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Objectif : Le nombre d’infections fongiques invasives ne eegaugmenter et le taux de
mortalité associé a ces pathologies est préoccupdint d’'optimiser le traitement, le suivi
thérapeutiqgue pharmacologique des antimycosiquegregosé (1). Une méthode de dosage
par chromatographie liquide a ultra-haute pressaiplée a un détecteur a barrette de diodes
(UHPLC-DAD) est développée pour doser simultanémtents les antifongiques azolés
utilisés dans la pratique hospitaliere : le micataz(MZ), le fluconazole (FZ), le
kétoconazole (KZ), le posaconazole (PZ), le vorazmbe (VZ), Iitraconazole (1Z) et son
métabolite principal actif, I'hydroxy-itraconazqlelZ).

Méthodes : Dans des tubes en verre de 20 &fl. ml de sérum, sont ajoutés 100 pl de
solution de standard interne (Sl) (20 mg/L d’azazmte dans du méthanol), 500 pul d’une
solution de carbonate de sodium 1,0 M et 5 ml d'nélange de solvants d’extraction
(diethyléther/dichlorométhane/hexane/alcool n-aqudi; 50/30/20/0,5; viviviv). Aprés
bouchage, les tubes sont agités pendant 10 miatimntrifugés a 2000 tours/min durant 11
minutes. On transfert dans des tubes a essai o#, B)5 ml du surnageant que I'on évapore a
sec a 40°C sous un flux d’azote. Les résidus oltesmnt remis en solution avec 70 pl
d’eau/acétonitrile (50/50 ; v/v) et centrifugés @9Q0 tours/min pendant 5 minutes. Les
échantillons ainsi extraits sont analysés par un¢PLC-DAD équipée d'une pompe
quaternaire a solvant, d’'un injecteur, d’'une cobiater§ Acquity BEH C18 (150 x 2,1
mm ; 1,7 um) thermostatisée a 40°C, et du logidgidbrmatique Empower (Waters
Corporatioff, Milford, Massachusetts). Le volume d’échantiliojecté sur la colonne est de
5 ul. La phase mobile est constituée d'acétonitffifbase A) et de tampon aqueux de
bicarbonate d’ammonium 10,0 M a pH 10 (phase Bgsedélivrée a un débit de 0,4 ml/min
selon le gradient suivant ;T35 % A; To: 80 % A ; Ti1: 35 % A. Les longueurs d’onde de
guantification varient de 210 a 260 nm en fonctien’antimycosique analysé (MZ : 210 nm
; FZ 1210 nm ; KZ : 210 nm ; PZ : 260 nm ; VZ :326m ; IZ : 260 nm ; HIZ : 260 nm ; SI :
210 nm) (2). La validation analytique est réaliademoyen du logiciel e-noval (Arlerfa
Résultats :L’ensemble des antimycosiques azolés et le staridihe sont identifiés en 13
minutes avec une bonne résolution. Toutes lesedrai¢ calibration sont linéairad ¢ 0,99).
Pour tous les azolés, la limite inférieure de gifiaation se situe entre 0,05 mg/L et 0,3 mg/L
et la limite supérieure de quantification est demi@/L. La méthode développée convient
parfaitement aux valeurs thérapeutiques habitu€ll®). L’exactitude et la précision intra- et
inter-essais déterminées par notre logiciel deda#ibn sont inférieures a 10 % et 15 %,
respectivement.

Conclusion : Nous avons développé une méthode de dosage pdt@BRD simple, rapide

et spécifique, adaptée au suivi thérapeutigue phestogique des antimycosiques azolés
commercialisés en Belgique.
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