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Résumé — Objectif : La luméfantrine, est un nouvel antipaludéen de synthese utilisé en association avec 1’artéméter
dans le traitement de 1’acces palustre simple chez 1’enfant. Sa mauvaise biodisponibilité impose un suivi des concentra-
tions circulantes pour identifier les échecs thérapeutiques qui sont dus a une mauvaise absorption de ceux qui résultent
d’un phénomene de résistance. Nous avons développé le dosage de la luméfantrine sur spot de sang séché, support
adapté au prélevement et au stockage des échantillons dans des conditions difficiles. Méthodes : Le dosage de la lu-
méfantrine a été réalisé par chromatographie liquide apres extraction liquide-liquide des spots par le mélange acétate
d’éthyle/acide acétique. La séparation est réalisée sur colonne Xbridge® avec une phase acétate d’ammonium pH 4 /
acétonitrile (10/90 v/v) en mode isocratique. La détection est réalisée en UV a 335 nm, avec le tocol comme étalon
interne. Résultats : La luméfantrine et 1’étalon interne sont élués en respectivement 7,1 et 10,3 minutes. La méthode est
linéaire entre 250 et 5000 pg/L. La limite de détection est de 85 ug/L avec une limite de quantification a 250 pg/L. La
précision est satisfaisante (< 10 %), de méme que I’exactitude (biais < 10 %). Les spots sont stables a +4 °C pendant
10 jours, mais une conservation a +25 °C, s’accompagne d’une baisse significative des concentrations. Les concen-
trations résiduelles chez des enfants traités 3 jours par la luméfantrine sont de 490 +152 pg/L. Conclusion : Nous
rapportons une méthode robuste et fiable de dosage de la luméfantrine sur spots de sang séché applicable aux études
pharmacocinétiques et épidémiologiques.

Mots clés : Luméfantrine, CLHP, spot de sang séché

Abstract — Aim: Lumefantrine is a new anti-malarial drug used in association with artemeter in the treatment of
uncomplicated Plasmodium falciparum malaria in children. Poor absorption of lumefantrine needs to monitor concen-
trations to identify the nature of the therapeutic failure. We have developed the determination of lumefantrine on dried
blood spots, which are frequently used to collect and store blood in hard conditions. Methods: Lumefantrine measure-
ment was assayed by liquid chromatography after liquid-liquid extraction procedure using ethyl acetate/acetic acid as
solvent. Separation was performed on a Xbridge® column using ammonium acetate pH 4 / acetonitrile (10/90 v/v) in
isocratic mode. UV detection was set at 335 nm using tocol as internal standard. Results: Lumefantrine and internal
standard are eluted at 7.1 and 10.3 min, respectively. The method is linear from 250 to 5000 ng/L with a good sensi-
tivity corresponding to 85 ug/L for limit of detection and 250 ng/L as limit of quantification. Precision (below 10%)
and accuracy (below 10%) are satisfying. Lumefantrine concentrations were stable in dried blood spot during 10 days
at +4 °C but a significant decrease was observed at +25 °C. Blood residual concentrations in children treated by lume-
fantrine during 3 days were 490 +152 ug/L. Conclusion: We have developed a specific and accurate method to measure
lumefantrine in dried blood spot available to realise pharmacologic or epidemiologic studies.
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Lumefantrine

Fig. 1. Structure de la luméfantrine.

1 Introduction

Le paludisme reste toujours la premiere cause de mortalité
au monde en particuliers chez le jeune enfant de moins de 5 ans
en zone d’endémie [1]. Le développement de la résistance des
différentes especes de Plasmodium et principalement de Plas-
modium falciparum, nécessite de recourir a la mise en place
de nouveaux schémas thérapeutiques basés sur 1’utilisation de
nouvelles molécules et/ou sur de nouvelles associations médi-
camenteuses [1,2].

La luméfantrine ou benflumétol (figure 1) est un antipalu-
déen synthétisé pour la premiere fois en Chine et disponible en
association avec I’artéméter, dans deux spécialités Coartem™
et Riamet™. Bien tolérée par les patients, cette combinai-
son thérapeutique est maintenant la plus recommandée dans
le traitement de premiére ligne de I’acces palustre non compli-
qué dans les pays d’ Afrique en remplacement des monothéra-
pies, devenues inefficaces par ’accroissement de la chimioré-
sistance [3].

