L.5126-5 du Code de la Sante Publique (CSP). Ainsi, les PUI doivent assurer « la préparation et le
controle » et doivent disposer « de locaux, de moyens personnels, de moyens en équipement et
d’un systéme d’information leur permettant d’assurer la réalisation des préparations magistrales

a partir de matieres premiéres ou de spécialités pharmaceutiques» [1].

Depuis le décret n® 2005-1023 du 24 aotit 2005 relatif au contrat de bon usage des médicaments,
la centralisation de la préparation et de la reconstitution des traitements de chimiothérapie, sous
la responsabilité d'un pharmacien, est une obligation a laquelle doivent répondre tous les

établissements de santé [2].

Lorsqu'une préparation est effectuée dans une PUI, elle doit étre réalisée selon les Bonnes
Pratiques de Préparation (BPP) en vigueur, actuellement dans leur version 2007 [3].

Ces BPP visent, notamment a encadrer et apporter des lignes directrices permettant d’assurer la
préparation, le controle, la gestion de la qualité de I'ensemble des préparations réalisées dans les
établissements disposant d’'une PUL

Selon l'article L. 5121-5 [4], ces BPP sont opposables. Toute PUI réalisant des préparations

magistrales se doit de les respecter.

Les BBP définissent la reconstitution des spécialités pharmaceutiques ou de médicaments
expérimentaux comme « une opération de mélange simple notamment d'une solution, d'une
poudre, d'un lyophilisat, etc. avec un solvant pour usage parentéral ou non, selon les indications
mentionnées dans le Résumé des Caractéristiques du Produit (RCP), ou le cas échéant, dans le
protocole de la recherche biomédicale (...). En cas de dilution ou de mélange aprés reconstitution,
cette opération de dilution ou de mélange constitue une préparation devant répondre aux
dispositions des BPP. »

Une opération de reconstitution peut classiquement étre réalisée dans les unités de soins.
Cependant, il est précisé dans les BPP que la préparation de médicaments contenant des
substances dangereuses pour le personnel et I'environnement, ce qui est le cas des médicaments

cytotoxiques, doit étre réalisée dans les PUI conformément aux BPP.
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PREMIERE PARTIE : Préparation et contréle des chimiothérapies injectables

1. Préparations de chimiothérapies injectables

En effet, la réalisation de préparation de chimiothérapie injectable est une activité a risque qui
nécessite la formation et la qualification du personnel, des locaux adaptés ainsi qu'une gestion de

la qualité.

1.2. La préparation des chimiothérapies injectables : une étape a risques

La préparation des médicaments de chimiothérapie injectable constitue un enjeu de santé
publique a la fois en termes de protection du personnel, de 'environnement et de sécurité du

patient.

Les risques liés a I'activité de préparation sont de 3 types :

- Risques chimiques;
- Risques microbiologiques ;

- Risques d’erreurs de préparation et iatrogénie médicamenteuse.

1.2.1. Risques chimiques

La contamination chimique peut étre définie par la présence de traces de principes actifs sur des
dispositifs inappropriés.

Les risques chimiques peuvent concerner le personnel hospitalier qui peut étre exposé a 'agent
cytotoxique lors des étapes de livraison/rangement [5-7], de préparation du médicament [8,9]
mais également lors de l'administration de celui-ci [10]. Les risques inhérents a cette
manipulation sont principalement cutanés [11-13] et pulmonaires, par inhalation des particules
en suspension dans I'environnement.

La contamination par les produits de chimiothérapie peut engendrer différents effets toxiques
locaux, généraux, mutagenes, cytogénétiques et reprotoxiques.

Afin de limiter ces risques, les précautions a prendre lors de la manipulation des médicaments de
chimiothérapie sont dépendantes du niveau d’exposition précisé dans les recommandations du
Centre National d'Information sur le Médicament Hospitalier (CNIMH). Le décret n°2001-97 du
CSP [14] établit les regles particuliéres de prévention des risques cancérogenes, mutagenes ou
reprotoxiques.

Apres la directive européenne 2004/37/CE [15] sur la protection des travailleurs contre les
risques d’exposition professionnelle aux agents carcinogénes et mutagenes, de nouvelles

recommandations relatives a la prévention de l'exposition professionnelle aux médicaments
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PREMIERE PARTIE : Préparation et contréle des chimiothérapies injectables

1. Préparations de chimiothérapies injectables

cytotoxiques ont été publiées par le Parlement européen en octobre 2016. Ce nouveau document
intitulé « Prévenir l'exposition professionnelle aux cytotoxiques et autres médicaments
dangereux » émet des recommandations sur les meilleures pratiques préventives.

Les dispositifs de transfert en systeme fermé sont considérés par cette nouvelle publication
comme le seul équipement spécifiquement congcu pour protéger la santé des professionnels de

santé contre I'exposition professionnelle aux substances dangereuses.

Les risques chimiques a I'étape de préparation peuvent également concerner le patient en cas de
contamination croisée entre les préparations.
La contamination croisée est définie par les bonnes pratiques de fabrication (BPF) comme la «
contamination d'une matiéere ou d'un produit par une autre matiére ou par un autre produit ». Elle
peut étre directe ou indirecte et se produire a toutes les étapes de fabrication d’'un médicament
[16].
Lors de I'étape de fabrication elle peut survenir selon deux procédés :
- une contamination simultanée peut se produire lors de deux fabrications qui se déroulent
en méme temps a proximité
- une contamination successive peut avoir lieu lorsque deux produits sont fabriqués sur le
méme équipement et que des éléments du premier produit contaminent le produit

suivant.

Les conséquences sur la santé des patients peuvent étre dramatiques notamment en cas de

réactions allergiques qui peuvent se manifester des la présence de traces.

1.2.2. Risque microbiologique

Comme toute préparation injectable, les chimiothérapies doivent étre stériles et apyrogenes. La
stérilité des préparations injectables est une obligation définie dans les monographies de
Préparations Parentérales et d’Essais de stérilité (chapitre 2.6.1) de la Pharmacopée Européenne
[17,18].

Le risque est d’autant plus important que le patient atteint de cancer est un patient fragilisé d'une
part par sa pathologie mais aussi par ses traitements. Son immunité souvent diminuée le rend
alors plus sensible aux infections.

La principale source de contamination microbiologique étant liée a I'étre humain, les regles
d’habillage, d’hygiéne et de désinfection du matériel permettent de limiter fortement ce risque.

En accord avec les BPP, la préparation doit se faire dans des zones a atmosphere controélée (ZAC)
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constituées de locaux et d’équipement dont les qualités microbiologiques et particulaires sont

maitrisées (tableaux 1 et 2).

Les ZAC sont classées en 4 catégories pour la fabrication des médicaments stériles selon leur

niveau de contamination.

Afin de protéger la préparation, « des différentiels de pression des locaux sont a concevoir a la fois

pour permettre de garantir la stérilité du produit fini et le confinement des contaminants chimiques

toxiques. » (BPP chapitre 7.3). Dans la majorité des cas les ZAC sont maintenues en surpression

par rapport a la pression atmosphérique pour protéger I'environnement de travail de toute

contamination extérieure. Une cascade de pression positive de 15 a 20 Pa de la zone propre vers

I'extérieur est appliquée par I'intermédiaire de SAS afin d’éviter I'introduction d’air extérieur non

filtré a 'ouverture des portes.

Tableau 1 : Caractéristiques particulaires des différentes ZAC (BPP 2007)

Au repos En activité
Classe Nombre maximal autorisé de particules par m3,
de taille égale ou supérieure a
0.5 uym 5 um 0.5 um 5 um
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352 000 2900
c 352 000 2900 3 520 000 29000
D 3 520 000 29 000 Mon defini Mon défini

Tableau 2 : Recommandations pour la surveillance microbiologique des ZAC en activité (BPP

2007)
Limites recommandées de contamination microbiologique (a)
Echantillon d'air Boites de Pétri Géloses de contact Empreintes de
CLASSE ufe/im3 (diamétre 90 mm) (diamétre 55 mm) gant (5 doigts)
ufc/dheures (b) ufe/plague ufe/gant
A <1 <1 =1 <1
B 10 5 5 5
c 100 50 25
D 200 100 50
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Enfin, des prélévements microbiologiques des surfaces et de l'air doivent étre réalisés
réguliérement pour s’assurer de la non-contamination de la zone de travail et de la conformité des

résultats selon les recommandations des BPP.

1.2.3. Iatrogénie médicamenteuse liée a la préparation des médicaments de chimiothérapie

Une erreur médicamenteuse est définie par la Société Francaise de Pharmacie Clinique (SFPC)
comme un « écart par rapport a ce qui aurait di étre fait au cours de la prise en charge
thérapeutique médicamenteuse du patient ». L'erreur médicamenteuse est I'omission ou la
réalisation non intentionnelle d’'un acte relatif a un médicament, qui peut étre a 'origine d'un
risque ou d’'un événement indésirable pour le patient. Par définition, 'erreur médicamenteuse est
donc évitable. Elle peut concerner une ou plusieurs étapes du circuit du médicament, telles que :
sélection au livret du médicament, prescription, dispensation, analyse des ordonnances,
préparation galénique, stockage, délivrance, administration, information, suivi thérapeutique

mais aussi ses interfaces, telles que les transmissions ou les transcriptions » [19].

La prévention des erreurs en cancérologie est une nécessité du fait de la marge thérapeutique
étroite des produits de chimiothérapie, de leur toxicité et de I'état fragilisé des patients traités par
chimiothérapie. Une erreur de prescription, de préparation ou d’administration peut avoir des
conséquences graves aussi bien en termes de toxicité et d’effets indésirables que de succés
thérapeutique [20,21].

En cas de déces lié a un événement iatrogéne, les médicaments antinéoplasiques font parties des
classes les plus représentées (15,4%) juste apres les agents du systeme nerveux central
(26,9%)[22]. Le taux d’erreurs médicamenteuses concernant les chimiothérapies est de 4%
environ [20,23,24]. Parmi ces erreurs médicamenteuses, les erreurs de prescription sont
majoritaires allant de 65% a 91% selon les études [20,24].

L’étape de préparation de chimiothérapies injectables reste une étape a risque car les sources

d’erreur potentielles sont nombreuses.

Plusieurs études centrées sur la préparation des médicaments injectables et plus précisément sur
les chimiothérapies injectables tentent de fournir des données sur les erreurs concernant la
préparation. Néanmoins ces erreurs restent peu documentées. La plupart des publications
soulevent en effet la difficulté d’obtention de I'exhaustivité du recueil des erreurs de préparation,

difficulté certainement liée a une sous-déclaration [25-32].
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Une étude prospective réalisée sur une année au sein d'un Centre Hospitalier Universitaire (CHU)
francais montre qu’'en 2011, 2% d’erreurs médicamenteuses ont été recueillies sur 22138
préparations analysées. Quatre-vingt-dix-sept pourcent (97%) ont été interceptées et 3% sont
arrivées jusqu’au patient. Parmi ces erreurs, 26 (0,12%) sont directement liées a 'étape de
préparation [20]. Les autres erreurs détectées concernaient l'analyse pharmaceutique, la
retranscription des données dans le logiciel pharmaceutique ou encore la conservation des
produits de chimiothérapie. D’autres études retrouvent des taux d’erreurs de préparation allant
jusqu’a 4% [20,25-27].

Une étude réalisée en 2014 dans la pharmacie du Centre Hospitalier de Lyon Sud a montré que
48% (12/25) des erreurs introduites artificiellement dans les fiches de fabrication n’étaient pas
détectées [33]. Vingt-cinq fiches de fabrications comportant différentes erreurs (sous-dosage,
surdosage, erreur de voie d’administration, de protocole, de dilution ou de péremption) ont été
insérées dans le flux de production des pharmaciens. Parmi les erreurs non détectées, ont été
retrouvées quatre erreurs de dosage, quatre erreurs de voie d’administration, une erreur de
principe actif au regard du protocole prescrit, une incompatibilité physicochimique principe actif-
solvant, une erreur de débit d’administration d’'un diffuseur et une erreur concernant un produit
périmé.

Apres une étape de sensibilisation des préparateurs, 80% des erreurs introduites dans les fiches

de fabrication étaient détectées.

Le développement des techniques de dosage analytique a permis de recueillir des taux de non-
conformité plus fiables sur la préparation de chimiothérapie.

L’équipe de Vigneron et al. , du CHRU de Nancy a mené une étude [34] sur une période de 7 ans
durant laquelle 69 663 préparations de cytotoxiques ont été controlées. Parmi ces préparations,
346 ont fait I'objet d'une non-conformité (NC) soit un taux de non-conformités de 0,497%.
I’analyse des NC par une méthode de spectrophotométrie a permis de déceler 136 NC liées a la

dose injectée, soit 39,1% des NC (tableau 3).
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Tableau 3 : Non conformités observées depuis la mise en ceuvre du contrdle des préparations

cytotoxiques d'apres Vigneron et al.

Récapitulatif des non-conformités observées depuis la mise en ceuvre du contréle des préparations de cytotoxiques.
Summary of non-compliances observed since the implementation of the control of cytotoxic preparations.

2007 2008 2009 2010 20m 2012 2013 Total
Erreur quantitative® 3 27 14 40 20 22 10 m
Défaut d’homogénéisation 4 2 26 17 10 17 1 106
Erreur analytique® 2 1 5 3 1 5 6 23
Autres n 15 29 10 5 7 4 =3
Total annuel 20 64 74 70 36 51 31 346
Nombre de préparations controlées 3954 10 o 11 844 1 683 9859 10 Mm 1 591 69 663
Frequence (%) 0,51 0,64 062 0,60 037 0,48 0,27 0,50

“Concentration mesurée n'est pas dans lintervalle 85,0 @ 15,0 % de la concentration théorique
" Toute erreur striciement imputable au loboratoire de contrble (appareillage et/ou technicien).

D’autres études basées sur des dosages analytiques recensent des taux de non-conformité allant
de 5,94% a 10,60% [35-38]. Cependant, un certain nombre de non-conformité est di a un
probléme d’homogénéisation de la poche avant échantillonnage. Une nette diminution est donc
possible apres une phase d’apprentissage. Bien qu’'a modérer, ces taux de non-conformité ne sont

pas négligeables.

Le processus de fabrication des préparations de chimiothérapies injectables est complexe et
implique de nombreuses étapes a risques (figure 1).

Les points les plus critiques observés susceptibles d’engendrer une erreur médicamenteuse sont
les suivants : préparation des plateaux, reconstitution, préparation, vérification et étiquetage

[27,32,39,40].

La préparation du plateau ou picking consiste a préparer I'ensemble du matériel nécessaire a
une préparation, a proximité de l'isolateur ou du poste de sécurité microbiologique (PSM). Le
matériel comporte généralement les flacons de chimiothérapie, les poches de solvant, les
tubulures d’administration, les seringues, I'étiquette du patient et la fiche de fabrication.

La reconstitution concerne les flacons de chimiothérapie n’étant pas prét a I'emploi qui
nécessitent I'ajout d’'une quantité spécifique de solvant avant dilution.

La préparation consiste a prélever le volume de principe actif nécessaire a la réalisation de la
dilution dans la poche de solvant ou directement dans le contenant approprié.

La vérification ou controle consiste a s’assurer de la concordance entre les produits utilisés et
la prescription : solvant, principe actif et dose préparés.

L’étiquetage garantit que le produit fabriqué est dispensé au bon patient.
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Figure 1 : Etapes du processus de fabrication

-

Préparation des plateaux ‘ Préparation Controle et étiquetage

» Sélection du principe actif

« Sélection du dosage de
principe actif adéquat

 Vérification des dates
limites d'utilisation des
produits

e Identification du n° de lot

¢ Sélection du bon solvant de
dilution

« [dentification et sélection
du matériel nécessaire a la
préparation

¢ Choix du systéeme

e Sélection du bon solvant
de reconstitution

¢ Prélevement du volume
de solvant de
reconstitution nécessaire

¢ Prélevement du volume
de solvant de dilution
nécessaire

¢ Prélevement du volume
de principe actif
nécessaire

* Homogéneisation de la

préparation

*Double contréle de la
préparation des plateaux

¢ Double controdle des
volumes de principe actif
prélevés

e Double contréle des
volumes prélevés de
solvant de reconstitution
et de dilution

s Etiquetage de la
préparation et controle de

I'identité patient

d'administration

Si I'augmentation de la charge de travail semble étre corrélée a I'augmentation des erreurs
[26,27], il ne s’agit pas de 'unique parametre pouvant expliquer les erreurs de production. Dans
une étude réalisée au Royaume Uni [39], les facteurs pergus comme ayant contribué aux erreurs
de préparation ont été étudiés. L'erreur individuelle est le facteur prédominant avec un taux de
78,1%. Les autres facteurs concernent l'interruption de tache (4,3%), la formation insuffisante
(3,7%), la surcharge de travail (3,2%), le sous-effectif (3,1%), le systéme informatique inadéquat
(2%), la mauvaise conception du processus (1,7%), les problémes de stockage (0,8%), les erreurs
d’installation ou d’équipement (0,8%), la faible séparation des produits (0,6%) et la mauvaise
qualité des matieres premiéres utilisées (0,4%).

Une autre étude réalisée en 2008 au Canada [41], identifie plusieurs facteurs associés a la
survenue d’erreurs de préparation des produits injectables. Les erreurs sont plus importantes
lorsque la préparation est réalisée a partir d’'une solution concentrée ou lorsqu’elle concerne une
petite dose et donc un petit volume. Les erreurs de calcul et la fatigue contribuent également aux

erreurs de préparation.

Au regard de ces risques, de la complexité de la préparation, de la marge thérapeutique étroite et
de la volonté d’améliorer continuellement la qualité et la sécurité des soins, le controle des
chimiothérapies injectables en cours de préparation ou sur le produit fini s'impose de plus en
plus comme un outil incontournable de sécurisation.
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2. Le controle des préparations

2.1. Contexte réglementaire

Les exigences établies dans les BPP vis-a-vis du contrdle s’appliquent essentiellement aux
matiéres premieres et préparations finies.

Les points fondamentaux sont les suivants :

- les matiéres premiéres, chapitre 1.3.4 : trois obligations sont a prendre en compte
concernant leur controéle :
« La méthode de mesure des quantités de matieres premiéres a mettre en ceuvre est
choisie notamment en fonction de leur nature et de la quantité a mesurer ;
La mesure du volume ou la pesée des quantités de matieres premiéres font 1'objet
d’enregistrements ;
Les matieres premieres sont identifiables de maniére permanente au cours des opérations
précitées ».
De plus, « lors de la préparation, la nature de chaque matiere premiere utilisée, ainsi que
sa masse ou son volume, sont a vérifier indépendamment, soit par un moyen adapté et
validé d’enregistrement automatique direct sur le contenant, soit par une seconde
personne qualifiée au sens du CSP, et la vérification notée dans le dossier de lot de la

préparation».

- le contrdle, chapitre 2.1 : « Les contrdles font partie des bonnes pratiques de préparation.
IIs garantissent que les analyses nécessaires et appropriées ont réellement été effectuées
et que toutes les matieres premiéres, tous les articles de conditionnement et toutes les
préparations sont libérés pour l'utilisation des lors que leur qualité a été jugée
satisfaisante ». De plus, « L’activité de controle est indépendante de l'activité de
préparation, pour autant que les effectifs de la structure le permettent ».

« Les contrdles dont les résultats font 'objet de compte rendu datés et signés sont de
différents types, notamment ...tout autre contréle possible rendu nécessaire par le

caractere de la préparation terminée, notamment la teneur en substance(s) active(s) ».

- la libération, chapitre 1.5.4 : placée aussi sous responsabilité pharmaceutique, elle est
nécessaire et garant du respect des BPP engagées dans la préparation de la chimiothérapie.
« Un pharmacien désigné de la pharmacie [...] est le seul apte a procéder a la libération

(acceptation ou refus) des préparations terminées au vu des données enregistrées ».
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Les préparations de chimiothérapie injectables sont des préparations magistrales définies, dans
le Code de la santé publique comme « tout médicament préparé selon une prescription médicale
destinée a un malade déterminé, soit extemporanément en pharmacie, soit dans les conditions
prévues a l'article L. 5125-1 » [42].

Ainsi contrairement aux préparations hospitalieres, la réglementation n’'impose pas le contrdle
d’'uniformité de teneur pour les préparations magistrales. Les préparations de chimiothérapie
peuvent donc étre dispensées sans controle préalable de teneur.

Havard et al. insistent sur un tel paradoxe [43]. En effet, 'absence d’obligation de contréle
analytique sur les préparations de chimiothérapies injectables peut paraitre incohérente du fait

de leur toxicité et de leur index thérapeutique étroit.

La réglementation actuelle impose donc la réalisation d’'un contréle mais sans définir le type de
contrdle a mettre en place.

Le contrdle de la préparation des chimiothérapies est trés variable d'un établissement hospitalier
a l'autre et il n'existe aujourd'hui aucun consensus sur les méthodes a appliquer. Cependant les
préparations de chimiothérapies doivent répondre aux exigences réglementaires des BPP qui sont

opposables.

2.2. Lesdifférents types de controles

On peut distinguer deux concepts : les contréles en cours de préparation (ils peuvent étre visuels,

ou par contrdle gravimétrique) et les contréles finaux (analytiques ou visuels).

2.2.1. Le double contrdle visuel

Les contrdles visuels représentent le premier niveau de contrdle de qualité préconisé par I’ANSM
et 'ASHP (American Society of Health-system Pharmacists) [44] pour les préparations de
chimiothérapie.

