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Contexte

Les infections bactériennes liées a la contamination microbienne de DVI peuvent étre traitées par instillation d’une solution concentrée d’ antibiotique a
I'intérieur de la lumiere du cathéter. Cependant, la formation de biofilms dans les DVI réduit 'efficacité de ce traitement. L'association d’un antibiotique
(e.g. gentamicine sulfate) et EDTA disodique augmente l'efficacité de I'antibiotique contre les biofilms formés in vitro et in vivo (1-2).

Objectifs

LU'objectif principal et spécifique de cette étude était (i) de préparer une solution stérile injectable combinant gentamicine sulfate (GS) et EDTA disodique
(verrou) a des concentrations actives et conditionnée en flacon unidose prét a I'emploi, et (ii) d’évaluer les effets d’une stérilisation terminale sur la stabilité

physico-chimique du cette solution GS/ EDTA disodique.

Meéthode

Une solution stérile commerciale de GS (20 mg/ml) et une solution EDTA disodique (40 mg/ml) ont été mélangées sous plafond soufflant (classe A). La

solution finale gentamicine-EDTA (5 mg/ml-30 mg/ml) a été ajustée a pH 8.5, puis filtrée (0.22 um) dans des flacons en verre ambré (type | ; 5 ml) avant

stérilisation par autoclavage (121°C — 20 min). Le dosage gentamicine-EDTA a été réalisé par une méthode de chromatographie liquide ultra haute

performance (UHPLC) en phase inverse (C18) avec un gradient de phase mobile composé d’une solution d’acide trifluoroacétique et d’acétonitrile. Deux

meéthodes de complexations ont été réalisées: la premiere méthode consiste a complexer la GS et la phtalaldéhyde et la deuxieme I'EDTA avec du sulfate de

cuivre. L'élution d’EDTA disodique (1 min) et des 4 composes (C1, Cla, C2 et C2a) de GS (10-14 min) a été réalisée par gradient de phase mobile. La détection
de I'EDTA disodique et de la GS a éteé effectuée a 330 nm. La dégradation forcée de I'EDTA et de la GS a été réalisée en utilisant du NaOH, HCL, H202 et 'UV.
Le dosage des impuretés respectives a été reéalisé: la sisomicine (7.2 min) pour la GS et I'acide nitrilotriacétique (0.85 min) pour I'EDTA.La validation analytique

des dosages UHPLC GS/ EDTA disodique a été réalisée selon les recommandations de la Conférence Internationale d’"Harmonisation (2).

Reésultats

Aucune modification macroscopique de la solution gentamicine-EDTA n’a été notée apres
autoclavage. Aucune particule visible n’a été détectée par mirage. Le taux de particules
invisibles et 'osmolalité, avant et apres autoclavage, n’était pas significativement différent
(€10 um =0.31 et £ 25 um = 0.045 part/ml et 308 mosm/I vs £ 10 um =0.48 et < 25 um=
0.038 part/ml et 310 mosm/l). L'analyse chromatographique de la solution gentamicine-
EDTA, avant et apres autoclavage, ne montrait aucune modification de l'intensité des pics

d’intéréts ou |'apparition de produits de dégradation. Les dosages de gentamicine-EDTA
par UHPLC présentaient une linéarité respective (GS r2=0.997; EDTA r?=0.998) une fidélité
(CV < 5%) et une exactitude (GS : 97,9% -99,8% ; EDTA : 100%-103%) satisfaisantes. Les
limites de détection et de quantification étaient de 7,99 et 24,23 pug/ml pour la GS et de
44,9 et 136 pg/ml pour EDTA. Les résultats de dégradations forcées au NaOH , HCL et a
I’"lUV n‘ont montré aucune dégradation de la GS et de 'EDTA. La réaction oxydative au H202
a montré la dégradation de la gentamicine-EDTA a 91.5% et 96%.

Conclusion

Dans cette étude, une préparation et une methode originale de dosage analytique d’une
solution stérile injectable Gentamicine-EDTA destinée a étre administrée dans des DVI sont
rapportees.

Une étude de stabilité de la solution gentamicine-EDTA (5-30 mg/mL), préalable a la
conduite d’un essai clinique, est en cours pour une durée de 18 mois. Les résultats a JO, J1
et M1 ont montré que la solution est stable a température ambiante.
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Fig. courbe d’étalonnage typique de la validation de
méthode EDTA R?=0.9989;
équation de droite y=321.81x + 2.9286
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Fig. courbe d’étalonnage typique de la validation de méthode
gentamicine R?=0.99 ;
équation de droite y= 24.799x + 21.965
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Fig. Chromatogramme typique du dosage gentamicine-EDTA
selon la méthode de complexation au sulfate de cuivre. Temps
de rétention 1 min
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Fig. Chromatogramme typique du dosage gentamicine-EDTA
selon la méthode de complexation a la phtalaldéhyde. Méthode
de dosage de l'identification de la gentamicine Temps de
rétention des composés C1a:9.5 C2:12.4 C2a: 12.9 C1: 13.1 min