D’un point de vue pharmacologique, la luméfantrine en
raison de sa lipophilie présente une biodisponibilité, tres va-
riable d’un sujet a 1’autre et fortement influencée par la prise
concomitante d’un repas riche en graisse [4]. Fortement liée
aux protéines a plus de 99 %, elle est métabolisée par dé-
butylation hépatique pour conduire a la desbutylluméfantrine,
métabolite primaire possédant une activité schizonticide équi-
valente sinon supérieure a celle de la molécule mere [5]. La
demi-vie plasmatique de la luméfantrine est longue d’environ
100 heures. Il a été démontré que la concentration plasmatique
en luméfantrine a 7 jours était un des facteurs prépondérants
pour juger de I’efficacité thérapeutique [1,4,5].

La mauvaise biodisponibilité du produit rend compte de la
nécessité de réaliser des études épidémiologiques et/ou phar-
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macologiques de terrain de facon a imputer un échec thérapeu-
tique a I’apparition de souche plasmodiale résistante et non pas
a une concentration plasmatique trop faible. De telles études
se prétent mal, pour des raisons évidentes (température éle-
vée, transport difficile) a I’obtention et a la conservation de
prélevements plasmatiques. Aussi depuis quelques années, se
développent les prélévements sur spots de sang séchés (SSS),
présentant de nombreux avantages : procédure peu invasive,
faible quantité de sang nécessaire, facilité¢ de transport et de
stockage des échantillons [6]. De nombreuses méthodes de do-
sages d’antipaludéens sur SSS ont été développées au cours de
ces dernieres années [6-8]. L’étude de la littérature rapporte
pour la luméfantrine plusieurs méthodes de dosages chroma-
tographiques sur plasma [9-11] ou sur sang total [12]. Récem-
ment, deux méthodes de dosage sur spot de sang séché ont
été rapportées, permettant soit le dosage de la luméfantrine
seule [13], soit de la molécule mere et de son métabolite [14].

Nous rapportons dans ce travail une méthode de dosage
de la luméfantrine sur spot de sang total apreés une extraction
liquide-liquide. Cette méthode simple et précise a été appli-
quée a une pré-étude de faisabilité au Bénin dans le but d’éva-
luer Iefficacité du Coartem™ dans 1’accés palustre simple
chez I’enfant.

2 Matériel et méthodes
2.1 Réactifs et préparations

La luméfantrine (numéro CAS : 82186-77-4; masse mo-
léculaire : 529 g/mol), est un don des laboratoires Novartis
(Paris, France). Le tocol, 1 mg lyophilisé, est obtenu aupres
du laboratoire Lara-Spiral (France). Les poudres de luméfan-
trine et de tocol sont conservées a +4 °C.

La chloroquine, la quinine (sous forme de sulfates) et
la doxycycline ont été achetées chez Sigma (Saint-Quentin-
Fallavier, France). Le proguanil et le cygloguanil ont été
obtenus aupres du laboratoire Astra Zeneca (Paris, France).
Les autres antipaludéens de synthese (méfloquine, carboxy-
méfloquine, 7-monodéséthylamodiaquine, halofantrine et ato-
vaquone) ont été gracieusement fournis par le laboratoire
de Parasitologie de 1’hopital Bichat-Claude Bernard (Paris,
France).

L’acétonitrile, I’acétate d’éthyle, 1’aide perchlorique a
70 %, I’acétate d’ammonium et tous les autres produits chi-
miques sont de qualité analytique et ont été fournis par la so-
ciété VWR International (Fontenay-sous-Bois, France). L’eau
pour préparation injectable et le chlorure de sodium isotonique
sont fournis par le Laboratoire Lavoisier (Paris, France).

Le sang humain lyophilisé est obtenu au pres de la société
Bio-Rad (Marne-la-Coquette, France). Au moment de I’em-
ploi, chaque flacon est reconstitué avec 1 mL d’eau distillée.

Le papier buvard pour la préparation des spots a été acheté
chez Wathmann sous la référence : Whatman®, N° 3_qualita-
tive, 46 X 57 cm, 100 sheets, Cat No. 1003-917.

La solution mere de luméfantrine a 1 mg/mL est prépa-
rée par dissolution du produit pesé dans un mélange métha-
nol/acide acétique (98/2, v/v). La solution mere est stable pen-
dant 6 mois, conservée a —20 °C. Une solution fille a 10 pug/mL
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est préparée extemporanément par dilution au 1/100 de la so-
lution mere dans du chlorure de sodium isotonique.