C’est une solution simple, qui consiste en un double controle de I'’ensemble des étapes de la
réalisation de la préparation. Sont ainsi controlés par un second opérateur les solvants, les
principes actifs utilisés ainsi que les volumes prélevés. Le contrdle visuel est également réalisé sur
la préparation terminée avant sa libération : conformité de I'étiquetage, aspect de la préparation
(couleur, limpidité, absence de particules, absence de fuites), conformité de la tubulure (purge,
présence de filtre si nécessaire et clampage). Toutes ces étapes sont réalisées en regard de la fiche

de fabrication.
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Il s’agit d’'une méthode simple qui ne nécessite pas d’investissement supplémentaire en matériel
qui s’applique a tout type de préparation : poche, diffuseur, seringue.

Il est cependant difficile de définir la fiabilité de cette méthode car il existe un biais lié aux facteurs
humains tels que la fatigue ou la concentration [45-48].

L’étude réalisée par la pharmacie du Centre Hospitalier de Lyon Sud démontre les difficultés et les
lacunes du controle visuel humain dans l'interception de différents types d’erreurs lors de la
réalisation de préparations de chimiothérapies injectables [33]. Parmi les erreurs non détectées

introduites artificiellement dans les fiches de fabrication, trois étaient l1étales pour le patient.

Dans la littérature, peu de données rapportent des études comparatives de la performance du
controle visuel a un autre systéme de contréle et quand cela a été fait, la méthode testée était plus
performante que le contréle visuel. En effet, Carrez et al. par une étude comparative montrent la
supériorité de la méthode gravimétrique au double controle visuel [49] tandis que le centre

hospitalier de la Rochelle prouve la supériorité du controle par vidéo-caméra [50].

Le controle humain comporte donc des avantages en termes de simplicité de mise en place mais
nécessite une formation continue des agents sur la vigilance du contréle de I'étape de préparation

des chimiothérapies.

2.2.2. Lavidéo-surveillance

Le principe de la vidéo-surveillance est basé sur 'utilisation de caméras installées au niveau de
I'isolateur ou du PSM pour permettre une visualisation du plan de travail et la prise de
photographie ou de vidéo. En fonction des caractéristiques techniques des caméras, la validation
peut se faire en méme temps que la manipulation ou a posteriori.

Au cours des dernieres années, notre société a connu une révolution dans le domaine numérique
et sil'informatique a été le plus impacté par le phénomene, la santé n'a pas dérogé a la regle. C'est
outre atlantique, au Canada et aux Etats-Unis, que le contréle par numérisation se développe le

plus.

Les systémes de photographie

Plusieurs hopitaux utilisent le principe de la photographie comme systeme de contréle.
Depuis 2007, au CHU Sainte-Justine a Montréal au Canada, les pharmaciens ont développé un

systéme de contréle de la production de médicaments stériles par numérisation du processus

24



PREMIERE PARTIE : Préparation et contréle des chimiothérapies injectables

2. Le contréle des préparations

[51,52]. La prise de photographie permet une validation a posteriori. L’appareil a été positionné a
I'extérieur de la hotte a flux d’air laminaire grace a un bras articulé.

La prise de photographie est déclenchée a chaque étape critique par I'intermédiaire d’'une pédale
directement par le préparateur. La préparation est validée pharmaceutiquement par visualisation

des produits utilisés, des quantités prélevées et de I'étiquetage.

Cette technique permet de tracer et d’archiver I'’ensemble des étapes du processus permettant
ainsi une vérification de la conformité des principes actifs, du matériel.

D’autres centres comme I'Hopital Universitaire du Kansas au Etats-Unis ont également choisi la
solution de la prise de photographie pour sécuriser leur processus de préparation des
chimiothérapies injectables [53]. Ce procédé majore le temps de préparation de 50 secondes. Les
pharmaciens ont ainsi pu détecter quatre erreurs sur 363 doses préparées sur un mois (1,1%).
Trois de ces erreurs étaient liées a des volumes incorrects.

Cette méme solution est utilisée dans I’'Hopital pour enfant de Boston au Etats-Unis couplée a un
systéme de vérification des produits par code-barres [54]. Parmi les 2883 erreurs détectées sur
425 683 préparations, 447 (15,5%) n’auraient pas été détectées avec vérification finale de la

préparation avant libération.

Les systémes vidéo

En France, a I'hopital de I'Hotel Dieu ainsi qu’a Robert Debré a Paris [55] le contrdle par vidéo
surveillance est essentiellement utilisé pour la validation lors de périodes de faible activité ou en
garde. L'enregistrement de la vidéo permet un archivage des séquences de la fabrication et peut
étre visionné a posteriori. Cet outil est aussi utilisé pour I'évaluation des préparateurs. Il reste que
cette méthode est peu adaptée aux unités avec un volume de production important.

Le méme principe a été par la suite étendu a I'assistance par vidéo caméra permettant ainsi une

visualisation du film de 'ensemble des étapes de préparation du cytotoxique.

Le systéme Drugcam® développé par la société francaise Eurekam® est un systéme intelligent de
contrdle de fabrication qui associe un enregistrement vidéo et une détection automatisée des
flaconnages de principes actifs ainsi que des volumes prélevés.

En 2015, une étude est menée sur le Centre Hospitalier de La Rochelle et a l'institut Paoli
Calmettes de Marseille ayant pour objectif 'évaluation de la performance du systeme tant au
niveau qualitatif que quantitatif par reconnaissance des volumes de différents modeles de

seringues [56]. L’analyse qualitative portant sur cent vingt flacons différents, révéle une
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exactitude de plus de 98% sur I’ensemble des tests réalisés. La sensibilité est de 100% pour 84,2%
des flacons testés et d’au moins 97% pour 'ensemble des tests réalisés. Seulement vingt-huit faux
négatifs ont été détectés pour 12 000 identifications. La spécificité de la détection a été de 100%
pour tous les flacons. Le systéme Drugcam® est donc capable de reconnaitre tous les flacons, y
compris certains flacons d’essais cliniques [57] .

Pour I'analyse quantitative effectuée sur tous les modéles de seringues excepté celle de 1ml,
seulement 2.1% d’erreurs de lecture de graduation ont été détectées dont plus de 93%
concernaient une erreur de lecture de la graduation suivante. Pour les seringues de 1ml], les tests
montrent que la déviation d’erreurs est en dehors des limites acceptables (5%) lorsque le volume

a controler est inférieur a 0,13ml.

En comparant Drugcam® avec le double contréle visuel humain, le Centre Hospitalier de la
Rochelle a observé la supériorité d’'une assistance par la technologie. En effet, le taux d’erreur du
contrdle visuel a été de 4% tandis que celui de Drugcam de 0,17%. Le logiciel a révélé un volume
de 47ml sur une seringue de 50ml alors que le volume réel contenu dans la seringue était de 48ml.
La déviation de cette erreur de -1ml, engendre une précision de dose de -2,08% par rapport a la

dose théorique. Malgré I'erreur, la dose délivrée reste dans les limites de tolérance acceptable.

Cette méthode d’analyse présente I'avantage d'un contréle des préparations non destructif et une
tracabilité des étapes de préparation.

Celle-ci présente cependant quelques limites en termes de performances et notamment pour le
contrdle des molécules a faible contraste sur les graduations telles que les anthracyclines (de
couleur rouge), molécules fréquemment utilisées en routine.

L’intégralité des images des flacons doit figurer dans la base de données et présente une limite
pour la préparation des essais cliniques pour lesquelles les flacons ne sont pas toujours reconnus.
Par ailleurs, si le prélevement dans la seringue contient de I'air, le volume indiqué et contrdlé par

le systeme n’est pas celui réellement prélevé dans la seringue.

2.2.3. Le controle gravimétrique

Dans son utilisation la plus simple, rapide et la moins couteuse, le contréle gravimétrique est
réalisé sur la préparation finale. C’est une méthode universelle, rapide [58] peu onéreuse et non
destructive.

Son fonctionnement est basé sur la connaissance du poids de référence des différents éléments

constitutifs de la préparation (tubulure, bouchon, poche vide...). La poche contenant le solvant de
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dilution est pesée puis tarée. Aprés ajout du cytotoxique dans celle-ci, une seconde pesée est
réalisée. La libération est alors réalisée par calcul de la différence de poids et la transformation de
cette valeur en masse volumique.

Le controle gravimétrique automatisé s’est ensuite développé en introduisant une balance
directement a l'intérieur des enceintes de préparation permettant de réaliser un contréle «in
process », avant libération.

Composé d'une balance de précision interfacée avec un systeme informatique, il permet au
préparateur de suivre les instructions du processus de fabrication sur un écran qui le guide dans
chaque étape. Une pesée est effectuée aux étapes suivantes : reconstitution du flacon, prélévement
du flacon et injection dans le dispositif d’administration. Le contrdle gravimétrique réalise un
contrdle de la dose a partir des données de densité des solutions meres et diluants qui sont
paramétrées dans le logiciel interfacé a la balance. A chaque étape, une tolérance est appliquée et
'assistant gravimétrique autorise le passage a la suivante, uniquement si cette étape est validée.
En cas de non-conformité, I'étape est bloquée. Les erreurs potentielles sont alors interceptées en
amont de la finalisation de la poche.

Pour l'analyse qualitative, une étape complémentaire d’identification du principe actif est

nécessaire par un code barre ou un ré étiquetage.

L’efficacité de ce dispositif a été comparé au double contréle visuel par Carrez et al. [49].

Le systeme a détecté toutes les erreurs majeures en cours de fabrication ainsi que des erreurs
effectuées durant la phase préalable a la préparation, ce que n’avait pas permis le double contréle
visuel. Ces erreurs détectées pendant la préparation ont 'avantage de pouvoir étre corrigées

immédiatement évitant ainsi une nouvelle préparation en cas de non-conformité.

A plus grande échelle, une étude rétrospective multicentrique réalisée de 2011 a 2015 a recensé
les erreurs de préparations de chimiothérapies détectées par une méthode de controle
gravimétrique. Ainsi, 7,89% des 759 060 préparations ont présenté un taux de non-conformité
supérieur a l'intervalle de tolérance fixé par chaque centre. Le systeme gravimétrique a permis la
détection et la prévention des erreurs de préparations [59].

Les résultats récents du Centre médical MD Anderson au Texas, montrent un taux de non-
conformité de 7% sur 15 843 préparations dont 71% ont pu étre détectées par le systéme
gravimétrique. L'introduction de cette méthode de controle a réduit de 34 % le temps technicien

de production et de 37% le temps de controle réalisé par le pharmacien [60].
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Une étude réalisée a la pharmacie des Hopitaux Universitaires de Genéve (HUG) démontre un
intérét évident de la gravimétrie in-process dans l'interception des erreurs en cours de
préparation. Cependant, il apparait nettement que la précision de la méthode diminue au-dessous
d’un poids de 1.2g (tolérance variable entre 5 et 50% en se rapprochant de 0.02 g) [49].

Ce méme constat est aussi retrouvé dans le travail effectué par I’équipe Américaine qui a exclu de
ses données les doses dont la pesée des volumes était inférieure a 2 g en raison de valeurs de
tolérance trop variables [60]. Le controle des préparations de petit volume semble donc étre le
point faible de cette méthode.

En France, une étude de 2011 menée par I’'Hopital Cochin a Paris sur les méthodes de controle des
préparations cytotoxiques montre que sur trente hdpitaux évalués, seulement quatre utilisent
cette méthode [61] . C'est notamment le cas du Centre Hospitalier de Mulhouse [62] et de I'institut
Curie, lequel a installé dans son unité un module de gravimétrie piloté par le logiciel CHIMIO®

associé aux balances CYTOCONTROL® [63].

2.2.4. Le controle analytique

Le contréle analytique repose sur une analyse physico-chimique de la préparation, il permet de

vérifier l'identité et la teneur en principe actif. Il peut étre pré ou post-libératoire.

Le controéle par chromatographie :

Il est basé sur la séparation des constituants présents dans un mélange grace a un processus de
migration différentielle. Deux techniques se distinguent : la chromatographie sur couche mince
(HPTLC) et la chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

Les applications fonctionnelles de 'HPLC et de 'HPTLC en pharmacies hospitaliéres sont larges
[37,64-67].

Cette technique analytique permet une analyse qualitative et quantitative tres performante.
L'identification des molécules est réalisée par leurs caractéres physico-chimiques (facteur de
rétention), tandis que leur dosage est basé sur le calcul des aires des pics obtenus sur le tracé du
dosimetre.

Cependant, du fait de la durée de son analyse (délai moyen de 4h), 'HPLC n’a pas permis, pendant
longtemps, de contrdler les préparations de chimiothérapie a priori [38]. Pour contourner cette
limite majeure, la pharmacie de I'Hopital Européen Georges Pompidou a Paris a congu un
automate de dosage couplant un carrousel d’injection a un carrousel de colonne plus courte

permettant de passer plus rapidement d'une colonne a une autre en fonction de la molécule a
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analyser [68]. Havard et al obtiennent ainsi des résultats en 2 a 3 minutes par cette méthode HPLC
optimisée. Delmas et al. ont obtenu des résultats en moins de 3,5 minutes en couplant 'HPLC a

une méthode UV/Visible [37] .

La chromatographie sur couche mince haute performance posséde la possibilité d’analyse
simultanée d’échantillons (jusqu’a 50 en fonction de la dimension des plaques) [66]. Elle est
constituée d’'un support plan sur lequel est déposé la phase stationnaire ainsi que I’échantillon. La
phase mobile se déplace par capillarité. L’appareillage actuel permet de maitriser le dépot de
I’échantillon, la migration sur la plaque et la mesure de la concentration. L’identification des
composés est définie par le facteur de rétention ou facteur de retardement Rf (retardation factor)
correspondant a la migration du soluté par rapport au solvant. La quantification s’effectue grace
a un densitometre qui mesure la différence d’intensité lumineuse entre 'adsorbant et la tache
obtenue. On obtient ainsi I'enregistrement d'une série de pics dont I'aire correspond a la quantité
de substance séparée.

Ses applications dans le controle des chimiothérapies sont bien documentées [36,64,69-71]. Le
taux de conformité des préparations avoisinent 98% dans trois de ces études [64,69,70] : les
résultats montrent le réel intérét de 'HPTLC comme systéme de contréle qualité.

Cette méthode est une méthode efficace permettant d’obtenir des résultats fiables ainsi que la
détection d’éventuels mélanges de principes actifs. Cependant, elle est tres chronophage, en effet,
I'ensemble des étapes du dosage (migration, opération de séchage, révélation, lecture
densitométrique, intégration) constitue la principale limite. L’HPTLC est uniquement appliquée

en controle a posteriori [43,69].

Le contréle par injection en flux continu (FIA) :

La FIA consiste, dans son principe le plus simple, en I'injection d'un petit volume (100ul) d'une
solution échantillon (dispersion controlée) dans un fluide en mouvement (liquide transporteur).
Il se déplace de facon continue vers un détecteur qui enregistre les variations des parametres
physico-chimiques.

La détection du signal par absorbance UV-visible permet alors I'identification selon le temps de
rétention et le profil d'absorbance par comparaison a une bibliothéque enregistrée au préalable
dans l'automate. La validation s’effectue sur le produit fini, avant sa libération. Cette technique,
nécessitant un personnel qualifié, permet l'identification et le dosage d'une majorité des
molécules de chimiothérapies injectables. Il s’agit d'une méthode rapide (temps d’analyse

d’environ 3 min) effectuée en circuit fermé limitant ainsi toute contamination chimique de
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I'opérateur. Le couplage a une méthode de séparation HPLC avec un détecteur a barrette de diodes
permet de controler une proportion plus importante de molécules mais rend I’ensemble beaucoup

plus difficile a mettre en ceuvre [72,73].

Le contréle par spectrométrie :

La spectrométrie est I'étude des variations de grandeurs spectrales qui résultent de I'interaction
d’'une molécule avec un rayonnement.

Elle repose sur la propriété de la matiére, et plus particuliérement de certaines molécules,
d'absorber certaines longueurs d'onde. Elle regroupe différentes méthodes selon le spectre utilisé
pour analyser les préparations de cytotoxiques : spectres de l‘ultraviolet (UV) (185-400 nm), du
rayonnement visible (400-700nm) et de l'infrarouge (IR) (700-1500nm).

L’absorption lumineuse a pour origine I'interaction des photons de la source lumineuse avec les
ions ou molécules de I'échantillon.

Le dosage par spectrophotométrie d’absorption repose sur la loi de Beer-Lambert. Lorsqu’une
radiation monochromatique traverse un milieu transparent, la décroissance d’intensité est
proportionnelle a I'épaisseur du milieu et a I'intensité de la radiation.

Plusieurs systémes sont actuellement utilisés dans les hdpitaux frangais :

L’automate Multispec®

En 2007, la société Microdom® développe 'automate Multispec®. Cet automate a permis d’offrir
un outil tout en un associant systeme de prélevement, d’analyse quantitative et qualitative ainsi
qu’une solution logicielle [74-76]. Le principe d’identification et de quantification est basé sur
deux spectrophotomeétres d’absorption : UV-visible et infrarouge. Sur le plan qualitatif; il permet
I'identification du solvant et du principe actif a la fois. L’analyse statistique utilise la méthode de
régression linéaire multiple qui repose sur I'étude de la corrélation entre les données théoriques
et les données mesurées pour chaque molécule [77,78]. Quantitativement, la concentration de
I’échantillon inconnue est obtenue par référence aux gammes de concentrations enregistrées. Le
Multispec® présente l'avantage d'étre un systéme permettant une bonne spécificité avec un
contrdle per opératoire (analyse en moins de soixante-quinze secondes).

Cependant, il ne permet pas I'identification de molécules n’absorbant pas dans 'UV-IR comme les
anticorps monoclonaux, pourtant de plus en plus en développement dans les innovations
thérapeutiques contre le cancer. L’équipe de I'H6pital Henri Mondor a Paris a mis en évidence que

l'utilisation d’'une nouvelle bibliothéque spectrale avec des bandes de reconnaissance réduites
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dans le domaine IR avec un autre mode de calcul de corrélation, est a méme de fournir un controle
rapide et fiable avec une reconnaissance de 100% de leur bibliothéque contenant entre autres
sept anticorps monoclonaux. Comme cité dans l'article, « cette discrimination entre anticorps est
liée davantage a la formulation des excipients de chaque anticorps qu’a leur structure primaire »,
montrant les limites de cette méthode de contréle lors de l'utilisation des biosimilaires sur le
marché des traitements contre le cancer [79].

Le Multipsec®n’est aujourd’hui plus commercialisé et a été remplacé par un nouveau systéme de

spectrométrie d’absorption UV et de spectrométrie d’émission Raman, le QCRx®.

L’automate QCRx®

C’est un analyseur couplant un injecteur d’échantillon avec un spectrométre d’absorption UV et

un spectrometre d’émission Raman.

La spectrométrie Raman est basée, comme la spectrométrie d’absorption sur la vibration des
liaisons entre atomes d'une méme molécule correspondant a des transitions permises entre
différents niveaux d’énergie vibrationnelle. Cependant la nature des processus d’interaction est
différente. Le rayonnement émis par des molécules bombardées contient des photons de méme
fréquence que ceux du rayonnement incident mais aussi des photons de fréquences différentes :
il s’agit de I'effet Raman. Les différences d’intensité dans la lumiere diffusée définissent le spectre
Raman spécifique a chaque molécule et ceci de fagcon indépendante de la source excitatrice [80].
Le QCRx®permet un controéle qualitatif et quantitatif des préparations avec un temps d’analyse de
quatre-vingt-dix secondes. Le couplage de I'absorption UV et de I'’émission Raman a permis
d’augmenter la spécificité et la sélectivité dans l'identification des molécules notamment les
anticorps monoclonaux.

Cette méthode permet une validation sur produit fini et est assez rapide pour étre réalisée avant
libération du produit. Une phase d'apprentissage est nécessaire a l'utilisation de 1'appareil. De
plus I'analyse requiert le prélévement d'un volume de 1ml, ne permettant pas ainsi le controle des
préparations de faible volume, comme celles se présentant sous un conditionnement en seringue.
Des perspectives du développement du systeme pourraient permettre une analyse sans
prélevement, directement a travers le contenant [67,81-83]. En effet depuis 2009, 'hdpital
Necker a Paris a mis en place la spectroscopie Raman afin d’analyser directement, de fagon rapide
et non destructive I'espéce chimique en présence a travers le conditionnement primaire [84]. En
2010, une nouvelle avancée rend possible I'utilisation de cette méthode pour deux anthracyclines
structurellement tres proches, 'Epirubicine et la Doxorubicine et confirme l'intérét porté a cette

technique [81].
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Ces premiers résultats sont prometteurs et permettent d’envisager une méthode de controle
analytique rapide, non destructrice et sécuritaire pour les opérateurs.
Cependant, la technique n’est pas suffisamment développée actuellement pour une utilisation en

routine sur I'ensemble des molécules de chimiothérapie.

L’automate Druglog®

Récemment, une entreprise suédoise a développé un nouveau systeme de contréle des
préparations de chimiothérapie : Druglog®. Il s’agit d’'un spectrophotomeétre basé sur la
transmittance d'un faisceau UV-visible (225-800nm) a travers des cuvettes de mesure
transparentes contenant un volume d’1ml d’échantillon.

Le dispositif est constitué de 2 parties : un bloc de mesure ot les prélevements sont analysés, relié

a un ordinateur comprenant un écran tactile ainsi qu'un logiciel connecté au systéme de mesure.

Le principe de quantification repose sur la loi de Beer-Lambert: lorsque I'absorbance de la
solution est proportionnelle a la concentration, une droite de calibration peut étre tracée a une
longueur d’onde précise. L’identification des échantillons est réalisée par comparaison des
spectres UV-visibles aux standards de calibration. Le systeme établit ainsi un score global de
similarité par rapport aux spectres les plus proches.

Le fonctionnement et les performances de 'automate Druglog® seront détaillés davantage dans la
deuxieme partie.

La mise en place des contrdles analytiques est chronophage et nécessite des moyens techniques
et/ou humains importants (technicien ou préparateur dédiés a la réalisation des analyses en
routine et présence d’'un pharmacien compétent dans le domaine). La principale limite du contrdle
analytique est son caractére destructif. En effet, les méthodes de contréle analytiques nécessitent
le prélévement d'un échantillon dans le conditionnement final (excepté pour la spectroscopie
Raman en chambre d’illumination) or, cela n’est pas envisageable pour les petits volumes, ou pour
les préparations réalisées dans des dispositifs ne présentant pas de site de prélévement comme
les diffuseurs portables.

De plus, méme si le prélevement est possible, la technique choisie doit ensuite étre suffisamment
spécifique pour permettre une discrimination de toutes les molécules, notamment pour les
anticorps monoclonaux ou les molécules ayant une structure chimique proche.

Pour toutes les techniques analytiques, la quantification du principe actif repose sur la réalisation
d’'une gamme d’étalonnage. Cela exclut alors les molécules en essais cliniques dont I'identification

n’est pas toujours connue et qui peuvent étre indisponibles a I’achat.
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2.3. Etatdeslieux des pratiques

Face aux recommandations et aux différentes méthodes de contréle disponibles, plusieurs
enquétes ont réalisé un état des lieux des pratiques de controle des préparations de

chimiothérapies en France [61,85] et en Europe [86] (tableau 4).

Tableau 4 : Etat des lieux des pratiques de contrdole des préparations de chimiothérapies :

résultats des enquétes

Descout et al Hergli et al Rey et al
2011[61] 2013[86] 2013[85]
Nombre de PUI 30 39 18
Réalisant des contréles 29 39 17
En cours de fabrication 27(90%) 34 (87%) 17 (94%)
e Visuel 26 (87%) 31 (79%) 17 (94%)
e Gravimétrique 4 (13%) 5 (13%) 0
e Vidéo 2 (7%) _ 0
Sur les préparations terminales 12 (40%) 11 (28%) 2 (11%)
e HPLC 4 (13%) _ 0
e Automate 8 (27%) _ 2 (11%)
Libération par controle visuel _ 37 (95%) 14 (83,3%)

Ces résultats montrent la prédominance du contréle des préparations en cours de fabrication. Les
BPP préconisent la réalisation de ces contréles, dans la mesure du possible par une personne
différente de celle réalisant la préparation. Les controles doivent étre enregistrés pour assurer la
tracabilité. La Société francaise de pharmacie oncologique (SFPO) recommande pour chacune des
préparations de chimiothérapie réalisées, au minimum un double contréle qui doit étre tracé et
enregistré [87]. La majorité des établissements interrogés réalise un double contrdle visuel en
cours de préparation. Les contréles gravimétriques et par vidéo sont limités a quelques rares
unités. Dans I'étude réalisée sur 39 hopitaux, il est intéressant de relever que dans 54% des
établissements interrogés, aucun autre contréle n’est réalisé pour les préparations de
chimiothérapie, mis a part le contréle libératoire.

Les contrdles sur préparations terminées sont plus rares et principalement réalisés dans les
grosses unités [61].

Le contrdéle analytique sur automate ou HPLC est réalisé dans 10 a 40% dans des unités disposant
souvent d'un laboratoire de controle. L'enquéte réalisée sur 30 hopitaux francais en 2011 révele

que parmi les 12 établissements réalisant des contrdles physicochimiques post process, huit
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utilisent la spectrophotométrie UV/IR Multispec®, et quatre la chromatographie liquide haute
performance. L'enquéte de 2013 réalisée aupres des hopitaux de France, Suisse et Belgique
confirme l'utilisation majoritaire du Multispec® par 46% des établissements tandis que 27%
utilisent la FIA et 18% la technologie Raman.

A l'issue de la préparation, la majorité des unités assurent une libération du produit fini par
controle visuel.

Ces enquétes mettent en avant la grande disparité des moyens en ressources humaines ou en
équipements. En effet, prées d’'un tiers des établissements ne posséde pas d’équipement de

contrdle et la plupart n’effectuent pas de controle physicochimique des préparations [86].

Ces résultats sont cependant a pondérer depuis I'émergence des systémes de vidéo-assistance ces
dernieres années. Aucune enquéte récente n'a été réalisée. Actuellement, la société Eurekam

recense 19 systemes vidéo installés en routine en France et 5 en cours d’installation.

2.4. Choix d’'une méthode de controle

2.4.1. Les différents critéres

De nombreuses techniques sont actuellement commercialisées pour le contréle des préparations
de chimiothérapie. Comme mis en avant dans l'analyse menée par le Centre Hospitalier
Universitaire d'Angers et 1'hopital Georges-Pompidou a Paris, les méthodes de controle des
chimiothérapies sont basées sur des techniques différentes mais aucune n'est présumée idéale

[58].

Une analyse réalisée par le centre hospitalier de Versailles [88] sur trois types de contrdle
(analytique avec le QCRx®, gravimétrique et vidéonumérique avec Drugcam®) a permis
I'attribution d’une note globale sur 100 points a chaque méthode de controéle. La note globale est
pondérée en fonction de plusieurs criteres : colit global de mise en place de la méthode (40 points),
part de la production contrélable par la méthode (30 points), performances de la méthode (20
points), encombrement de I'isolateur ou besoins en locaux supplémentaires (10 points).

Un travail similaire a été réalisé a I'Institut Universitaire de Toulouse [89] présente également une
comparaison de différentes méthodes de contrdles par une cotation (de 1 a5 points) de 6 critéres :
fiabilité de la méthode, rapidité d’analyse, exhaustivité de la méthode, coilits matériel et humain,

validité pour les médicaments expérimentaux (figure 2).
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Figure 2 : Cotation des méthodes de controles par I'Institut Universitaire de Toulouse [89]
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D’autres études comparent les méthodes de controles sans méthodologie de cotation mais par

vérification de criteres prédéfinis [50,90] (figure 3 et 4).

Figure 3 : Criteres de choix d'une méthode de contrdle au CHU de Lille [90]
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Figure 4 : Comparaison des différentes méthodes de contrdles au Centre Hospitalier de La

Rochelle [50]
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Lors de la mise en place d’'une méthode de contréle, les hopitaux se réferent donc a différents
criteres de choix afin de conclure a la faisabilité de la mise en place de la meilleure méthode pour
leur structure. Les performances, la fiabilité de méthode et I'investissement financier sont les

principaux criteres de choix retrouvés.

2.4.2. Colt économique

Le colit économique représente évidemment un critére de choix lors de l'installation d’'une
méthode de contréle dans une unité de reconstitution de cytotoxiques.

En effet, 'application d’'une méthode de controle au sein d’'une unité nécessite un investissement:
'achat, les ressources humaines pour le développement et I'utilisation en routine, le matériel pour
le dosage et la maintenance. Seul le contréle visuel fait exception, ne nécessitant pas de matériel.
Plusieurs études ont détaillé les colits relatifs a chaque méthode [36,37,50,64,81,89,91],
cependant, aucune donnée n’a été retrouvée concernant les colits de maintenance annuelle des
automates de controle.

Ces données manquantes ont pu étre récupérées apres contact auprés des établissements
utilisateurs ou par 'intermédiaire des devis des fabricants. Le tableau 5 présente une synthese

des cofits relatifs a la méthode de controle utilisée.
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Les méthodes analytiques et vidéo sont des méthodes onéreuses par leur cof(it d’acquisition et leur
maintenance. Le systéme de « pay per use » développé pour I'automate Druglog® est un concept
de paiement a la préparation intéressant qui permet de s’affranchir du colit d’acquisition de
I'automate.

Cependant, les besoins humains nécessaires pour le développement et I'utilisation des méthodes
de controle analytiques ne sont pas négligeables. Le cofit en personnel doit étre pris en compte et
évalué en fonction du temps nécessaire au fonctionnement en routine et du temps nécessaire lors

de la mise en place.
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Tableau 5 : Cotit des différentes méthodes de controle

Besoin en personnel

Achat du matériel

Maintenance

Consommables

Au moins un

mise en place

Colt d'interface : 7200€ +

1150€/an suivi assistance

maintenance : environ

7500 €/an

Controle équivalent temps plein
visuel préparateur : environ B h h
45 000€ TTC chargé
Maintenance des
Balance, scanner :
balances : environ
Temps informaticien si
Balance + interface +achat _
interface nécessaire Maintenance du logiciel :
des licences logiciel :
environ
Temps technicien pour
le fonctionnement en
. Consommables a
Méthode routine et la Environ 10% du prix
Achat initial de la machine : . changer a chaque
analytique maintenance . d’achat soit 4000 a .
40a 50 000€ analyse:1a5
HPLC + temps pharmacien 5000€/an
€/analyse
pour la validation en
routine
Temps préparateur ou
technicien pour la Consommables a
] Acquisition de I'automate : Environ 6000€ par
QCRx® validation en routine + changer a chaque
environ 90 000€ automate
temps pharmacien lors analyse : 2€/ analyse
de la mise en place
Achat de la caméra, écran,
Support téléphonique+
Temps pharmacien et licence, formation : environ
mise a jour logiciel +
Drugcam® informaticien lors de la | 35 000€/poste _

Temps préparateur
pour I'analyse en
routine

+ temps pharmacien

lors de la mise en place

Achat de 'automate :

Consommables a
changer a chaque

analyse :
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3. L’unité centralisée de reconstitution de I'Hopital privé du Confluent

3.1. Organisation, locaux, équipements

Localisée au cceur de I'Hopital de Jour (HDJ]) d’Oncologie de 'Hopital Privé du Confluent a Nantes,
I'unité centralisée de reconstitution (UCR) concentre son activité essentiellement aux spécialités
d’Oncologie et d’Hématologie de I'établissement. Le service d’'HD] comporte 30 lits et places et une
antenne de 12 lits et places sur le site de la Clinique Jules Verne.

L’unité fonctionne de 8h a 18h du Lundi au Vendredi. L’effectif est composé d'un pharmacien, d’'un
interne en pharmacie, de deux équivalents temps plein (ETP) préparateur en pharmacie et de 1,4

ETP infirmier(ére).

L’unité se compose (figure 5):

- d’une zone de préparation en atmosphére contrélée (classe B) contenant un isolateur a
deux postes (ou sont réalisées la fabrication de doses standardisées) et d’'une hotte a flux
laminaire vertical

- d’un sas d’habillage en surpression

- d'une zone de réception, décontamination et de stockage pour les médicaments et le
matériel de préparation

- d'un bureau avec deux postes de coordination dédiés a I'analyse pharmaceutique des

prescriptions et au lancement des chimiothérapies en production

3.2.  Activité de production

L’'UCR de I'Hopital privé du Confluent a vu son activité de préparation de chimiothérapies
injectables augmenter de 18,6% entre 2012 et 2017 (figure 6).

En 2017, 33 212 préparations de chimiothérapies injectables ont été réalisées. Une projection de
'activité pour I'année 2018 est établie a 36 000 préparations.

En moyenne 130 préparations par jour sont réalisées. Depuis 2014 le concept du dose banding a
été déployé dans I'unité afin d’optimiser le flux de production et minimiser le temps d’attente des
patients. Ainsi 67% de la production est réalisée a I'avance par des doses standardisées préparées
par campagne de production par molécule. La dose délivrée ne différe pas de plus ou moins 5%
de la dose prescrite, calculée en fonction de la surface corporelle du patient. Pour les autres
préparations, la production pour les services de I'HD] et d’Hospitalisation est réalisée

extemporanément.
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Figure 5 : L'unité centralisée de reconstitution des chimiothérapies a 'HPCN
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Figure 6 : Evolution de l'activité de préparation de chimiothérapie depuis 2012
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3.3. Préparation et controles des chimiothérapies injectables

Le circuit des chimiothérapies injectables préparées a 'HPCN est présenté dans la figure 7.

Figure 7: Circuit des chimiothérapies injectables préparées a 'HPCN
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Les étapes de prescription et de validation sont informatisées par le logiciel CHIMIO®. Apreés
validation pharmaceutique des chimiothérapies, les préparateurs en pharmacie hospitaliére
(PPH) procedent a I’édition d’une fiche de fabrication qui contient toutes les données nécessaires

a la reconstitution, la préparation, le conditionnement, la conservation et I'étiquetage de la
41



PREMIERE PARTIE : Préparation et contréle des chimiothérapies injectables

3. L’unité centralisée de reconstitution de I'hdpital privé du Confluent

chimiothérapie injectable. La préparation est alors réalisée en conformité avec les BPP. Les étapes

de préparation et de contréles sont présentées figure 8.

Figure 8 : Etapes de préparation et de contrdles réalisées a 'HPCN
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La préparation du plateau est réalisée par une infirmiére diplomée d’état (IDE) conformément
a la fiche de fabrication. Le plateau comprend les flacons de chimiothérapie, la poche de solvant,
le perfuseur adapté, les instructions de fabrication ainsi que I'étiquette patient.

La fabrication est réalisée par un PPH aprés vérification de la conformité entre la fiche de

fabrication, le contenu du plateau et I’étiquette patient. ’ensemble des étapes de préparation est
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vérifié par double contrdle visuel. Lors de I'étiquetage/emballage de la préparation par
I'infirmier(ere) ou le PPH, un controle visuel est réalisé une nouvelle fois.
La libération pharmaceutique permet de valider la conformité de la préparation avant
administration :
- Choix du solvant
- Absence de trouble, d’opalescence, de précipité, de matiere en suspension ou d’une
coloration anormale
- Etanchéité du dispositif poche-tubulure : connexion tubulure-poche, clampage
- Intégrité du conditionnement
- Purge de la tubulure ou poches spécifiques : absence d’air
- Présence d’un filtre si nécessaire
- Présence de protection opaque pour les produits photosensibles
- Compatibilité du dispositif utilisé avec le mode d’administration au patient: gravité,
seringue électrique, pompe a perfusion
- Compatibilité du dispositif utilisé avec la spécialité préparée

- Etiquetage

Les préparations de chimiothérapies injectables prétes pour l'administration sont mises a
disposition des IDE dans un sas situé en face de la salle de soins.
Les IDE réalisent les dernieres vérifications avant l'administration: conformité de la

chimiothérapie injectable au regard de la prescription et identitovigilance.

L’ensemble des controles mis en place pour la préparation des chimiothérapies injectables a
I'HPCN repose sur un double contréle visuel. Les limites de cette méthode, énoncées
précédemment, ainsi que les risques inhérents a I'étape de préparation des chimiothérapies
ameénent a repenser les pratiques de controle. De plus, I'activité croissante de production qui dans
un souci d’efficience se fait a effectif constant, rend le double contréle visuel de plus en plus
difficile a assurer dans de bonnes conditions.

Afin de garantir la qualité et la sécurité des préparations, différents systemes de sécurisation du
processus de fabrication sont régulierement congus pour étre implantés dans les unités de
production. Un nouveau systéme de controle analytique des préparations médicamenteuses a été
développé récemment par une société Suédoise (Pharmacolog®): le spectrophotometre
Druglog®.

C’est dans ce contexte que 'HPCN s’est vu proposer un partenariat avec Pharmacolog® afin

d’évaluer les performances analytiques de ce nouveau systeme.

43



DEUXIEME PARTIE :

MISE EN PLACE DU CONTROLE
ANALYTIQUE PAR LE
SPECTROPHOTOMETRE DRUGLOG®

44



DEUXIEME PARTIE : Mise en place du contréle analytique par le spectrophotometre Druglog®

1. L’automate de contréle Druglog®

1. L’automate de contréle Druglog®

1.1. Caractéristiques

L’automate Druglog® (figure 9) est un spectrophotometre UV-visible congu par une société
Suédoise, Pharmacolog® Commercialisé depuis 2015, il est destiné aux controles des
préparations médicamenteuses comme les insulines, les morphiniques, les antibiotiques ou

encore les cytotoxiques.

Il se compose de deux parties :

- Un bloc de mesure comprenant le spectrophotometre Ultraviolet (UV) - visible (220 a
800nm) ou les prélevements peuvent étre analysés dans des cuvettes transparentes en
plastique

- Un écran tactile et un logiciel connectés au réseau local et a Internet via le réseau Wi-Fi

permettant ainsi un acces et un support a distance

Figure 9 : L'automate Druglog® et sa cuvette de mesure

Les cuvettes servant a I'analyse sont des cuvettes a usage unique, munies d’'un capuchon. Elles
possedent une contenance comprise entre 70 et 850uL. Le plastique utilisé est un mélange de
polymeres d’oléfines cycliques et linéaires (COC = Cyclic Olefin Copolymers), transparent et

amorphe.
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Le logiciel se compose de 4 modules différents (figure 10) :

- deux modules de mesure : "Identify" fournit I'identité de la molécule ainsi que son dosage
en mg/ml et le mode "Qualify" affiche les résultats d'analyse sous la forme d'un message
de conformité par rapport aux données choisies. Les résultats de 'analyse sont fournis en
quelques secondes sur I'écran.

- un module de gestion des calibrations : " Administrate " permet de créer les catalogues de
solvant et la bibliothéque de données spectrales.

- un module "Calibrate" pour aider a la calibration de 'automate. Ce module est en cours de

finalisation par le constructeur.

Figure 10 : Les différents modules du logiciel Druglog®

Qualify

Select a liquid from your
catalog and compare with a
sample

Calibrate Administrate

Measure samples and Administrate liquids and
calibrate liquids in your samples in your catalog
catalog

Le principe de fonctionnement repose sur la spectroscopie UV-visible.

1.2. Rappels sur la spectroscopie

1.2.1. Principes généraux

La spectroscopie est un principe analytique basé sur linteraction entre un rayonnement
électromagnétique incident et la matiére [92].
Un rayonnement électromagnétique présente simultanément des propriétés d’onde et de
particule (dualité onde-corpuscule):
- l'onde électromagnétique correspond a la propagation du rayonnement caractérisé par
une longueur A d’'onde et une fréquence v.
- linteraction entre le rayonnement électromagnétique et la matiere se fait par

I'intermédiaire d'un photon d’énergie E :
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E=hXv=h.c/A Avec :

A : longueur d'onde en métre

c : vitesse de la lumiére en m.s*! (3.108 m.s'1)
v : fréquence en hertz

h: constante de Planck (6,6.10.-3¢ ].s)

E : énergie du photon en Joules

L’énergie d’'une molécule peut étre décomposée en la somme de son énergie cinétique de
translation, non quantifiée, et de son énergie propre qui comprend trois composantes quantifiées :

rotationnelle, vibrationnelle (atomes) et électronique :

Etot: Erotation+ Evibration+ Eélectronique

Le mouvement des atomes est caractérisé par l'énergie de rotation qui est associée aux
mouvements de rotation de la molécule ainsi que par I'énergie de vibration correspondant aux
mouvements des atomes autour de leur position d’équilibre.

L’énergie électronique correspond a la quantité d’énergie nécessaire a une molécule pour faire
passer ses électrons d’un état fondamental a un état excité. Pour un niveau électronique, il existe
plusieurs niveaux de vibration et pour un niveau de vibration, il existe plusieurs niveaux de

rotation (figure 11).

Figure 11 : Les différentes transitions électroniques selon la longueur d'onde du rayonnement

absorbé [93]
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Lorsqu'une radiation électromagnétique traverse une substance, cette radiation peut étre
absorbée ou transmise (figure 12) en fonction de la fréquence de la radiation et de la structure
des molécules rencontrées. Ce sont ces phénomeénes qui sont analysés et mesurés en
spectroscopie.

L’absorption d’une radiation de fréquence v fait passer la molécule d’un état d’énergie E a un état
d’énergie supérieur E+AE, avec AE= hv. Selon la valeur de la fréquence v de la radiation absorbée,

divers types de transitions peuvent étre observés (figure 11) :

- des transitions électroniques qui correspondent a I'absorption de radiations dans le
domaine UV-visible

- des transitions vibrationnelles induites par I'absorption de radiations infrarouge dans la
région 2,5 a 25um

- des transitions rotationnelles pures. Elles mettent en jeu des énergies trés faibles et sont

associées a des radiations dans le domaine des micro-ondes ou de I'IR lointain
Figure 12 : Phénomenes mesurés en spectroscopie [94]
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1.2.2. La spectroscopie UV-visible
Le rayonnement électromagnétique couvre une trés large plage de longueurs d’ondes (figure 13).

Le domaine de 1'UV-visible (200-800nm) représente une petite partie du spectre

électromagnétique.
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Figure 13 : Spectre électromagnétique de la lumiére et domaine UV-visible
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La spectroscopie UV-visible utilise le principe de I'absorption de la lumiere UV-visible par les
molécules analysées. La densité de photons ou densité optique d'un rayon incident est mesurée
aprés son passage au travers de la solution analysée.

L’énergie E apportée par la source lumineuse incidente, a savoir le photon, permet a un électron,
dans un état d’énergie fondamental de s’élever a un niveau énergétique supérieur ou a un état

excité (figure 14).

Figure 14 : Principe de la spectroscopie UV-visible [95]
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Cette énergie est ensuite réémise sous forme de chaleur a une plus grande longueur d’onde.

L’absorption d’énergie entraine une diminution de I'intensité du rayonnement incident 10 ou I<IO0.
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La diminution de 'intensité lumineuse, ou absorbance, est régie par la loi de Beer-Lambert :

A=lxcxs=log(g)= -log T Avec:

A : absorbance

I: longueur de la cuve ou trajet lumineux (en cm)
¢ : concentration du composé analysé (mol.L-1)
€ : coefficient d’extinction (L.mol-1.cm-1)

T : Transmittance en %

10 : intensité de la lumiére incidente

[ : intensité de la lumiére transmise

La loi de Beer Lambert se préte a I'analyse quantitative dans la mesure ou le signal mesuré A
(absorbance) est proportionnel a la concentration en soluté absorbant de la solution. Cependant
cette relation de proportionnalité n’est vraie que dans certaines conditions:

- lumiere monochromatique

- solution diluée et de faible concentration C # 10-2 mol/L

- absence d’interactions chimiques sous I'effet du rayonnement incident

- absence d'interaction avec le solvant

- absence de fluorescence du composé a analyser

En pratique, la méthode la plus simple pour déterminer une concentration a partir d'une
absorbance mesurée est de tracer une droite d’étalonnage. Elle consiste a préparer une série de
dilutions d'une solution étalon "mere"”, a mesurer l'absorbance de chacune de ces solutions
étalons "filles", puis a tracer la courbe d'étalonnage A = f(c). La linéarité de la droite tracée et
validée permet d’établir un rapport entre la concentration et 'absorbance. La concentration

inconnue peut alors étre déterminée a partir de son absorbance mesurée.

L’analyse quantitative n’est pas le domaine applicatif de prédilection de la spectrophotométrie
d’absorption moléculaire. En effet, 'énergie apportée par les rayonnements incidents appartenant
au domaine de I'UV-visible est importante et source de nombreuses transitions énergétiques. Aux
phénomeénes de transition, vibration, rotation qui peuvent s’observer, s’ajoutent des interactions
entre groupements fonctionnels, molécules et leurs solvants qui peuvent modifier les maximas
d’absorption ou méme permettre a un composé n’absorbant pas dans 'UV-visible, d’absorber.
Par conséquent, les spectres obtenus présentent peu de bandes, tres larges et qui ne sont pas
caractéristiques voire spécifiques.

Ces effets représentent une des limites de la spectrophotométrie d’absorption moléculaire.
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Cependant, les molécules analysées dans le cadre des préparations de cytotoxiques possedent des
groupements dits chromophores et sont généralement de structures assez différentes.

Les groupements chromophores ont un réle important dans I'absorption dans le domaine du
visible. Ces fonctions organiques, comme les amines, nitrates ou nitrites et tous les groupements
comportant une ou plusieurs doubles liaisons conjuguées, sont responsables d’absorption
spécifique lorsqu’elles sont isolées (c’est-a-dire séparées d’au moins deux liaisons simples).
Lorsqu’elles sont rapprochées elles peuvent interagir entre elles, on parle alors d’effets conjugués
des chromophores. Ces interactions décalent I'absorption vers de plus hautes longueurs d’ondes
(effet bathochrome) et augmentent I'intensité de I'absorption (effet hyperchrome).

En comparant un spectre d’'une molécule inconnue avec une banque de spectres préalablement
enregistrés, il est alors possible d’identifier une molécule. C’est sur ce principe que repose

I'analyse qualitative de 'automate de contréle Druglog®.

1.3. Principe de fonctionnement de I'automate

Comme pour toute technologie de spectrophotométrie UV, le fonctionnement repose sur un
faisceau UV-visible qui traverse la cuvette de mesure et le liquide a analyser. Le signal sortant est
ensuite capté par un détecteur (figure 15).

Une calibration de I'automate doit étre préalablement réalisée pour permettre l'identification et

la quantification des échantillons analysés.

Figure 15 : Appareillage d'un spectrophotometre UV-visible [96]

Diaphragme Cellule photoélectrique
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N
\

—
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\

—Echantillon mplificateur

Monochromateur Cuve
La réalisation d'un « blanc » avec le solvant de référence est nécessaire et permet de s’affranchir
de I'absorbance de celui-ci (Chlorure de sodium NaCl en vert sur la figure 16). Le signal primaire

issu de la mesure de I'échantillon correspond a I'intensité lumineuse résiduelle I aprés le passage

du faisceau a travers la cuvette en fonction de la longueur d’'onde d’analyse.
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Figure 16 : Réponse primaire de l'automate : exemple du 5-fluorouracile 5FU (rouge)
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La réponse primaire de 1'échantillon est ensuite réinterprétée directement par l'algorithme du
logiciel et permet d’obtenir le « spectre spécifique » de la solution analysée. Ainsi, pour une
solution X a une concentration fixe, correspond un tracé (figure 17).

A chaque concentration enregistrée dans la banque de données du logiciel lors de la calibration,
correspond donc un tracé spécifique. Le tracé spécifique de I’échantillon est alors confronté aux
tracés préalablement enregistrés dans une base de données lors de la phase de calibration et sert

al'identification et au dosage de I'échantillon analysé.

Figure 17 : Tracé spécifique du 5FU a différentes concentrations
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1.3.1. Identification de I’échantillon

Les spectres UV-visibles entre 225nm et 800nm des échantillons sont comparés a ceux des
standards de calibration pour l'identification.

Le paramétrage de l'automate permet de renseigner un pourcentage minimal de similitude
nécessaire pour tout rendu de résultat (marge de 6% programmeée par défaut par le concepteur

de 'automate). Cette marge peut étre modifiée et ajustée selon les molécules.
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L’algorithme d’identification utilisé n’est pas connu, mais son principe repose sur la création d’'un
« tunnel » (zone verte sur la figure 18) entre deux concentrations consécutives * la marge

spécifiée. L’identification a lieu lorsque la mesure est comprise dans ce tunnel d’identification.

Figure 18 : Identification des échantillons : exemple du 5FU
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1.3.2. Quantification de I’échantillon

La quantification des échantillons par I'automate s’effectue a une longueur d’onde donnée qui
varie selon la molécule mais également selon la concentration.

Le logiciel sélectionne automatiquement celle considérée comme la plus adéquate au calcul de la
concentration. Pour cela, il détermine la différence d’'amplitude entre les deux tracés d’étalonnage
encadrantla concentration de I’échantillon. Cette différence est rapportée a I'amplitude maximale.
Le rapport le plus élevé sera considéré comme étant le plus adapté a I'extrapolation linéaire
servant au calcul de la concentration de I'échantillon.

L’équation de la droite est calculée entre les deux tracés des concentrations encadrant le tracé de
I’échantillon. La concentration de I’échantillon est déterminée a partir d'une simple extrapolation
linéaire. Chaque échantillon est donc quantifié en fonction d'uniquement deux points de
calibration (figure 19).

Sur la figure 19, les longueurs d'onde utilisées pour le dosage du 5FU sont représentées par des

traits rouges verticaux.
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Figure 19 : Extrapolation de la concentration de 1'échantillon (en orange) par rapport aux tracés

de calibration
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1.3.3. Expression des résultats
Apreés calibration, 'automate peut étre utilisé selon deux modes de fonctionnement. Le mode
"Identify" compare I'échantillon inconnu a ceux préalablement enregistrés dans le catalogue. Il

fournit l'identité de la molécule ainsi que son dosage en mg/ml (figure 20).

Figure 20 : Visualisation d'un résultat par le mode "Identify"

Analyze cuvette: Results:

Paclitaxel 0,49 mg/mL

Identify

Compare an unknown
sample with samples in your
catalog

Measure Sample

Le mode "Qualify" nécessite de présélectionner une molécule dans le catalogue et une
concentration cible. Les résultats d’analyse sont rendus sous la forme d'un message de conformité

par rapport aux données choisies.
Sil'identification ainsi que la quantification sont conformes aux limites d’acceptation enregistrées
dans I'automate, un v vert s’affiche. Si I'identification est correcte mais que la concentration

mesurée sort des limites fixées préalablement (10% dans ce cas), un logo « warning » jaune
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s’affiche avec une indication de la concentration mesurée. Enfin lorsque l'identification est

incorrecte, une croix rouge accompagnée du message « Unknown » s’affiche (Figure 21).

Figure 21 : Visualisation des résultats par le mode "Qualify"
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2. Calibration de I'automate

2.1. Choix de la méthode de validation analytique

La validation d’'une procédure d’analyse permet de démontrer que celle-ci correspond
effectivement a I'utilisation pour laquelle elle est prévue.

Elle consiste a évaluer les performances du processus analytique : spécificité, linéarité, fidélité
(répétabilité, reproductibilité), robustesse, précision du dosage, exactitude, limite de détection et
de quantification s'il y a lieu, a les quantifier en suivant un protocole opératoire standardisé puis
a les juger, conformément a des criteres définis.

Chaque procédure d’analyse nécessite donc la validation de critéres particuliers.

Des directives relatives a la validation des méthodes analytiques sont publiées dans les guidelines
de I'International Conference on Harmonization (ICH), notamment le guideline ICH Q2 (R1) paru
en 2005 : « Validation of Analytical Procedures : Text and Methodology » [97]. Son but est de
transmettre des recommandations sur la maniére d’appréhender les différentes caractéristiques
de validation pour chaque méthode analytique.

Il existe également des publications comme les guides de validation analytique de la Société
Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) [98]. Ces guides ont été élaborés
pour aider les industriels a valider leurs procédures analytiques en appliquant les
recommandations réglementaires, dans I'objectif de I'obtention d’'une autorisation de mise sur le

marché. Le guide de la SFSTP est un document complet pour créer un plan de validation de

méthode, cependant, les tests statistiques sont tout aussi complexes que leur interprétation.

D’autres techniques de validation analytiques (tableau 6) sont répertoriées et ont été comparées

dans la these de Siavelis.A en 2014 au CHU d’Angers [99] :

Tableau 6 : les différentes techniques de validation analytique

Organismes ICH IUPAC EURA- COF-| GER-
CHEM RAC | PAC

w
|
[95]
=
s ]

LC.H. (1997)

(2001)
Horwitz (1988)
Dennis Pocklington (1990)
Fajgelj et Ambrus (1999)
Wood et al. (2002)
Ellison et Williams (2012)
Algranti et al. (1992)
Hubert et al. (2003, 2006a,b)
C.OF.R.A.C. (2013)
G.ER.P.A.C. (2013)

F.D.A.

Publications
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Ces méthodes de dosage sont validées selon des criteres analytiques et statistiques qui peuvent
varier. Cependant, aucune méthode préférentielle n’a réellement été définie et justifiée pour la

validation des méthodes analytiques.

Il existe de nombreuses références publiées au sujet de la validation des techniques de dosage et
donc autant de protocoles de validation [97,100].

Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi de réaliser la validation analytique selon les
recommandations de I'ICH. En effet, cette méthode de validation pour le controle analytique des
chimiothérapies est celle majoritairement retrouvée dans la littérature [58,59,101-104].

Ce document présente une liste de critéres de performance devant permettre la validation d’'une
méthode de dosage, leurs définitions, et un mode de calcul de ces criteres basé sur un nombre
minimal de séries d’essais et de concentrations. Cependant, il ne décrit pas la fagon de valider tous
ces criteres. A partir du moment ou ces critéres sont calculés, la méthode est validée. Le choix des
criteres de validation s’est porté sur I’'étude de la spécificité, linéarité, I'exactitude, la justesse et la

précision de la méthode (tableau 7).

Tableau 7 : Tableau ICH Q2 (R1)

Type d’analyse Identification Analyse des Dosage
impuretés - dissolution
(mesure seulement)
- teneur/activité
Caractéristiques Teneur limite
Exactitude - + - +
Précision
Répétabilité - + - +
Précision interméd. | - +(1) - +(1)
Spéeifieité (2) + + + +
Limite de détection - -(3) + -
Limite de dosage - + - -
Linéarité - + - +
Ecart d’utilisation - + - +
- caractéristique qui n’est normalement pas évaluée
caractéristique normalement évaluée
1) S1 la reproductibilité (voir le glossaire) est évaluée, il n’est pas nécessaire de déterminer
la précision intermédiaire.
2) Si la méthode est insuffisamment spéeifique, cette déficience peut étre compensée par la

spécificité d'une ou de plusieurs autres épreuves complémentaires auxquelles
I’échantillon est soumis.
3) Parfois nécessaire.

La spécificité est la propriété qui fait qu'une méthode d'analyse rend compte sans ambiguité de
la substance analysée en présence d'autres composantes normalement présentes. Ces derniéres

peuvent inclure des impuretés, des produits de dégradation, la matrice.
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La linéarité correspond a la capacité de la méthode a rendre un résultat directement
proportionnel a la concentration de I'échantillon. Elle est déterminée lors de la réalisation de la
gamme d’étalonnage. Les résultats obtenus permettent de calculer une droite de régression et de

déterminer un coefficient de corrélation r2 qui doit étre le plus proche possible de 1.

Pour I'ICH il n’y a pas de distinction entre les deux termes "exactitude” et "justesse”. Ils ont la
méme définition et sont définis comme étant 1""étroitesse de 1'accord entre la valeur moyenne
d’'une série de résultats d’essais et une valeur acceptée comme vraie.

Aujourd’hui, I'international union of pure and applied chemistry (IUPAC), I'Eurachem, le comité
francais d’accréditation (Cofrac), les normes de l'international organization for standardization
(ISO) 5725 et la SFSTP distinguent la justesse de I'exactitude. Ils définissent la justesse comme
étant I'étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne d'une série de résultats d’essais et une
valeur acceptée comme vraie. Ils définissent I'exactitude comme I’étroitesse de 'accord entre un

résultat d’essais et la valeur de référence acceptée.

La fidélité ou précision correspond a I'étroitesse de l'accord entre des résultats de mesures
obtenues par 'analyse individuelle de plusieurs prélévements d'un méme échantillon homogene,
effectués dans des conditions prescrites. Elle peut s’évaluer a 3 niveaux par la répétabilité, la
précision intermédiaire et la reproductibilité.

La précision est généralement exprimée par la variance, I'écart-type ou le coefficient de variation
de 'ensemble des mesures.

La répétabilité est une expression de la précision de I'analyse lorsque celle-ci est reprise dans les
mémes conditions de réalisation, apres un court intervalle de temps.

La précision intermédiaire correspond aux variations survenant dans un méme laboratoire :
analyses effectuées a des jours différents, par des personnes différentes, au moyen d’appareils
différents...

La reproductibilité correspond a la concordance entre laboratoires.

2.2. Réalisation des gammes d’étalonnage

2.2.1. Choix des molécules a analyser

Neuf molécules de chimiothérapies injectables fréquemment prescrites a 'HPCN représentant
55% de la fabrication annuelle ont été présélectionnées pour la validation de l'automate
Druglog®: 5-Fluouracile (5FU), Paclitaxel, Carboplatine, Oxaliplatine, Cisplatine, Epirubicine,
Gemcitabine, Irinotécan et Docétaxel (tableau 8).
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Tableau 8 : Molécules sélectionnées pour la calibration de I'automate

Etendue de la

Concentration Nombre de Nombre de
gamme
Molécules Fabricant | de la solution préparations/ points de Solvant
d’étalonnage
commerciale an calibration
(ml/ml)
Paclitaxel Accord 6 mg/ml 0,2-3 5608 11 NaCl
5-FU Accord 50 mg/ml 1-50 5269 9 NaCl
Oxaliplatine Accord 5 mg/ml 0,2-5 1785 9 G5%
Carboplatine  Accord 10 mg/ml 0,3-10 1756 10 G5%
Gemcitabine Accord 100 mg/ml 1-20 1312 9 NaCl
Irinotecan Fresenius 20 mg/ml 0,1-2,8 863 9 NacCl
Epirubicine Teva 2 mg/ml 0,1-2 826 9 G5%
Cisplatine Teva 1 mg/ml 0,05-1 676 9 NaCl
Docétaxel Accord 20 mg/ml 0,2-1,2 209 10 NacCl

NaCl : chlorure de sodium

G5% : glucose 5%

Les bornes des gammes de concentrations retenues pour chaque molécule ont été établies en
fonction des bornes de stabilité et des concentrations thérapeutiques utilisées. Ainsi, les
concentrations thérapeutiques les plus souvent réalisées ont été situées en milieu de gamme.

Neuf a onze points de calibration par molécule ont été nécessaires pour établir les gammes

d’étalonnage.

2.2.2. Matériels et Méthode

Les gammes d’étalonnage ont été réalisées a I'aide de deux micropipettes calibrées (0-10pL et O-
1000uL) a partir des mémes solutions commerciales et solvants utilisés pour la fabrication des
poches de chimiothérapies injectables destinées aux patients.

Des tubes a centrifuger coniques en polypropyléne de 50ml ainsi que des pointes pour
micropipette de 1000uL ont été nécessaires aux manipulations de dilutions.

Pour chaque molécule, I'étalonnage a été répété trois fois le méme jour par le méme opérateur
avec trois lots différents. Ces opérations ont été répétées sur trois jours. Chaque point de gammes,

appelé standard d’étalonnage (SE) est donc préparé en triplicat (figure 22).
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Figure 22 : Protocole d'étalonnage de 'automate

ETALONNAGE
Jour 1lotn°1 Jour 2 lot n°2 Jour 3 lot n°3
Molécule X Molécule X Molécule X
oo Voo Voo
SE; SE; SE; SE; SE; SE; SE, SE; SE;
SE, SE, SE, SE, SE, SE, SE, SE, SE,
SE; SE; SE, SE; SE; SE,; SE, SE; SE,;
SE, SE, SE, SE, SE, SE, SE, SE, SE,

La calibration de I'automate Druglog® s’effectue par le module « Administrate » qui permet
I'enregistrement des points de calibration nécessaire a la création de la banque de données
spectrales.

Préalablement, des catalogues de solvant de dilution doivent étre créés et permettent de séparer
les gammes d’étalonnages des molécules diluées dans le G5% des molécules diluées dans le NaCl.
Chaque point de calibration doit ensuite étre identifié et quantifié puis ajouté au catalogue de

solvant approprié.

2.3. Choix des gammes d’étalonnage

Au total, neuf gammes d’étalonnages par molécule ont été préparées. L’automate Druglog® n’est
pas capable d’analyser automatiquement les gammes d’étalonnages enregistrées. Cependant, des
données brutes de calibrations peuvent étre extraites sur un fichier Excel®. Pour chaque point
d’étalonnage enregistré dans la base de données correspond une intensité lumineuse résiduelle I
a une longueur d’onde précise (figure 23).

Actuellement, ces extractions ne peuvent étre réalisées que par le fabricant.

Afin de sélectionner la meilleure gamme de calibration, un modéle mathématique de régression
linéaire représentant pour chaque molécule l'intensité résiduelle apres passage du faisceau

lumineux en fonction de sa concentration a été appliquée a une longueur d’onde précise.
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Figure 23 : Données brutes de calibrations

Catalag name MalCl
FingerprintSet SFU
Concentration
‘wavelengths 1974404 1373763 1335122 1330434 1335847 2000211 2006577 2001344 201,733 2022683 2025055 2033425
samplel 1 1234777 162483 1074323 0933165 0900331 0822135 0733643 0645775 0560043 0.435651 0465275 0443372
sampleZ 1 1269054 1179577 1073035 0,335554 0,30836 0513424 0725177 0645406 0565124 0514222 0461754 0444221
sample3 1 1255061 1161325 106034 0936522 0922132 0825016 0737034 0657752 057E1N 0523142 04658451 0451036
sampled 1 1251033 1153473 1030535 1003305 0527324 0543333 0.v96341 0.655743 0552523 0503227 047427 0456633
zampleS 1 1279623 1201541 1073333 1000475 0934354 0854062 0771014 0675305 0553433 0.525361 0473545 0455177
zampleb 1 1255856 1170252 1072233 0937452 0916685 0544077 074366 0662435 0586782 0525465 0480342 0450113
zampleT 1 13437658 1247977 11621685 1085303 0964032 0869533 0780041 0631403 O0BO0771S 054446 0433165 0475255
zampled 1 1342935 1223206 149755 1074261 0976667 0574043 0.7858864 0702053 0603733 0533202 0430471 0472681
zampled 1 1318628 1223678 11968675 1063321 0959312 086651 0730533 0686753 0593234 0532873 0483026 0465074
samplel 125 1242566 115252 1063783 098652 0835073 0513335 0.724253 0645061 0567508 050645 0457562 04433654
sampleZ 125 1252411 1143516 1044386 097134 030002 089426 0721063 0645335 0560513 0506675 0460423 0445163
sample3 125 1237075 1145351 1062377 0993203 0922483 0822527 0.730363 0.65536 0565844 0514612 0457393 0444642
Isampleri 125 1262241 1172222 1031624 1004354 0,525443 0541413 0750537 0661266 0573736 0517678 0451352 0447216
sampleS 125 1254284 1151256 1075393 093481 0935153 0860433 0.Y6738 0663331 0554371 0523713 0474344 0453432
samplef 125 1265453 1160606 1073572 1007171 0517433 083313 0,v93341 0660027 0575336 0510038 0477541 0448015
zampleT 125 1344784 1229033 148882 L0VTIE6 09748 087801 0.v9E188 069721 0606259 0534255 0485133 0476596
zampled 125 1328007 1223877 148753 1060453 0958336 0.857652 0781706 0686675 0600745 0540235 0495507 0475221
zampled 125 1338885 1243684 158M8 1072026 0.367564 08707 Q781707 063385 0601503 0534733 0484274 0463415
zample1 25 1220013 14143 1043062 0330535 0.887036 0734827 0716301 0631758 0555013 043551 0452505 0443405
zampleZ 25 122866 1131545 1044214 0953525 0851345 0,733631 0709733 0643103 0553347 0.503031 04581 0441202
zample3 25 1233055 17155265 1051712 0988787 0913845 05162058 074306 0633313 0554767 0507765 0455245  0.441033
sampled 25 1244636 147365 1072641 093521 0931206 0537213 0743733 0643708 057506 0510515 0471426 0443643
sampleS 25 1244733 1173473 1054318 09545837 0920015 0837305 0755112 0668286 0576641 0517137 0475546 0443017
samplef 25 1243764 115373 1063336 0377514 0310504 0830437 0,737d2d 0650484 0567ddd 0506763 0475202 0446052
sampleT 25 1306697 1210002 1135283 10505834 0346434 0860623 0.773355 0682655 05343258 0522613 0480424 04611

Les différents coefficients de corrélation des droites de régression (r2) sont présentés tableau 9.
Pour chaque molécule, la gamme d’étalonnage présentant le meilleur r2 a été retenue. Les autres

gammes ont donc été supprimées du catalogue.

Tableau 9 : Résultats statistiques du modeéle de régression linéaire

N Longueur 2 moyen Ecart-type des Coefficient de
d’onde (nm) I variation des r?(%)
Paclitaxel 330 0,9809 0,0185 1,8810 0,9971
5FU 325 0,9799 0,0059 0,5594 0,9938
Oxaliplatine 350 0,9809 0,0347 3,5832 0,9814
Carboplatine 272 0,9862 0,0125 1,2644 0,9970
Gemcitabine 303 0,9655 0,0158 1,6364 0,9838
Irinotécan 407 0,9593 0,0107 1,1198 0,9677
Epirubicine 582 0,9827 0,0022 0,2235 0,9879
Cisplatine 302 0,9854 0,0046 0,4654 0,9914
Docétaxel 330 0,9812 0,0044 0,4459 0,9858
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2.4. Validation des gammes d’étalonnage

2.4.1. Méthode

Les critéres de validation recommandés par I'ICH ont été évalués pour chaque gamme
d’étalonnage.

Pour évaluer la linéarité des gammes d’étalonnage, au moins cinq concentrations doivent étre
utilisées. Elle est exprimée par le coefficient de régression linéaire qui doit se rapprocher le plus

possible de 1.

La justesse et la précision ont été déterminées a I'aide de contrdles qualités (CQ) réalisés a partir
de solutions de concentrations parfaitement connues.

Trois niveaux de concentrations ciblés sur la zone thérapeutique (bas, milieu, haut) ont été choisis
comme CQ (figure 24). lls ont été préparés de la méme maniére que les points de calibration.
Selon les recommandations de I'ICH, la justesse est évaluée par un minimum d’au moins neuf
résultats obtenus par I'analyse d’au moins trois concentrations.

La justesse est quantifiée par le biais relatif ou erreur relative estimée en comparant I'erreur

absolue a la valeur de la concentration attendue de I’échantillon testé :

. Erreur absolue
Erreur relative = - x 100
Concentration attendue

Avec Erreur absolue = Concentration attendue - Concentration mesurée

Lavaleur de l'erreur relative exprimée en pourcentage doit étre inférieur a la limite d’acceptation
fixée a +10% conformément a la valeur de référence exprimée dans la Pharmacopée Européenne
[105].

La justesse peut s’exprimer par la formule suivante :

Justesse = 100% + erreur relative

La répétabilité est évaluée au jour 1 par un minimum d’au moins neuf résultats obtenus par
I'analyse d’au moins trois concentrations (c’est-a-dire trois concentrations avec trois échantillons
chacune).

Elle est déterminée en calculant le coefficient de variation (CV..) a partir de I'écart-type (cre) et de

la moyenne (my.) de la série de mesure tels que :

62



DEUXIEME PARTIE : Mise en place du contréle analytique par le spectrophotomeétre Druglog®

2. Calibration de I'automate

CVie= 100 X Gre/ Mre

La répétabilité de la gamme d’étalonnage est validée si le CV et I'écart type sont inférieurs a 5%.

Figure 24 : Protocole de validation des gammes d'étalonnage

VALIDATION
J1lotn°1 J2 lot n°2 ]3 lot n°3
Molé::rule X Molé::'ule X Molé‘crule X
l M l l v l l v l
CQlbas  CQlmiiew CQlnaue CQlyss  CQlumen CQlysy  CQlbss  CQligew CQlyay

Cszas Cszilieu Cthaut CQZbas CQZmilieu Cthaut Cszas CQZmilieu Cthaut

CQ3pas  CQ3pmien CQ2pqy CQ3u. Q3. CQ2pu Q3 CQ3uien COZpaue

I

Fidélité intermédiaire

Trois analyses de chaque niveau de concentration sont réalisées aux jours 1, 2 et 3 pour évaluer
la fidélité intermédiaire. Elle est déterminée en calculant le coefficient de variation (CVy) a partir

de I’écart-type (or) et de la moyenne (mys) des trois séries de mesure tel que :

CVs= 100 x o6/ ms

La fidélité intermédiaire de la gamme d’étalonnage est validée si le CV et I'écart type sont

inférieurs a 5%.

La spécificité a été évaluée par le pourcentage de molécule correctement identifié lors de

I'analyse des CQ.
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2.4.1. Résultats

Les résultats de la validation des gammes d’étalonnages sont présentés dans le tableau 10.

Lorsqu’une valeur ne répondait pas aux criteres fixés préalablement, un travail a été effectué sur
les parameétres de I'étalonnage, tels que la modification de la longueur d’onde d’analyse ou
I’élimination des points de gamme dont les concentrations se situaient en dehors de la zone de

linéarité.

Tableau 10 : Justesse et précision de la méthode analytique

Concentration théorique (mg/ml)  Linéarité Répétabilité
Molécule @ Justesse(%)
Milieu Haut (r?) Ecarttype CV (%)
Paclitaxel 0.3 0.9 2.7 0,9971 104.7 0.006 0.71
5-FU 3 5.5 7.5 0,9938 98.6 0.041 0.86
Oxaliplatine 0.2 0.5 0.7 0,9814 103.0 0.006 1.32
Carboplatine 0.8 1.2 2.7 0,9970 99.8 0.013 1.34
Gemcitabine 4.5 5.5 7 0,9838 99.9 0.047 0.81
Irinotecan 0.75 1.1 1.4 0.9677 101.8 0.013 1.21
Epirubicine 0.2 0.35 0.45 0,9879 102.3 0.007 2.30
Cisplatine 0.09 0.17 0.3 0,9914 103.7 0.004 1.56
Docétaxel 0.38 0.42 0.58 0,9858 93.5 0.014 3.32
Linéarité

Les coefficients de corrélation sont tous supérieurs a 0,9814 excepté pour I'Irinotecan qui
présente un coefficient de corrélation de 0.9677. Les droites de régression des différentes
molécules sont présentées en annexe 1.
Pendant I'analyse, trois points de calibration ont été supprimés pour améliorer la linéarité des
gammes :

- 5FUa50mg/ml;

- Carboplatine a 10 mg/ml ;

- Gemcitabine a 20 mg/ml.

Justesse et précision

La justesse varie de 93,5% a 104,7% respectivement pour le Docétaxel et le Paclitaxel.
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Les résultats montrent que le systéme a été capable de doser tous les composés avec des erreurs
inférieures a 10%.

Les coefficients de variation sont inférieurs a 5% (de 0,71 a 3,32%) pour chaque molécule validant
ainsi une répétabilité supérieure a 95%.

La fidélité intermédiaire est validée sur I'étendue de la gamme. En effet les CV sont tous inférieurs

a 5% pour chaque niveau de CQ (bas, milieu, haut) (tableau 11).

Tableau 11 : Fidélité intermédiaire de la méthode analytique

Concentration théorique Fidélité intermédiaire

Molécules (mg/ml) Ecart type CV (%)

Milieu Milieu Milieu
Paclitaxel 0.3 0.9 2.7 0.040 0.007 0.029 1.32 0.78 1.01
5-FU 3 5.5 7.5 0.050 0.087 0.091 1.68 1.62 1.26
Oxaliplatine 0.2 0.5 0.7 0.003 0.022 0.013 1.27 4.25 1.78
Carboplatine 0.8 1.2 2.7 0.026 0.025 0.024 3.20 2.00 0.89
Gemcitabine 4.5 5.5 7 0.017 0.046 0.076 0.35 0.84 1.19
Irinotecan 0.75 11 1.4 0.020 0.012 0.036 2.66 1.08 2.5
Epirubicine 0.2 0.35 045 0.004 0.011 0.009 2.02 3.16 1.85
Cisplatine 0.09 0.17 0.3 0.002 0.005 0.009 2.53 2.88 291
Docétaxel 0.38 0.42 0.58 0.013 0.015 0.026 3.77 4.16 4.75

Spécificité

Lors de I'analyse des performances qualitatives de 'automate, deux molécules ont présenté des
identifications croisées. Prés de 80% (22/27) des CQ ont été identifiés comme du Paclitaxel au
lieu du Docétaxel et 18,5% comme Docétaxel a la place du Paclitaxel. Ces identifications croisées
ont été majoritaires avec les CQ bas et milieu. Les autres molécules analysées ont été reconnues

avec une spécificité de 100%.

2.4.2. Discussion

Lors de la réalisation des gammes d’étalonnage et des premiers controles qualité, des problemes
ont été rencontrés concernant l'identification du Cisplatine a faible concentration et celle des

molécules diluées dans le glucose.
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En effet, le signal obtenu pour des concentrations de Cisplatine inférieures a 0,1 mg/ml était trop
faible et aucun dosage ne pouvait étre effectué. L’administration du Cisplatine nécessite une
hyperhydratation du patient pour prévenir des effets néphro-toxiques de la molécule. Préparée
dans des poches de 500ml, sa concentration finale dans la préparation est souvent faible et donc
difficilement détectable en spectrophotométrie d’absorption UV. En effet, sa structure chimique
ne comporte aucun groupement absorbant dans 'UV. L’absorption n’est souvent pas suffisante
entre 225 et 800nm. Dans la littérature, ce méme probléme est retrouvé lors de la calibration de
I'automate QCRx® en 2013 par le Centre Hospitalier Intercommunal Aix-Pertuis [106], le signal
obtenu pour des faibles concentrations de Cisplatine était trop faible et aucun dosage n’a pu étre

effectué.

Pour pallier a ce probleme d’identification, des réglages ont été nécessaires par les fabricants de
I'automate. Une partie de la courbe du Cisplatine a été coupée et retirée de la calibration, la

longueur d’onde d’identification a été fixée a 302nm.

Ce probléme d’identification a été également retrouvé pour les molécules diluées dans le glucose
notamment le Carboplatine. Le glucose émet plus que le chlorure de sodium (NaCl) en
spectroscopie UV et donne une empreinte spécifique. Lorsque les préparations sont réalisées dans
des poches de glucose 5%, le spectre du solvant peut se superposer au spectre de la molécule et
peut alors le masquer. De plus, le G5% peut ajouter une absorbance a certaines longueurs d’onde
et créer un écart important entre deux paires de calibrateurs en modifiant ’allure de la courbe.

Pour résoudre ce probléme, les zones d’interférences principales avec le glucose ont été exclues
et le calcul de la concentration a été fixé a une longueur d’onde plus importante ou le G5%
n’interfére pas. La modification de certains paramétres de calibration a donc été nécessaire pour
pallier aux problemes d’identification rencontrés. Chaque calibration a été analysée et validée par

le fabricant.

Les contrdles qualité ont permis de valider la linéarité, la justesse et la répétabilité de la méthode
analytique et de valider les gammes d’étalonnage. Les parametres analysés sont conformes aux
recommandations de I'ICH.

Concernant I'analyse qualitative, des identifications croisées sont retrouvées entre le Paclitaxel
et le Docétaxel. En effet, ces deux molécules présentent un maximum d’absorption autour de
330nm et possedent une structure moléculaire similaire rendant leur spectre d’absorption proche

dans le domaine de I'UV visible (figure 25).
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Figure 25 : Spectre et structure moléculaire du Paclitaxel et Docétaxel dans 1'UV visible
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Les limites de la spectroscopie en terme d’identification sont retrouvées également avec d’autres
molécules de chimiothérapie comme les anthracyclines (Epirubicine, Doxorubicine et
Daunorubicine), les oxaphosphorines (Cyclophosphamide et Ifosfamide) [101] ou encore les

vinca-alcaloides (Vindésine, Viblastine, Vincristine et Vinorelbine) [104].
Pour pallier a ces problemes d’identification, I'automate permet la diminution des pourcentages
de similitude autorisés pour 'identification des tracés spécifiques des échantillons. Ainsi, ils ont

été diminués a 5% pour le Paclitaxel et a 3% pour le Docétaxel.

Une évaluation des performances du systéme Druglog® en routine peut donc étre envisagée.
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1. Analyse des préparations issues de la production

1.1. Matériel et Méthode

Selon les molécules et les voies d'administration, les préparations injectables des produits de
chimiothérapie fabriquées a 'HPCN sont réalisées dans des poches de perfusion (glucose a 5% ou
NaCl a 0.9%), dans des seringues ou dans des diffuseurs portables.

En pratique, les analyses avec 'automate Druglog® ne sont réalisées que pour les poches de
perfusion. Les diffuseurs portables et les seringues ne sont pas adaptés pour un prélévement.

En effet, les seringues peuvent ne contenir qu'un petit volume rendant la perte pour I'analyse non-
négligeable pour le patient. De plus, les préparations réalisées en seringue ne sont en général pas
diluées et la variation du volume final dans la seringue est directement visible par les soignants.

Concernant les diffuseurs, il n'y a pas de site permettant le prélévement d’un échantillon.

Le préléevement des spécialités commerciales non diluées est réalisé par I'intermédiaire de spike
constituant un systéme clos sécurisé. L'introduction de la chimiothérapie dans la poche de solvant
se fait directement par connexion de la seringue au site d’ajout luer lock du prolongateur.

C'est ce méme site d’injection qui a été utilisé pour le préléevement des échantillons apreés

homogénéisation des poches et ringage de la tubulure par aspirations refoulements (figure 26).

Figure 26 : Site de prélevement de I'échantillon

Le prélevement des échantillons est réalisé dans les préparations destinées aux patients pour
chaque molécule dont la gamme d’étalonnage a été validée. Cette analyse a été effectuée sur trois

mois, a postériori, en dehors des temps de préparation et sans conséquence sur la libération.

69



TROISIEME PARTIE : Evaluation des performances de I'automate Druglog® en routine

1. Analyse des préparations issues de la production

Chaque préléevement est ensuite introduit dans une cuvette de mesure pour son analyse par
I'automate. Un blanc de référence est réalisé préalablement en fonction du solvant de dilution
utilisé.
Les résultats sont reportés sur un fichier Excel® de travail reprenant :

- len° d’ordonnancier de la préparation ;

- lapréparation testée : dose, volume final de la préparation et concentration théorique ;

- les résultats qualitatifs : identification de la molécule ;

- les résultats quantitatifs : concentration mesurée et erreur relative sur la concentration.

Concernant les résultats quantitatifs, la limite d’acceptation des erreurs relatives sur la
concentration a été fixée a + 10%. En effet, pour la pharmacopée européenne une marge de +/-
10% par rapport ala dose cible est un critére de qualité acceptable pour une chimiothérapie [105].
Dans la littérature, on retrouve des limites fixées jusqu'a +15% [35,102,107-109] qui permettent
de tenir compte des variations concernant la reconstitution, les matieres premiéres ainsi que le
volume de sur-remplissage des poches de solvant. En effet, les poches de solvant issues de
I'industrie pharmaceutique sont sur-remplies et présentent un volume réel supérieur au volume
théorique inscrit sur I'emballage. Des erreurs relatives de sur-remplissage égalesa 7,9% et 10,2%
ont été respectivement rapportées sur des poches de 250 ml et 500 ml de G5% [110].

Pour pallier a ces écarts certains établissements évaluent le sur-remplissage de chaque lot de

solvant utilisé.

Un taux de sur-remplissage moyen de 5% basé sur les données fournies par notre fournisseur
Fresenius a été pris en compte pour nos calculs quantitatifs. De plus, les tubulures connectées a la
poche de chimiothérapie sont purgées avec le solvant de dilution conformément au chapitre 7.6
des BPP [3]. Ce volume de purge doit également étre pris en compte afin d’obtenir le volume
exacte d'une poche purgée. Le volume moyen des prolongateurs que nous utilisons a été évalué

a 3 ml et 4 ml en présence d’un filtre sur la ligne.

Ainsi, les préparations ont été définies comme conformes lorsque :
- lamolécule était correctement identifiée par 'automate ;
- la concentration en principe actif appartenait a l'intervalle de + 10% de la concentration
théorique de la préparation ;

- le controle visuel de la préparation était conforme.
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1.2. Résultats

La période de test des poches en production s’est déroulée sur trois mois; 773 tests ont été
réalisés. Pour chaque molécule, les erreurs relatives moyennes (ERmoy), minimales (ERmin), et
maximales (ERmax) sur les concentrations ont été évaluées ainsi que la répartition des écarts de

dosage supérieurs a 10% et a 15%. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 12 : Résultats des tests en production

Volecule Nb de Identification |ER moy| | [ERmin-ERmax] | Nb dosage avec  Nb dosage avec
dosage (%) (%) (%) |ER|> 10% |[ER|> 15%
Paclitaxel 141 100 9,75 [0,55-39,9] 52%(73/141) 16%(22/141)
5FU 151 100 12,7 [0,8-28,8] 67%(101/151)  43%(66/151)
Oxaliplatine 140 100 15,1 [0,1-35,7] 81%(114/140) 44%(62/140)
Carboplatine 123 100 14,3 [0,0-41,2] 63%(78/123)  41%(51/123)
Gemcitabine 71 100 13,3 [0,0-26,5] 75%(53/71) 31%(22/71)
Irinotecan 38 100 14,2 [0,1-19,4] 79%(30/38) 61%(23/38)
Epirubicine 70 100 4,4 [0-31,5] 4% (3/70) 4% (3/70)
Cisplatine 31 100 12,8 [0,8-31,3] 61%(19/31) 35%(11/31)
Docétaxel 8 75 11,4 [7,7-24,6] 37,5%(3/8) 12,5%(1/8)

L’identification de la molécule a été conforme pour huit molécules sur les neuf testées. Des
identifications croisées sont retrouvées entre le Paclitaxel et le Docétaxel (figure 27). Cependant,

le double controéle visuel de la poche était conforme.

Figure 27 : Identification croisée entre le Paclitaxel et le Docétaxel

Analyze cuvette: Results:

Paclitaxel 0,30 mg/mL

oo\ *T Docetaxel 0,35 mg/mL
) <
) &
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Les erreurs relatives moyennes sur la concentration varient de 4,4% a 15,1% respectivement
pour I'Epirubicine et I'Oxaliplatine. Les erreurs relatives maximales sont comprises entre 19,4%
pour I'lrinotécan et 41,2% pour le Carboplatine.

Concernant la conformité quantitative des préparations c’est-a-dire avec une erreur relative <
10%, seule I'Epirubine présente des résultats acceptables, conformes pour 96% des échantillons
testés. Pour les autres molécules, les préparations testées ne sont pas conformes allant de 37,5%
des tests pour le Docétaxel a 81% pour I'Oxaliplatine.

Ce taux de non-conformité tend a diminuer si on s’intéresse aux erreurs relatives sur la
concentration < 15% mais ne permet pas d’obtenir des résultats acceptables sauf pour le
Paclitaxel. En effet, sur 141 échantillons de Paclitaxel testés, la moitié s’écarte de + 10% de la

concentration théorique attendue mais seulement 22 présentent un écart >15%.

Les représentations graphiques des erreurs relatives de chaque échantillon sont présentées sous
forme de waterfall plot (figure 28).
Cette représentation met en avant la surestimation des concentrations mesurées pour le
Paclitaxel, 1'Oxaliplatine, le Carboplatine et le Docétaxel qui présentent des erreurs relatives
strictement supérieures a 10% tandis que les concentrations mesurées de Gemcitabine,
d’Irinotécan, de 5FU et de Cisplatine sont pour la majorité sous-estimées par l'automate
(inférieures a -10%).
Pour I'Epirubicine, trois résultats paraissent aberrants aux regards de 'ensemble des résultats.
En effet, deux échantillons présentent une concentration surestimée avec une erreur relative
jusqu’a +25% et un échantillon avec une sous-estimation de sa concentration (ER=-31,5%).
Nous nous sommes interrogés par la suite sur la répartition des erreurs relatives en fonction de
la concentration de la molécule testée (figure 29).
La représentation graphique ne met pas en avant d’erreur systématique sur les concentrations.
De plus, pour une méme concentration définie par les doses banding, on observe des variations
importantes des erreurs relatives :

- de 0,55% a 39,89% pour le Paclitaxel a 0,46 mg/ml ;

- de3,13% a 20,59% pour le Paclitaxel a 0,51 mg/ml ;

- de 6,87% a 16,18% pour 'lIrinotecan a 0,75 mg/ml ;

- de7,81% a18,31% pour I'lrinotecan a 0,86 mg/ml ;

- de 0,8% a 22,5% pour la Gemcitabine a 5,2 mg/ml ;

- de1,1% a 26,5% pour la Gemcitabine a 5,75 mg/ml ;

- de 2,1% a 20% pour I'Oxaliplatine a 0,45 mg/ml.
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Figure 28 : Représentation graphique des erreurs relatives sur les concentrations: waterfall plot
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Figure 29 : Répartition des erreurs relatives en fonction de la concentration
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1.3. Discussion

Les résultats qualitatifs sont concluants exceptés pour deux échantillons de Docétaxel présentant
une identification croisée avec le Paclitaxel. Ce probléme rencontré plus largement pendant la
calibration de I'automate n’a donc pas été totalement résolu par la diminution des pourcentages
de similitude autorisés pour l'identification des tracés spécifiques des échantillons. Cependant les
huit échantillons de Docétaxel qui ont pu étre testés ne peuvent pas étre représentatifs de la
production. Des tests supplémentaires semblent nécessaires pour confirmer ou non la survenue

d’identification croisée.

Les premiers tests avec I'automate Druglog® sont décevants et de tels taux de non-conformité ne
sont pas retrouvés dans la littérature. En effet, Nardella et al. [102] avec le QCRx®, Dziopa et al.
avec le Multispec® [103] et Chouquet et al. avec le QCRx® [104] trouvent respectivement des taux
de NCde 1,52%; 1,49% et 5,6%. Delmas et al. [37] et Castagne et al. [107] avec la méthode HPLC
révelent des taux de NC de 7, 7% et 8,8%.

Sur les neuf molécules testées, I'automate n’est capable d’identifier et de quantifier correctement
que I'Epirubicine.

Larépartition des ER semble aléatoire et ne parait pas corrélée a la concentration des échantillons.
De plus, les résultats montrent que pour une méme concentration, les concentrations mesurées
peuvent varier du simple au double malgré une calibration de I'automate validée selon les
recommandations de I'ICH. Suite a ces résultats surprenants, nous nous sommes interrogés sur
notre processus de fabrication et notamment sur les éléments qui pourraient expliquer ces
résultats.

Nous avons envisagé des problémes d’homogénéisation des préparations qui pourraient
expliquer les variations importantes de la justesse des mesures pour une méme concentration.
Certaines molécules comme le Paclitaxel sont des produits huileux trés peu solubles dans I'eau
rendant leur homogénéisation plus difficile. Ces problemes de solubilité peuvent étre en partie
expliqués par la chimie de la molécule. Le Paclitaxel est un complexe diterpénoide comportant de
nombreux substituants hydrophobes. Il ne comporte aucun groupe fonctionnel ionisable et, de ce
fait, un changement de pH ne modifiera pas sa solubilité [111-113].

La bonne homogénéisation des préparations est une condition indispensable a la réalisation d'un
contrdle analytique. Le prélevement réalisé doit étre représentatif de la préparation a controler.

En effet, la mauvaise homogénéisation des préparations est une des principales causes de non-
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conformité retrouvée dans la littérature. Par exemple, le taux de non-conformité des préparations
de I'Hopital Européen Georges Pompidou en 2012 était pour 50% des cas lié a un probleme
d’homogénéisation. Dans I'étude de Bazin et al en 2014, un second prélévement aprés
homogénéisation a permis de diminuer le taux de non-conformité de 90% [101].

Dans notre étude, les dosages ayant été réalisés a postériori, nous n’avons pas pu effectuer de
deuxiéme prélevement.

Les problemes de sur et sous concentration rencontrés pourraient donc étre en partie expliqués
par une mauvaise homogénéisation des poches. De plus, l'utilisation d'un méme site pour
I'injection des produits de chimiothérapie et le prélévement des échantillons peut étre source de
sur ou sous concentration lié a un mauvais rincage de la tubulure. Un rappel des bonnes pratiques
d’homogénéisation et une procédure pour 'homogénéisation des poches de chimiothérapie

(annexe 2) ont été réalisés suite a cette période de test.

Nous pourrions également remettre en cause la conformité des volumes de principe actif prélevés
pour la fabrication des préparations de chimiothérapie. Cependant, le double controle visuel était
conforme pour I'ensemble des préparations testées. Un dosage externe des poches pourrait

confirmer la conformité des préparations fabriquées a 'HPCN.

Enfin, nous pouvons nous interroger sur les performances analytiques de I'automate Druglog®

dans le contréle des chimiothérapies injectables.
Pour répondre a ces questions, nous avons imaginé une comparaison avec une méthode de

contrdle existante et éprouvée. Nous avons ainsi sollicité I'institut de cancérologie de I'ouest (ICO)

Paul Papin qui utilise I'automate QCRx® en routine.
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2. Comparaison des performances entre 2 automates : Druglog® et QCRx®
2.1. Matériel et Méthode

Pendant une semaine, les poches issues de la production de ’'HPCN ont été testées a la fois par
I'automate en test Druglog® et par le QCRx®, automate de controéle utilisé en routine par I'Institut

de Cancérologie de I'Ouest Paul Papin.

2.1.1. Caractéristiques et fonctionnement de I'automate QCRx®

L’automate QCRx® a été développé par la société francaise Iconeservice®. Il se compose de deux
parties distinctes : un passeur d’échantillon et une unité de détection.

Le passeur d’échantillon dispose d'une tourelle de préléevement qui permet de réaliser
automatiquement les dilutions et d’'un systéme de rincage et d’élimination des déchets.

Le module de détection est composé de deux spectromeétres : un spectrometre d’absorption UV-
visible et un spectrometre d’émission Raman. Les cuves de détection sont disposées en série. Le
portoir d’échantillon peut accueillir jusqu’a 100 flacons d’échantillons.

Le pilotage de 'automate est réalisé par le logiciel QCRx Analyses® qui permet également de gérer
les protocoles, réaliser les analyses, les gammes d’étalonnages ainsi que leurs validation. La mise
au point des méthodes et la gestion des librairies sont réalisées a I'aide du logiciel QLAnalyst®. Il
permet de gérer et modifier les gammes d’étalonnage, modifier les zones spectrales, paramétrer
et modifier les librairies de références. Enfin, un logiciel QS Validation® permet une importation
des données relatives a la préparation (nom de la molécule, volume de produit, volume de

solvant...) afin de les confronter aux résultats obtenus sur I’échantillon.

L’identification et la quantification des échantillons sont basés comme pour 'automate Druglog®
sur un principe de comparaison des spectres acquis avec des spectres préalablement enregistrés
dans une base de données comportant des spectres UV mais également des spectres Raman.
L’identification est réalisée par comparaison de I'aspect global du spectre UV-visible acquis avec
les spectres présents dans la librairie. Lorsque le spectre UV-visible ne permet pas la
discrimination des molécules, I'identification est réalisée avec les spectres Raman dans des zones
spectrales préalablement déterminées et sélectionnées.

L’identification du solvant de dilution est réalisée par spectrométrie Raman. La quantification est
réalisée apres l'identification du spectre de référence, a I'aide de la droite d’étalonnage selon la loi

de Beer-Lambert.
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2.1.2. Méthode

Les échantillons ont été prélevés a I'aide d’'une seringue (BD, Luer Lock) par 'intermédiaire du
site d’'injection (Luer lock) des poches de chimiothérapie aprés une procédure d’homogénéisation.
Chaque prélevement a été réparti de la maniere suivante: 1ml dans une cuvette d’analyse pour

I’automate Druglog®et 1 ml dans un vial en verre pour analyse par le QCRx® (figure 30).

Figure 30 : Evaluation des performances des 2 automates : principe
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Les parametres quantitatifs et qualitatifs étudiés ont été identiques a ceux utilisés pour I'analyse
des poches en routine de ’'HPCN. Les résultats sur la concentration mesurée ont été considérés
conformes dans lintervalle [90-110%] conformément a la limite que nous avions fixée

préalablement, méme limite fixée par I'lCO Paul Papin lors de leurs analyses en routine.
Les résultats ont été reportés dans un fichier Excel® et tiennent compte du sur-remplissage de 5%

des poches de solvant. Une analyse descriptive des résultats qualitatifs et quantitatifs a été

réalisée ainsi qu’une analyse statistique.
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2.2. Analyse statistiques

Un test statique de Mac Nemar a été utilisé pour comparer la proportion des échantillons
présentant une erreur relative sur la concentration mesurée inférieure ou égale a 10%. Les

analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Xlstat®.

Le test de McNemar est un test non paramétrique pour des données appariées qui évalue si un
changement statistiquement significatif des proportions s'est produit au sein de la méme
population. Ce test tout particuliérement utilisé dans le cadre des données appariées « avant -
apres » [114].

Il repose uniquement sur les effectifs des paires discordantes et n’est valide que si le nombre total
de paires discordantes est suffisamment important (un effectif de 10 est souvent retenu) [115].

Un tableau de contingence 2x2 permet d’effectuer la statistique de test (tableau 13).

Tableau 13 : Tableau de contingence: principe

Conforme Non Conforme

Conforme

Non conforme

Dans notre étude, le méme échantillon est testé deux fois, une fois avec la machine Druglog® et

une fois avec le QCRx®.

Les hypothéses du test sont les suivantes :
- HO:la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme avec
les 2 automates
- H1: la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est différente
avec les 2 automates

Une des méthodes est donc plus performante que 'autre.
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Dans ce test il est tenu compte uniquement des valeurs discordantes c'est-a-dire celles qui ont une
valeur différente entre les deux mesures. Le test a été réalisé sur les valeurs absolues des erreurs
relatives.

Le tableau de contingence est le suivant :

Tableau 14 : Tableau de contingence de la statistique de test

ER<10%
ER>10%

Druglog®

La statistique de test va consister a comparer le nombre d’apparition de I'’événement avec

l'utilisation de 'automate Druglog® puis de I'automate QCRx®. La statistique est la suivante :

(b—c)2
x2 ===
b+c

Lorsque les valeurs théoriques par cellules sontinférieures a 5 ou lorsque b+c < 30, une correction

de continuité de Yates doit étre appliquée. Dans ce cas la statistique de test est la suivante :

X2 = = bc-l-cl)2

La valeur du x2 obtenue va étre comparée a la valeur critique que nous renvoie la loi de
distribution du x2 a 1 degré de liberté.

La p-Value du test est ensuite calculée pour conclure définitivement sur le modéle.

Une p-value < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative pour des tests bilatéraux.

2.3. Résultats

Une synthese des résultats de comparaison des 2 automates par molécule est disponible en

annexe 3.

2.3.1. Analyse descriptive

Au total, 260 échantillons ont été prélevés pendant une semaine a 'UCR de I'Hopital Privé du
Confluent puis testés avec les automates Druglog® et QCRx® de I'ICO.
Concernant 'analyse qualitative, les échantillons testés ont été tous correctement identifiés par

les deux automates.
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Les résultats quantitatifs figurent dans le tableau 15 et présentent le nombre et le pourcentage
des échantillons avec une erreur relative sur la concentration mesurée entre 0-5%; 5-10%; 10-

15%, et >15% pour chaque molécule.

Tableau 15 : Analyses quantitatives des erreurs relatives sur les concentrations

Molécules Total Erreur relative (%)
N

Paclitaxel 77 | 31| 40,26 | 12 | 15,58 | 17 | 22,08 | 17 | 22,08 | 23 | 29,87 | 51 [ 66,23 | 3 | 390 [0 | 0
5FU 29 0 0 0 0 1 | 345 [28]9655]29| 100 | 0 0 0 0 0] o
Oxaliplatine 48 0 0 12 | 25,00 | 25 | 52,08 | 11 | 22,92 | 6 | 12,50 | 25 | 52,08 | 13 | 27,09 | 4 | 833
Carboplatine | 33 7 | 21,21 |11 (3333 | 6 1819 | 9 | 2727 | 14 | 4242 | 18 | 5455 | 1 | 303 [0 | ©
Gemcitabine 24 0 0 5 |2083 (104167 | 9 | 3750 |20 (8334 2| 833 | 2]|833 |0 0
Irinotecan 39 0 0 4 1025 | 8 | 2051276924 11]2821|19|4872| 8 | 2051 1| 256
Epirubicine 70 | 47 | 67,13 | 17 [ 2429 | 3 | 429 | 3 | 429 NA

Cisplatine 8 0 0 0 0 2 |2500| 6 | 7500 6 [7500 | 1 | 125 | 1 | 125 |o | ©
Docétaxel 2 0 0 1 | 5000 1 ]5000]| 0 0 1 |5000( 1 ]5000] 0 0 0] o

Pour 'automate QCRx®, les écarts sur la concentration mesurée sont majoritairement inférieurs
a * 5% comprenant 12,5% (Oxaliplatine) a 100% (5FU) des préparations. Prés de treize pourcents

(33/260) des controles sont non-conformes présentant une erreur relative 210% :

- pour le Paclitaxel, 3 NC parmi les 33 résultats non conformes (9,09%) ;
- pour le Carboplatine, 1 NC sur 33 (3,03%) ;

- pour le Cisplatine, 1 NC sur 33 (3,03%) ;

- pour la Ggemcitabine, 2 NC sur 33 (6,06 %) ;

- pour I'Irinotecan, 9 NC sur 33 (27,27%) ;

- pour I'Oxaliplatine, 17 NC sur 33 (51,51%).

Au total, 330 échantillons ont été testés avec 'automate Druglog®. L’Epirubicine n’a pas pu étre
testée par I'lCO qui prépare des solutions pures directement en seringues.

Concernant les résultats obtenus avec 'automate Druglog®, 44,2% (146/330) des échantillons
sont conformes en particulier pour I'Epirubicine et le Paclitaxel. Vingt et un pourcents (69/330)
des erreurs relatives sur la concentration sont comprises dans l'intervalle [10-15%] et 33,3%
(110/330) sont supérieures a 15% :

- pour le Paclitaxel, 34 NC sur les 179 résultats non conformes (19%) ;
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- pourle 5FU, 29 NC sur les 179 résultats non conformes (16,2%) ;

- pour le Carboplatine, 15 NC sur les 179 résultats non conformes (8,38%) ;
- pour le Cisplatine, 8 NC sur les 179 résultats non conformes (4,47%) ;

- pour la Gemcitabine, 19 NC sur les 179 résultats non conformes (10,60%) ;
- PourI'Irinotecan, 35 NC sur les 179 résultats non conformes (19,55%) ;

- PourI'Oxaliplatine 35 NC sur les 179 résultats non conformes (19,55%) ;

- Pourle Docétaxel 1 NC sur les 179 résultats non conformes (0,55%) .

2.3.2. Distribution des résultats

La distribution des erreurs relatives sur la concentration est représentée par un scattergram sur
la figure 31.

Une représentation idéale doit avoir une distribution faiblement étendue, centrée sur 0 et de
petites valeurs extrémes. Sur le graphique, la médiane est représentée par une ligne rouge et

moyenne par la croix rouge.

Figure 31 : Représentation scattergram des erreurs relatives observées par les deux systémes de

controle

Oxaliplatine Irinotecan Gemcitabine Paclitaxel 5FU Carboplatine Cisplatine

Erreur relative (%)

Epirubicine Oxaliplatine Irinotecan Gemcitabine Paclitaxel 5FU Carboplatine Cisplatine Docetaxel

Légende: o Druglog®
@ QCRx®
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Pour I'automate QCRx®, nous observons une faible dispersion pour le 5FU, le Carboplatine, le
Docétaxel, le Paclitaxel et la Gemcitabine, et une dispersion plus importante concernant
I’Oxaliplatine, I'Irinotecan, le Cisplatine signe d'une moins bonne homogénéité des résultats.

Les erreurs relatives moyennes sur la concentration mesurée sont inférieures a 10% pour
I'ensemble des agents thérapeutiques: 6,09%; 7,31%; 3,45%; 0,89%; 9,61%; 5,16%; 4,47 %;
9,23% respectivement pour le Paclitaxel, I'Irinotecan, la Gemcitabine, le 5FU, I'Oxaliplatine, le
Carboplatine, le Cisplatine et le Docétaxel.

La valeur extréme est de + 23,67% pour un échantillon d’Oxaliplatine.

Les écarts type et les intervalles de confiance sur les erreurs relatives sont tous inférieurs a 5% et

confirme la faible dispersion des résultats (tableau 16).

Tableau 16 : Erreurs relatives sur les concentrations attendues avec I'automate QCRx®

Nb échantillons  Erreur moyenne Erreur médiane Ecart type IC norm.

mesurés |%| [%| [%| 95% |%]|

5FU

Carboplatine 33
Gemcitabine 24
Irinotecan 39
Oxaliplatine 48
Paclitaxel 77
Cisplatine 8
Docétaxel 2
Légende :

~ <5%  <10% [ >10%

Concernant le systeme Druglog®, les ER sur I'Epirubicine présentent une faible dispersion avec
trois valeurs extrémes probablement liées a un probléme d’homogénéisation des préparations.

Les autres molécules présentent des résultats largement excentrés de 0 avec peu d’homogénéité.
La dispersion étendue des résultats est confirmée par des écarts type plus importants que pour
I'automate QCRx® allant jusqu’a 13,6% pour le Cisplatine. Les erreurs relatives moyennes sur les
concentrations mesurées sont supérieures a 10% sauf pour le Paclitaxel qui présente une ERmoy

de 9% (tableau 17). Les valeurs extrémes sont plus étendues, jusqu’a - 52,63% pour le Cisplatine.
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Tableau 17 : Erreurs relatives sur les concentrations attendues avec l'automate Druglog®

Druglog®

Nb échantillons  Erreur moyenne Erreur médiane Ecart type IC norm.

mesurés |%]| [%] [%] 95% |%]|

5FU

Carboplatine 33 9,3 7,2
Gemcitabine 24

Irinotecan 39

Oxaliplatine 48

Paclitaxel 77

Cisplatine 8

Docétaxel 2

Légende :

<5% <10% [ >10%
Les intervalles de confiance a 95% indiquent que les deux automates sont capables de mesurer
un résultat inférieur a 2,5% du résultat de I'erreur moyenne (sauf pour le Cisplatine). Dans
I'exemple du Carboplatine, dans 95% des cas, 'automate Druglog® fournira un résultat quantitatif

a 11,3%= 2,5% de la concentration attendue.

Pour certaines molécules, nous observons une distribution opposée entre les deux systemes. En
effet, 'automate Druglog® tend a sous- estimer les concentrations mesurées d’'Irinotécan, de 5FU
et de Cisplatine tandis que 'automate QCRx® tend a les surestimer, et inversement concernant le
Paclitaxel.

2.3.3. Comparaison statistique

Les résultats statistiques du test de Mac Nemar sont présentés pour chaque molécule en annexe

4. Le tableau 18 présente le tableau de contingentement pour I'’ensemble des molécules.
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Tableau 18 : Tableau de contingentement du test de Mac Nemar

Conforme ER<10%

Non conforme ER>10%
29% (75/258) 2,7% (7/258)
Non conforme ER>10% 58,2% (150/258) 10,1% (26/258)

Conforme ER<10%
Druglog®

Vingt-neuf pourcents des échantillons testés sont conformes avec les deux systémes de contrdle,
cependant, 58,2% des tests NC avec 1'automate Druglog® sont conformes avec le QCRx®.
Les tests retrouvés NC par les deux automates représentent 10,1% des cas mais seulement 1,55%

(4/258) des échantillons présentent une erreur relative sur la concentration 215%.

Le test de Mac Nemar effectué pour chaque molécule, conclue a I'hypothese Ha c’est-a-dire a une
différence significative en terme de proportion d’échantillons présentant une erreur relative
<10% entre les deux automates. Une des méthodes est donc plus performante que l'autre
(p<0,0001) au risque alpha=0,05.

Le test statistique de Mac Nemar confirme la supériorité de 'automate de controle QCRx®.

2.4. Discussion

La comparaison des résultats obtenus avec les deux méthodes de controle a permis de répondre
a certaines hypothéses. La premiere concernait les potentiels problemes d’homogénéisation des
poches de chimiothérapies injectables avant prélévement des échantillons pour analyse.

Quatre-vingt-sept pourcents des tests ont été conformes avec 'automate QCRx® et seulement
10,1% des tests étaient NC a la fois avec 'automate Druglog® et 'automate QCRx®. De plus, la
majorité des échantillons de Paclitaxel étaient conformes avec le QCRx® (96%), malgré son
caractere lipophile. Des variations des erreurs relatives pour une méme concentration sont
également retrouvées avec I'automate de contréle QCRx® en annexe 4. Cependant, ces variations

restent dans la limite du seuil de + 10% fixé.

Par conséquent, nous avons pu exclure cette hypothése et valider notre procédure

d’homogénéisation.

Nous avons pu également exclure la deuxiéme hypothese concernant les éventuels problemes de

volumes de principe actif prélevés pour la préparation des poches de chimiothérapies. En effet, le
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taux de conformité global des poches testées avec le QCRx® approche les 90% et s’éleve a 98%
lorsque l'on fixe de seuil de conformité a + 15% de la concentration cible. De plus, le double
controle visuel était conforme lors de la préparation. Ces résultats confirment la conformité du

processus de fabrication des poches de chimiothérapies injectables a 'HPCN.

Enfin, les performances de 'automate Druglog® dans le controle des chimiothérapies peuvent
étre remises en cause. En effet, seulement 44,5% des échantillons sont conformes avec cet
automate. De plus, les erreurs relatives moyennes sur la concentration s’étendent jusqu’a 25%
contre 10% au maximum pour le QCRx®.

La distribution des résultats est beaucoup plus étendue avec 'automate Druglog® et méme

opposée a celle du QCRx® pour certaines molécules.

Si les problemes d’identification rencontrés avec l'automate Druglog® a I'HPCN peuvent
facilement s’expliquer par le manque de spécificité de la détection et par I'absence d’absorption
dans I'UV-visible pour certaines molécules, les problémes de quantification sont plus difficilement
interprétables. En effet, pour toutes les technologies de spectroscopie associant 'UV-visible
(UV/FT-IR, UV/Raman), la quantification des échantillons s’effectue majoritairement dans le
domaine de 'UV-visible. Alors, comment expliquer de telles différences de performances entre
les deux automates ? Pour répondre a cette question, nous nous sommes intéressés de plus pres
au fonctionnement des deux automates.

L’automate QCRx® combine a la fois la spectroscopie UV-visible et la technologie Raman,
permettant une discrimination plus fine des molécules [101,104]. La quantification des
échantillons s’effectue apres sélection des zones spectrales auxquelles les absorbances seront
mesurées. La sélection de ces zones consiste a isoler les bandes spectrales pour lesquelles les
écarts d’absorbance entre les points de la gamme sont les plus importants (variance maximale).
Les concentrations théoriques sont corrélées de facon optimale avec les niveaux d’absorbance des
différents points de la gamme (corrélation maximale).

L’automate QCRx® peut étre fourni avec une base de travail suffisamment riche (librairie et
étalonnages correspondants) pour pouvoir démarrer directement le controle terminal des
préparations. En effet, une librairie de 40 molécules de chimiothérapies, anticorps et antibiotiques
estdisponible. De plus, il permet de créer des gammes d’étalonnage en réalisant automatiquement
une série de dilutions a partir d'une solution mére de concentration définie. Pour chaque molécule,
10 points de gammes peuvent étre réalisés correspondant a des dilutions croissantes (1/50¢me,

1/20¢me, 1/10%me, 1/5eme, 1/4 1/3,1/2 et 1/1,5). Un rincage de l'aiguille et de la seringue de
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prélévement est prévu pour augmenter la précision des dilutions. Le logiciel est ensuite capable
de calculer automatiquement des parametres de la droite d’étalonnage (équation de la droite,
coefficient de corrélation, indice de performance) et de valider la calibration. Apres
I'enregistrement des spectres de références dans la librairie, des bandes spectrales sur lesquelles
la discrimination va étre réalisée sont définies. Lorsque la librairie ne permet pas de différencier
toutes les molécules, une librairie spécifique doit étre créée permettant un second niveau
d’identification. Ces librairies spécifiques permettent de choisir une ou plusieurs bandes
spectrales supplémentaires par rapport a la zone définie dans la libraire générique. Celles-ci se
situent généralement sur les spectres Raman.

Ainsi, dans les études récentes [104,106] sur 'analyseur QCRx®, plusieurs librairies spécifiques
ont été créées pour différencier le Cyclophosphamide et I'lfosfamide, les anthracyclines (6 bandes
spectrales) et les anticorps monoclonaux. Un 3#me niveau s’est révélé nécessaire pour différencier
le Bévacizumab et le Trastuzumab.

Un protocole est ensuite créé pour chaque molécule afin de faire le lien entre I'identification et la

quantification. Chaque étalonnage est donc ajouté a la molécule identifiée.

Pour l'automate Druglog®, l'identification des échantillons est effectuée uniquement dans le
domaine de 'UV-visible sur un seul spectre par molécule contrairement aux différents niveaux
d’identification proposé par I'automate QCRx®.

La quantification s’effectue a une longueur d’onde de mesure automatiquement sélectionnée par
le logiciel pour chaque échantillon et non par sélection préalable de zones spectrales comme pour
I'automate QCRx®.

La concentration est par la suite estimée par extrapolation linéaire entre deux points de

calibration consécutifs.
Les différences en termes de fonctionnement et technologie entre les deux automates pourraient

peut-étre expliquer les problemes d’identification croisée et de quantification identifiés lors des

tests en routine avec 'automate Druglog®.
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Discussion

Le contrdéle analytique des préparations de chimiothérapies injectables s’est beaucoup développé
depuis la publication des BPP. La spectroscopie UV-visible seule ou couplée a la technologie
Raman a montré sa performance dans l'identification et la quantification de molécules
absorbantes dans I'UV-visible. Plusieurs études ont en effet montré les capacités des automates
Multispec®, QcRx® de I'UV au spectre IR et Raman pour l'identification et la quantification des
molécules utilisées en oncologie. Pour autant, les résultats de notre étude concernant 'automate

Druglog® sont décevants et nécessitent d’étre comparés aux autres études publiées sur 'automate.

1. L’automate Druglog® dans la littérature

Dans la littérature, aucun article n’a actuellement été publié sur les performances de I'automate
Druglog® mais trois communications affichées et un mémoire de Master en pharmacie ont été
réalisés par différents établissements.

En 2015, A.Exquis et son équipe de recherche en pharmacie hospitaliere et clinique aux hopitaux
de Genéve, évaluent I'automate Druglog® pour le contréle qualité des chimiothérapies produites
en pharmacie hospitaliére [108]. Treize molécules ont été présélectionnées pour des analyses
avec Druglog®: I'Irinotécan, 1'Oxaliplatine, le Carboplatine, la Gemcitabine, 'Etoposide phosphate,
la Doxorubicine, I'Epirubicine, le Docétaxel, le Paclitaxel, le 5-Fluorouracile, 1'lfosfamide, le

Cyclophosphamide et le Cisplatine.

En 2017, deux communications affichées sont présentées au congres de la SFPO et Hopipharm :
FarhatW et al [116] au CHU de Timone a Marseille, évalue le systeme de controle analytique
Druglog® pour le contréle de 11 molécules de chimiothérapies en routine (Carboplatine,
Cisplatine, Paclitaxel, Doxorubicine, Etoposide, Gemcitabine, Cytarabine, Vincristine et
Cetuximab) sur 265 échantillons tandis que le CHU de Lille [117,118] évalue son utilisation pour

le controle des préparations parentérales au bloc opératoire et aux soins intensifs.
Enfin en mai 2018, I'équipe pharmaceutique du CHU de Reims [119] teste sur un total de 46

échantillons son utilisation sur 5 molécules (Bendamustine, Oxaliplatine, Cisplatine, Etoposide,

5FU) pour la qualification du personnel dans une unité de préparation des chimiothérapies.
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Une étude est actuellement en cours au CHU de Montpellier pour évaluer les performances de

I'automate dans le controéle des chimiothérapies en routine.

1.1. Calibration de I'automate Druglog®

Les méthodologies de calibration de I'automate des différentes études reposent principalement
sur l'utilisation de standard de validation et de contréles qualité comme utilisé pour la calibration
de I'automate a I’'HPCN. Dans I'étude des HUG une étape de validation analytique est faite selon la
démarche de la SFSTP. Cela comprend le controle de la calibration au moyen des standards de
validation et le calcul du profil d'exactitude pour chaque substance.

La calibration est également contrélée aprés deux mois d'utilisation de I'automate. Le CHU de
Lille reprend la méme méthodologie de calibration de l'automate pour le controle des
préparations au bloc opératoire. L’étalonnage est effectué a partir de trois solutions meéres (SM).
Pour chacune, sont réalisés les standards d’étalonnage. Chaque solution étalon (SE) est donc
préparée en triplicat. L’automate fusionne les trois tracés d’'une concentration donnée afin
d’obtenir un tracé moyen d’étalonnage pour chaque SE. Pour la validation de la méthode, chaque
jour, trois autres SM sont réalisées. Afin de valider I'étalonnage, des points de contréles qualité
sont réalisés entre deux SE. Chaque CQ est lu trois fois, afin d’obtenir une concentration moyenne.
Cette étape de validation est réalisée sur trois jours. Le CHU de Timone utilise également plusieurs
CQ placés entre les points de gammes pour s’assurer de la répétabilité et de I'exactitude des
résultats, cependant, la méthodologie utilisée pour la validation des gammes n’est pas précisée de
méme dans I'étude réalisée par le CHU de Reims. L’évaluation de I'appareil de dosage est réalisée
sur trois jours et comprend la sélection des molécules et des gammes d’étalonnages ainsi que 42

tests en routine.

Les parameétres de justesse et répétabilité des gammes d’étalonnages préparées a 'HPCN selon
I'ICH, ont présenté des résultats comparables a ceux retrouvés par les HUG qui montrent que le
systéme a été capable de doser 10 molécules sur 13 avec des erreurs inférieures a 10% pendant
la calibration. Dans cette étude, l'intervalle de tolérance a été fixé a 15% selon les profils
d’exactitude obtenus, sauf dans le cas de la Gemcitabine (20%). Cependant, I'lfosfamide, le
Cyclophosphamide et le Cisplatine n’ont pas pu étre calibré du fait d’'une absorption insuffisante
entre 225nm et 800nm pour une analyse avec I'automate Druglog® [108]. Il en est de méme avec
le 5-FU, Cyclophosphamide et le Cetuximab qui présentent une précision non acceptable dans

I’étude du CHU de Timone [116].
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Sur les 26 molécules initialement envisagées pour le controle des médicaments injectables a
risques dans les blocs opératoires et soins intensifs, cinqg n’ont pas pu étre calibrées dans les
conditions actuelles de paramétrage de l'appareil : pour deux d’entre-elles li¢é au manque
d’absorption en UV (acide tranexamique, héparine sodique), deux autres (céfoxitine et céfazoline)
pour profils d’exactitude non valides, pour la cinquiéme du fait de la trop grande variabilité de
réponse inter-lots du mélange pipéracilline / tazobactam [117]. Pour les molécules validées, les
biais étaient compris entre 0,00% et 7,16%, la répétabilité entre 0,22% et 5,05%, la fidélité
intermédiaire entre 0,31% et 4,37% ; avec une erreur totale comprise entre 0,53% et 8,44%. Pour
trois spécialités (morphine, insuline, kétamine), l1a plage de longueurs d’onde sélectionnable pour
les calculs de concentrations par 'automate a dii étre réduite a une certaine plage de longueurs
d’ondes comme pour le probléme que nous avons rencontré lors de la calibration du Cisplatine a

I"'HPCN.

Concernant le parametre de linéarité, aucune donnée précise n’est retrouvée dans les publications
précédemment citées. Dans notre étude, les coefficients de corrélation des droites de régression
étaient tous supérieurs a 0,999 pour I'automate QCRx®. Pour 'automate Druglog®, ces r? ont
variés de 0,9593 a 0,9862 respectivement pour I'Irinotecan et le Carboplatine. Ces différences
nous amenent a nous interroger sur la linéarité des gammes d’étalonnage obtenues avec
I’automate Druglog®. La calibration de 'automate Druglog® est chronophage et complexe. En effet,
tous les points de calibration doivent étre préparés manuellement sans validation de parametres
de calibration par le systeme (linéarité, répétabilité...). Les données de calibration ne peuvent pas
étre extraites du logiciel par l'utilisateur, a aucun moment le manipulateur ne peut agir ou
exploiter les données de la réponse primaire. La validation de la méthode de dosage de Druglog®
ne peut se faire qu’a I'aide du fabricant ou directement sur les résultats interprétés c’est-a-dire
sur la concentration affichée par 'automate. Seules les données de précision sur chaque quantité
testée permettent alors de valider la gamme. Ainsi pour garder une précision maximale des
résultats, il est nécessaire de choisir des points de gamme rapprochés les uns des autres pour
conserver une linéarité maximale lors de 'extrapolation linéaire du dosage.

Les coefficients de corrélation des droites de régression obtenues avec I'automate Druglog®
restent en revanche proches de 1 et ne permettent probablement pas d’expliquer les problemes

de performances quantitatives identifiées lors des tests en routine a 'HPCN.
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1.2. Performances qualitative et quantitative de 'automate Druglog®

Les performances qualitatives de I'automate évaluées a 'HPCN, présentent des identifications
croisées entre molécules de structures proches (Paclitaxel et Docétaxel). Ce probleme est
rencontré également par le CHU de Lille lors de la calibration des molécules de
cefotaxime/ceftriaxone, lidocaine/ropivacaine/carbocaine malgré la diminution des
pourcentages de similitude autorisés pour l'identification par I'automate Druglog®. Aux HUG, le
systéme n’a pas été capable de différencier la Doxorubicine et I'Epirubicine avec certitude lors de
la calibration. Sur les tests réalisés en routine par I'équipe du CHU de Timone, seul le Paclitaxel et
la Doxorubicine sont identifiés a 100% par I'automate. Le pourcentage de reconnaissance varie
de 99 a 95% pour la vincristine et est inférieur a 95% pour les autres molécules (Carboplatine,
Cisplatine, Etoposide, Gemcitabine, Cytarabine).

Ce manque de spécificité de la détection entre molécules de structures proches et la non détection
de certaines molécules anticancéreuses n'absorbant pas le rayonnement UV-visible sont des
limitations incontournables de 'automate retrouvées par toutes les équipes.

Ce phénomeéne risque de devenir de plus en plus récurrent et fastidieux au fur et a mesure de
I'incrémentation de nouvelles spécialités dans la banque de données. Une automatisation des
restrictions de plages de longueurs d’onde pour les calculs de concentration ou d’adaptation des
pourcentages de similitude pour I'identification des spécialités semble nécessaire a long terme.
De plus, des précautions sont a prendre en cas de changement de marché. Les excipients utilisés
dans la nouvelle formulation galénique pourraient différer de la spécialité enregistrée dans
I'automate, modifiant ainsi le tracé et nécessitant une nouvelle calibration. Ainsi, en cas de
changement de marché des spécialités disponibles a I'h6pital, une vérification de la validité de la

calibration avec la nouvelle spécialité sera nécessaire.

Concernant les performances quantitatives, les résultats obtenus lors de notre étude ne sont pas
concluants et ne correspondent pas aux données disponibles de la littérature pour d’autres
automates de controle. Les potentiels problemes liés a notre processus de fabrication ont été
écartés par I’étude de comparaison des résultats avec une autre méthode de contrdle qui confirme
la conformité des poches de chimiothérapies préparées a 'HPCN ainsi que la bonne homogénéité
des préparations. Pendant la campagne de comparaison des automates, le taux de NC des tests
était proche des 55% lors du controle par 'automate Druglog®. Ce taux semble relativement élevé
en regard des taux de NC retrouvés par les autres études testant I'automate. En effet, I'étude du

CHU de Reims reléve 29% (12/46) de NC (>10%) lors des tests effectués,
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plus particuliéerement avec I'Oxaliplatine diluée dans le G5%. Il suppose un biais de dosage lié aux
différentes polymérisations du glucose variant selon les lots et les volumes des poches. D’autres
tests NC sont retrouvés avec le 5FU, I'Etoposide et la Bendamustine.

Cependant, sur les 159 tests effectués par les HUG sur 10 molécules, le taux de dosage NC (>15%)
est de 1,3% sur I'ensemble des analyses. Si la précision des dosages de Doxorubicine réalisés par
le CHU de Timone a Marseille est supérieure a 95%, elle diminue pour la vincristine et le
Carboplatine et devient inférieure a 90% pour les autres molécules (Paclitaxel, Cisplatine,
Carboplatine, Etoposide, Gemcitabine, Cytarabine). Les disparités concernant les résultats
quantitatifs obtenus par les différentes études sont difficilement interprétables. En effet, les
méthodologies utilisées pour la préparation des gammes d’étalonnage pour la calibration ne sont
pas toujours détaillées, les molécules testées ne sont pas identiques et le nombre d’échantillons
testés variables (46 a plus de 1000 tests dans notre étude) rendant les résultats plus ou moins
représentatifs. Pour une méme molécule, par exemple le 5FU, I'équipe des HUG valide les 15
échantillons testés tandis que celle du CHU de Timone ne peut tester la molécule faute de précision

acceptable lors de la calibration.

Ce constat nous ameéne a nous interroger davantage sur les performances de I'automate Druglog®,
question également soulevée lors de la campagne de comparaison des automates Druglog® et
QCRx® qui a confirmé la supériorité de I'automate QCRx® dans le controle des préparations de
chimiothérapie.

Par ailleurs, elle a permis de mettre en avant certains points forts et points faibles de I'automate

Druglog®, également identifiés par les équipes ayant testé 'automate [108,116,118,119].

2. Forces et faiblesses de I’automate Druglog®

Les forces et les faiblesses de ce nouvel automate de contréle décrites par les études

précédemment citées peuvent étre discutées selon plusieurs critéres.

2.1. Facilité d’utilisation

Le spectrophotomeétre Druglog® est considéré comme étant relativement simple a utiliser.
Cet automate peut étre rapidement pris en main par un personnel non spécialisé [108]. Son
utilisation intuitive est confirmée et adaptée dans le cadre d’'une pratique courante dans les unités

de soins et ne nécessite pas de formation particuliére [117].
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Néanmoins, sa calibration nécessite une bonne connaissance du principe de fonctionnement et

devient fastidieuse si une large gamme de concentrations est utilisée [117].

2.2. Rapidité d’analyse

Elle a été mesurée par les HUG pour vingt préparations. Le temps total pour une préparation, c’est-
a-dire le temps de prélévement en isolateur plus le temps d’analyse et de traitement des résultats,
a été évalué en moyenne a 2 min pour une préparation diluée dans le NaCl 0,9% et a 2,5 min pour
celles diluées dans le G5%. Le traitement du résultat demande de calculer manuellement ou a
I'aide d’un fichier Excel® la concentration cible a partir de la fiche de fabrication, de noter le
numéro de lot, le nom de la molécule et les résultats d'analyse. Un traitement informatisé
permettrait donc d'améliorer la rapidité. En effet, la durée de 1'analyse est en elle-méme tres
courte, car les deux mesures (une pour la référence et une pour l'échantillon) sont quasi
instantanées (2 a 3 secondes).

Sa rapidité d’analyse est donc compatible avec un contréle analytique libératoire et n'impacterait
pas significativement le délai de mise a disposition des préparations aux services de soins.

De plus, 67% de la production des chimiothérapies a 'HPCN étant réalisée en dose standard, le

contrdle par I'automate Druglog® pourrait s’effectuer a chaque campagne de fabrication et

n'impacterait donc pas du tout le délai de mise a disposition des préparations pour le patient.

2.3. Sécurité

Elle a été globalement percue comme étant plutét insatisfaisante lors des manipulations par les
opérateurs des HUG [108]. Leurs remarques concernent notamment le risque de contamination
de l'isolateur a cause de l'instabilité des cuvettes de mesures, de leur étroitesse et de la nécessité
de placer un bouchon alors qu'elles sont ouvertes et remplies de chimiothérapie. Ce risque de
contamination a la fois du personnel et de I'environnement est souvent retrouvé lors de
I'utilisation d’un controle analytique terminal. L’équipe de la pharmacie de I'h6épital Henri Mondor
a Paris, a évalué par des techniques simples, la présence ou I'absence de contamination par les
molécules de chimiothérapie au niveau de leur analyseur Multispec® et la quantification aprés 6
mois de fonctionnement. Ils concluent a une contamination évidente essentiellement au niveau

du site d'injection sur la cuvette, mais aussi sur I'appareil lui-méme [120].
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Pour pallier ce probléme, les fabricants de I'automate Druglog® ont mis au point un nouveau
systéme Luer-Lock sur la cuvette, permettant de prélever, analyser puis récupérer I'ensemble de
la préparation a injecter. Celles-ci n’ont cependant pas pu étre testées pendant ce travail.

Concernant la sécurité en terme de tragabilité, les résultats ne peuvent actuellement pas étre
reliés au logiciel informatique utilisé pour la préparation des chimiothérapies et prédispose donc
aux erreurs de calcul et retranscription. Les conséquences d'une erreur lors du calcul de la
concentration peuvent étre le rejet d'une préparation conforme (faux positif) ou l'acceptation
d'une préparation non-conforme (faux négatif). L'élaboration d'une interface informatique entre
le logiciel de préparation et celui de I'automate permettrait donc également une sécurisation du

processus de controle.

Un autre risque non-négligeable estl'interversion d'échantillons. En effet, les cuvettes ne sont pas
étiquettables en raison du faisceau de lumiére UV qui doit pouvoir les traverser pendant les
mesures. C'est pourquoi toutes les analyses doivent étre faites au fur et a mesure de chaque

préparation. Un moyen d’identification compatible avec I'appareil d’analyse devra étre recherché.

2.4. Charge de travail

Comme en témoignent les différences d'appréciation plutot marquées des opérateurs des HUG, la
charge de travail supplémentaire est percue trés différemment selon les personnes. Cependant,
les réponses les plus fréquentes montrent que celle-ci est globalement jugée acceptable par le
personnel [108].

Le temps pour calibrer I'appareil et pour passer les standards de validation des dix molécules a
été évalué a une journée compléte avec deux personnes par les HUG. Ce temps parait relativement
court dans la mesure ou la méthode de calibration utilisée nécessite une répétition des controles
sur plusieurs jours afin de valider les gammes d’étalonnage. Ce temps n’a pas été évalué dans notre
étude mais la méthodologie que nous avons utilisée a nécessité plusieurs jours de calibration par
molécules. De plus, la calibration s’est avérée fastidieuse a certains moments, notamment en
raison de la nécessité d’interpréter les résultats de calibration. En effet, cette interprétation n’est
pas réalisable par le logiciel lui-méme. Ce constat est également soulevé par 'équipe de Lille qui
conclue ala difficulté de déployer largement I'automate dans les unités de soins tant que le logiciel

ne peut effectuer 'analyse de la calibration [117].
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2.5. Intérét

L’intérét de I'automate Druglog® peut étre remis en question comme pour toutes les méthodes
analytiques invasives. En effet, les préparations réalisées en seringues, en pompes ou diffuseur ne
peuvent étre contrélées du fait de leur trop faible volume et de 'absence de site de prélévement.
Le volume nécessaire de solution a prélever dans la préparation a analyser est de 1ml,
représentant respectivement 2%, 1%, 0,4%, 0,2%, 0,1% des poches de 50ml, 100ml, 250ml],
500ml et 1000ml. Il peut paraitre négligeable mais si un second prélévement est nécessaire,
jusqu’a 4% du volume de la poche peut étre prélevé.

En 2017, Chouquet et al. montrent les limites d’'une méthode analytique (QCRx®) pour le contréle
des préparations de chimiothérapie pédiatriques [104]. Des faibles doses prescrites découlent 2
problématiques : le volume de principe actif prélevé et la concentration finale de la préparation.
Le prélevement d’échantillons n’est pas réalisé si le volume de la poche est inférieur a 20ml.
Nardella et al. fixent cette limite aux poches dont le volume n’excéde pas 50 ml [102]. De plus, la
majorité des NC obtenues lors du controle de préparations pédiatriques sont liées au manque de
sensibilité de 'automate pour les faibles concentrations.

Depuis quelques années, une méthode analytique non invasive basée sur la technologie Raman
semble prometteuse pour le controle qualitatif et quantitatif des préparations directement a

travers le contenant [82,121-124].

Une autre limite des méthodes analytiques de controle par spectroscopie UV, est la difficulté
d’analyse des molécules n’absorbant pas ou peu dans le domaine de I'UV-visible. Une minorité de
molécules de chimiothérapie ne peut donc pas étre analysée par cette méthode (exemple:
Cyclophosphamide, Ifosfamide, Cisplatine). De plus, les molécules a spectres proches, ne peuvent
pas étre identifiées spécifiquement par I'analyse UV-visible. D’autres techniques basées sur les
temps de rétention des molécules (HPLC/UV) ou sur les spectres IR ou Raman peuvent étre
utilisée pour discriminer ces molécules [58,101,125,126]. Cette méme difficulté est rencontrée
avec les anticorps monoclonaux, de plus en plus utilisés dans la prise en charge des patients
atteints de cancer. En effet, ce sont des protéines qui présentent des spectres similaires en
spectrophotométrie UV. L’automate Druglog® n’est donc actuellement pas adapté au contrdle des
anticorps monoclonaux.

Bazin et al. réussissent a identifier et doser sept anticorps différents avec 100% de reconnaissance
et une méthode de dosage exacte et précise (respectivement 6,0 et 8,1%) a l'aide de 'automate

Multispec® [79] par I'IR.
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Mais cette discrimination entre anticorps est liée davantage a la formulation des excipients de
chaque anticorps qu’a leur structure primaire, la structure secondaire ne pouvant étre évaluée en
raison de I'absorption de I'eau a 1650 cm-1. Le QCRx® permet également le controle des anticorps
grace a la création de librairies spécifiques relatives aux spectres Raman des molécules [106]. Plus
récemment, Jaccoulet et al. utilisent pour la reconnaissance de trois anticorps (Bévacizumab,
Infliximab, Rituximab) la spectroscopie UV en dérivée seconde avec la technique FIA/HPLC

couplée a une méthode d’appariement par les moindres carrés [73].

2.6. Coilit économique

Le concept « pay per use » développé par les fabricants de I'automate Druglog® permet de
s’affranchir de I'achat de la machine et d’adapter les cofits au plus pres de I'activité de production.
Chaque échantillon contrdélé peut coliter 0,78€ a 0,98€ selon le type cuvette utilisée. Si 'on
considere pouvoir contréler 'ensemble des molécules testées dans notre étude (55% de la
production annuelle), le colit annuel du contréle des échantillons serait compris entre 14 250€ et
17 900€, hors colit de maintenance de I'automate. Concernant le colit en personnel, la facilité
d’utilisation de I'automate en routine et sa rapidité d’analyse pourrait permettre d’effectuer le
controle directement par les préparateurs en pharmacie si celui-ci pouvait étre placé sous
I'isolateur ou dans la hotte a flux laminaire. En revanche, le colit nécessaire a la calibration de
I'automate ne peut étre négligé a la fois en terme de temps pharmacien et de consommables. Le
colit pour réaliser la calibration et valider les gammes d’étalonnage des 9 molécules, s’est élevé a
1800<€. Cependant, les molécules sélectionnées pour la calibration ne sont pas les molécules les
plus onéreuses, ainsi ce colit est a évaluer en amont et pourrait étre bien supérieur. Le temps de
calibration n’a pas été évalué dans notre étude mais Bazin et al. ont évalué a 3 mois temps complet

pour calibrer 40 molécules avec 'automate QCRx® par un technicien formé [58].

Par comparaison aux autres méthodes de controle des chimiothérapies, le concept pay per use de
I’automate Druglog® reste trés intéressant et place cet automate dans les moins chers du marché
avec la technique gravimétrique. En effet, les automates de contrdle basés sur les

techniques de spectroscopies (UV/FT-IR ou UV/Raman ou Raman) sont actuellement les plus
onéreux [58]. Nardella et al. estiment a environ 90 000 € I'achat de I'automate QCRx® et environ
12€ par prélevement (consommables et technicien compris) [102]. Les techniques HPLC sont
moins coliteuses mais nécessitent beaucoup plus de temps de développement des procédures

analytiques. Dans I’étude comparative des méthodes analytiques de controle des préparations de
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chimiothérapies de Bazin et al. en 2015 [58], 'analyse SWOT classe le colit des méthodes
HPCL/FIA et gravimétrie parmi les forces et celles des techniques UV/IR, UV/Raman et Raman

parmi les faiblesses des automates.

Le concept du Druglog® est donc intéressant pour sa simplicité d’utilisation, sa rapidité d’analyse
et son concept économique. Cependant, le systeme actuel souffre de plusieurs faiblesses qui le
rendent actuellement peu adapté pour controler les préparations de chimiothérapies. Les points
a améliorer concernent la tragabilité des échantillons, la possibilité d'une interface avec les
logiciels de prescription, le traitement des résultats de calibration mais également les

performances qualitatives et quantitatives de 'automate.

3. Perspectives

Bien que la comparaison des résultats concernant les études réalisées sur I'automate Druglog®
s’avere difficile, le taux des préparations de chimiothérapie non-conformes obtenu lors des tests
réalisés a 'HPCN semble relativement élevé.

Les divergences en terme de résultats obtenus lors des controles qualité de calibration et ceux des
tests en routine, nous ameéne a penser que la méthodologie utilisée pour calibrer I'automate n’est
peut-étre pas représentative de notre processus de fabrication.

Une autre hypothése peu probable pourrait étre une interaction contenant-contenu lors de la
calibration de 'automate ou avec la cuvette de prélevement. Cependant, les cuvettes COC sont
reconnues pour des analyses en UV, et le matériel utilisé pour la calibration n’a été que trés peu

en contact avec les solutions a analyser.

Apres de nombreuses interrogations et discussions avec les fabricants, nous avons décidé de
tester une nouvelle technique de calibration de I'automate plus proche de nos pratiques en
routine. La calibration des neuf molécules a donc été réalisée en condition de production avec le
méme matériel que celui destiné a la préparation des chimiothérapies aux patients. Ainsi, pour
chaque point de calibration pour une molécule donnée, une poche de chimiothérapie est préparée
avec l'utilisation de spikes, de seringues graduées de 1ml jusqu’a 60ml, de poches de solvants de
G5% et NaCl et de tubulures nécessaires a I'administration des chimiothérapies. Les points de
calibration correspondent aux dosages des préparations les plus fréquemment prescrites a
I’'HPCN. Pour chaque molécule, une gamme d’étalonnage a été réalisée et testée directement en

routine. Pendant 10 jours, 390 échantillons ont été ainsi controlés.
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DISCUSSION

3. Perspectives

Les premiers résultats révélent un taux d’erreur relative moyenne a seulement 6% sur ’ensemble
des tests réalisés avec un intervalle qui s’étend de 2 a 9% respectivement pour 'Epirubicine et le
Paclitaxel. Les erreurs relatives maximales sur la concentration varient de 4 a 49 % pour ces 2
mémes molécules. Seuls le Paclitaxel et le Docétaxel ont présenté des problemes d’identification
croisées. Les autres molécules ont été identifiées correctement par 'automate.

Ces nouveaux résultats semblent prometteurs et les tests en routine méritent d’étre poursuivis.
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Conclusion

Pour conclure, ce travail nous a permis d’évaluer les performances de I'automate Druglog® en
activité réelle de production.

L’opportunité de controler les préparations injectables en temps réel grace a un nouvel automate
est intéressante pour la sécurisation de la prise en charge médicamenteuse des patients. Le
controle libératoire par le systeme Druglog® présente un intérét certain d’autant plus que la
majorité des préparations de chimiothérapies a ’'HPCN sont fabriquées a 'avance. Il pourrait
améliorer la fiabilité et la sécurité des préparations, grace a la mise en place d’'un contréle-qualité
analytique libératoire lors des campagnes de préparations des doses standardisées.

Cependant, quelques points restent a perfectionner pour une utilisation en routine.

Nous travaillons actuellement avec les fabricants pour corriger les erreurs d’identification et

améliorer les résultats quantitatifs.

En paralléle, les tests en routine réalisés a la fois sur I'automate Druglog® et I'automate QCRx®,
ont confirmé la validité du processus de fabrication des chimiothérapies a ’'HPCN et ont permis

de mettre en évidence les avantages et les faiblesses du nouvel automate.

Enfin, ce travail nous a amené a réfléchir a une autre technique de préparation des gammes
d’étalonnage plus adaptée a la calibration de 'automate. Les premiers tests en routine suite a la
nouvelle calibration confortent cette idée et ont également amené les fabricants a développer un
module d’aide a la calibration de 'automate directement intégré dans le logiciel. Les calibrations
effectuées nécessitent encore d’étre validées par une méthodologie analytique pour évaluer la

linéarité des gammes, la justesse, la précision et la répétabilité des dosages.

Néanmoins, les résultats des différentes études réalisées sur 'automate Druglog® mettent en
évidences les limites de I'automate pour I'identification des molécules structurellement similaires
et la quantification de certaines molécules. La spectroscopie UV-vis utilisée comme seule
technique ne semble alors pas toujours adaptée au contréle des préparations de chimiothérapie,
notamment pour le contréle des anticorps monoclonaux dont l'utilisation et le développement
sont en plein essor depuis I'arrivée des immunothérapies dans I'arsenal thérapeutique.

Actuellement, I'automate Druglog® est utilisé uniquement pour le contréle des préparations de
ganciclovir au HUG et de certaines molécules couramment utilisées au bloc opératoire au CHU de
Lille. Les performances de 'automate doivent encore étre améliorées pour permettre le contréle

des préparations de chimiothérapies en routine.
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ANNEXES

Annexe 1: Gammes d'étalonnage de I'automate Druglog® : droite de régression
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Annexe 1 : Gammes d'étalonnage de I'automate Druglog® : droite de régression
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Annexe 2 : Mode opératoire pour I'homogénéisation et le prélevement des échantillons destinés

au controle des chimiothérapies injectables

Mode opératoire pour ’homogénéisation et le prélevement

> Homogénéisation des poches de chimiothérapie:

1) ASPIRATION/REFOULEMENT : 2) RETOURNEMENTS:

= ey ‘I:?’
' | Attendre
3a4sec
3 aspirations/refoulements en - Positionner la poche a la verticale
utilisant le plus grand volume - Effectuer 3 retournements lents de la poche
autorisé par la seringue - Attendre quelques secondes entre chaque retournement

» Prélevement pour dosage:

- Prendre une nouvelle seringue pour chaque prélévement
- Effectuer 3 aspirations/refoulements avant chaque prélévement pour homogénéiser la
tubulure

- Prélever un volume de 1 ml d’échantillon et introduire dans la cuvette de mesure
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Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules controlées
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N=77 DRUGLOG® QCRX® Représentation des erreurs relatives en fonction de la concentration : scattergram
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Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules contrélées

Relative error (%)
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Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules contrélées

GEMCITABINE
N=24 DRUGLOG® QCRX® Représentation des erreurs relatives en fonction de la concentration :
IDENTIFICATION 100% 100% scatterqgram
ERREUR RELATIVE MOYENNE (%) 14,21% 3,45%
GEMCITABINE
ER >15% 38% (9/24) 0 000
' °
ER >10% 79% (19/24) 8%(2/24) 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 6 5,0% 86,00 (5] 7%0 8,00
g ©
[ERmin-ERmax] (%) [6,53-22,51] [0,8-11,2] -5,00 e .
o §
-10,00 """'"'"""'""""""""«:"'g"""'o -------
) ]
o
p . . . -15,00
Représentation Waterfall plot des erreurs relatives sur la concentration o
8 ° o
-20,00 g
GEMCITABINE °
0,00 -25,00

@ Druglog @ Qc prep

-5,00

-10,00 - E I NN IR "= = .
H Druglog

B Qc prep

Relative error (%)

-15,00

-20,00

115

-25,00



Relative error (%)

ANNEXES

Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules contrélées
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Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules contrélées
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Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules contrélées
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Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules contrélées
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Annexe 3 : Résultats de la campagne de comparaison des deux automates par molécules contrélées
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Annexe 4 : Résultats du test de Mac Nemar par molécules

OXALIPLATINE

Tableau de contingence:

QCRx®
Conformes Non conformes
ER<10% ER>10%
Conformes

10 2

ER<10%
Druglog®
Non conformes

21 15

ER>10%

Test de McNemar (p-value exacte) /test bilatéral:

Q

|z| (valeur observée)
|z| (valeur critique)
p-value (bilaterale)

alpha

14,087
3,753
1,960
<0,0001
0,05

Interprétation du test:

HO : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme avec les 2

automates

Ha : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est différente

avec les 2 automates. Une des méthodes est donc plus performante que I'autre

Conclusion du test :

La p-value est inférieure au niveau de significativité apha = 0,05, 'hypothése HO est rejetée, et

I’hypothese Ha est donc retenue.

Le risque de rejeter HO alors qu’elle est vraie est inférieur a 0,01%.
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IRINOTECAN

Tableau de contingence:

QCRx®
Conformes Non conformes
ER<10% ER>10%
Conformes

2 2

ER<10%
Druglog®
Non conformes

28 7

ER>10%

Test de McNemar (p-value exacte) /test bilatéral:

Q 20,833
|z| (valeur observée) 4,564

|z| (valeur critique) 1,960
p-value (bilaterale) <0,0001
alpha 0,05

Interprétation du test:

HO : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme avec les

2 automates

Ha:la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est différente

avec les 2 automates. Une des méthodes est donc plus performante que I'autre

Conclusion du test :

La p-value est inférieure au niveau de significativité apha = 0,05, 'hypothése HO est rejetée, et

I'hypothese Ha est donc retenue.

Le risque de rejeter HO alors qu’elle est vraie est inférieur a 0,01%.
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GEMCITABINE

Tableau de contingence:

QCRx®
Conformes Non conformes
ER<10% ER>10%
Conformes

4 1

ER<10%
Druglog®
Non conformes

18 1

ER>10%

Test de McNemar (p-value exacte) /test bilatéral:

Q 13,474
|z| (valeur observée) 3,671
|z| (valeur critique) 1,960
p-value (bilaterale) 0,0002
alpha 0,05

Interprétation du test:

HO : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme
avec les 2 automates

Ha : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est
différente avec les 2 automates. Une des méthodes est donc plus performante

que l'autre

Conclusion du test :

La p-value est inférieure au niveau de significativité apha = 0,05, 'hypothése HO est
rejetée, et I'hypothése Ha est donc retenue.

Le risque de rejeter HO alors qu’elle est vraie est inférieur a 0,01%.
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5FU

Tableau de contingence:

QCRx®
Conformes Non conformes
ER<10% ER>10%
Conformes

0 0

ER<10%
Druglog®
Non conformes

29 0

ER>10%

Test de McNemar (p-value exact) / bilateral test :

Q 27,034
|z| (Valeur observée) 5,199
|z| (Valeur critique) 1,960
p-value (bilatérale) <0,0001
alpha 0,05

Interprétation du test :

HO : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme avec les 2

automates

Ha : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est différente avec

les 2 automates. Une des méthodes est donc plus performante que 'autre.

Conclusion du test :

La p-value est inférieure au niveau de significativité alpha=0,05, 'hypothese HO doit étre rejetée, et

I'hypothese Ha retenue. Le risque de rejeter I’hypothese HO alors qu’elle est vraie est inférieur a

0,01%.
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PACLITAXEL

Tableau de contingence:

QCRx®

Conformes ER<10%

Non conformes

ER>10%
Conformes
41 2
ER<10%
Druglog®
Non conformes
33 1

ER>10%

Test de McNemar (p-value exact) / bilateral test :

Q

|z| (Valeur observée)

|z| (Valeur critique)
p-value (bilateral)

alpha

25,714
5,071
1,960

<0,0001
0,05

Interprétation du test :

HO : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme avec les 2

automates

Ha: la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est différente

avec les 2 automates. Une des méthodes est donc plus performante que I'autre.

Conclusion du test :

La p-value estinférieure au niveau de significativité alpha=0,05, 'hypothese HO doit étre rejetée,

et ’hypothese Ha retenue. Le risque de rejeter 'hypothese HO alors qu’elle est vraie est inférieur

a0,01%.
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CARBOPLATINE

Tableau de contingence:

QCRx®
Conformes Non conformes
ER<10% ER>10%
Conformes

18 0

ER<10%
Druglog®
Non conformes

14 1

ER>10%

Test de McNemar (p-value exact) / bilateral test :

Q 12,071
|z| (Valeur observée) 3,474
|z| (Valeur critique) 1,960
p-value (bilaterale) 0,0005
alpha 0,05

Interprétation du test :

HO : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme avec les 2
automates
Ha : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est différente avec

les 2 automates. Une des méthodes est donc plus performante que 'autre.
Conclusion du test :
La p-value est inférieure au niveau de significativité alpha=0,05, 'hypothese HO doit étre rejetée, et

I'hypothése Ha retenue. Le risque de rejeter I'hypothése HO alors qu’elle est vraie est inférieur a

0,05%.

126



CISPLATINE

Tableau de contingence:

QCRx®
Conformes Non conformes
ER<10% ER>10%
Conformes

0 0

ER<10%
Druglog®
Non conformes

7 1

ER>10%

Test de McNemar (p-value exact) / bilateral test :

Q 5,143
|z| (Valeur observée) 2,268
|z| (Valeur critique) 1,960
p-value (bilaterale) 0,023
alpha 0,05

Interprétation du test :

HO : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est la méme avec les 2
automates

Ha : la proportion des échantillons présentant une erreur relative < 10% est différente avec
les 2 automates. Une des méthodes est donc plus performante que 'autre.

Conclusion du test :

La p-value est inférieure au niveau de significativité alpha=0,05, I'hypothese HO doit étre rejetée, et

I'hypothese Ha retenue. Le risque de rejeter 'hypothése HO alors qu’elle est vraie est de 2,33%.
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Evaluation des performances analytiques d’'un nouveau spectrophotométre destiné
aux controles des préparations médicamenteuses : quelles applications pour le

controéle des chimiothérapies ?

RESUME :

Les avancées technologiques dans le domaine du controle et de l'analytique ont permis le
développement de nombreuses méthodes de contrdle de la préparation des chimiothérapies pour
assurer la qualité et la sécurité de la prise en des patients atteints de cancer.

Récemment, un automate de contrdle nommé Druglog®, basé sur la spectroscopie ultraviolet-
visible a été développé. C'est dans ce contexte que I'hopital privé du Confluent (HPCN) s’est vu
proposer un partenariat avec le fabricant afin d’évaluer les performances analytiques de ce
nouveau systeme.

Neufs molécules ont été ainsi calibrées selon les recommandations de I'International Conference
of Harmonization. Au total, 773 préparations de chimiothérapies ont été testées en routine. En
paralléle, les performances analytiques de 'automate Druglog® ont été évaluées par comparaison
avec une méthode de controle existante et éprouvée (QCRx®).

Le contrdle libératoire par le systéme Druglog® présente un intérét certain d’autant plus que la
majorité des préparations de chimiothérapies a 'HPCN sont fabriquées a 'avance. Il pourrait
améliorer la fiabilité et la sécurité des préparations, grace a la mise en place d’'un contréle-qualité
analytique libératoire lors des campagnes de préparations des doses standardisées.

Cependant, quelques points restent a perfectionner pour une utilisation en routine.
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