Une solution de tocol a 1 mg/mL est préparée en repre-
nant le flacon commercial par 1 mL d’éthanol. Cette solution
est stable pendant 6 mois, conservée a —20 °C a I’abri de la
lumiéere. Une solution fille a 5 ug/mL est préparée extempora-
nément par dilution au 1/200 de la solution mere dans de I’eau
distillée.

2.2 Systeme et conditions chromatographiques

Le systtme utilisé est constitué d’une pompe a gra-
dient Ultimate gradient 820 (Dionex, Voisins-le-Bretonneux,
France) couplée a un injecteur automatique (Autosampler 712
Waters, Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) et a un
détecteur UV-visible (Waters 2487, Waters, Saint-Quentin-
en-Yvelines, France). L’ensemble est piloté par le logiciel
dédié Chromeleon™ (Software V 6.8, Dionex, Voisins-le-
Bretonneux, France). La séparation chromatographique des
analytes est effectuée au moyen d’une colonne XBridge™
Shield RP18 (100 x 4.6 mm d.i., taille des particules 3,5 um,
Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). La phase mo-
bile, constituée d’'un mélange de tampon acétate d’ammonium
pH 4 / acétonitrile (10/90 v/v), est délivrée a un débit de
1 mL/min en mode isocratique. La détection est réalisée en
spectophotométrie UV & 335 nm pour la luméfantrine et a
292 nm pour le tocol, avec un basculement automatique entre
ces deux longueurs d’onde programmé a 9 minutes.

2.3 Préparation de la gamme d’étalonnage
et des controles

Toutes les solutions et dilutions sont réalisées dans des
tubes borosilicatés de fagon a limiter 1’adsorption non spéci-
fique des molécules a doser.

La gamme d’étalonnage en 6 points (250 a 5000 ug/L) est
préparée par surcharge du sang humain lyophilisé en luméfan-
trine. Des volumes croissants (25 a 500 puL) de la solution fille
sont déposés dans tubes puis le volume est complété a 1000 uL.
avec le sang humain lyophilisé. Le sang humain lyophilisé seul
permet I’obtention du point zéro.

Trois controles de qualité sont réalisés par sur-
charge du méme sang humain a des concentrations basse
(CQ; : 750 pg/L) moyenne (CQ, : 1500 pg/L) et haute
(CQs3 : 3500 ug/L).

Les points de calibration et les contrdles sont préparés
en déposant 100 uL exactement mesurés sur du papier bu-
vard. Les spots sont séchés 6 heures a température ambiante,
a I’abri de la lumiere. IIs sont ensuite découpés aux ciseaux et
fragmentés avant d’étre placés dans des tubes borosilicatés et
conservés a —80 °C. Dans ces conditions les échantillons sont
considérés comme stables pendant un mois.

2.4 Extraction des échantillons

Dans le tube contenant le spot (gamme, controles et échan-
tillons) est ajouté 50 uL d’étalon interne (EI) a 5 pg/mL.

J. Wong et coll.

Les échantillons sont traités par 500 uL. d’acide perchlorique
0,6 M, vortéxés et laissés en contact 5 min a température am-
biante. Apres alcalinisation (2 mL d’ammoniaque 0,9 M) et vé-
rification de I’obtention d’un pH alcalin (> 10), les tubes sont
mis aux ultra-sons pendant 30 min puis extraits au multivortex
(3 fois 20 secondes) par 3 mL d’un mélange acétate d’éthyle /
acide acétique (99/1 v/v). Apres centrifugation 10 minutes a
4000 tours, 2,5 mL de phase organique sont récupérés. L’ ex-
traction par 1’acétate d’éthyle est répétée a deux reprises. Les
phases organiques sont rassemblées puis évaporées a 37 °C
sous courant d’azote. Les extraits secs sont repris par 200 uL.
de phase mobile et 100 uL sont injectés dans le systeéme chro-
matographique.

2.5 Etude de stabilité

La stabilité thermique de la luméfantrine a été étudiée sur
les spots utilisés pour le contrdle de qualité. Les différents
spots ont été conservés a 3 températures (—20, +4 et +25 °C)
pendant 1, 5 et 10 jours, a I’abri de la lumiere. Cette der-
niere durée étant considérée comme la plus longue période
entre le prélevement et I’analyse ou le stockage des spots a
—80 °C. Toutes les concentrations (moyenne de 3 détermina-
tions) ont été comparées a des spots préparés simultanément
et conservés a —80 °C. En absence de données précises sur la
stabilité des spots, nous avons choisi de conserver les spots
de référence a —80 °C, température qui est recommandée, si
I’analyte est considéré comme instable ou si stabilité n’est pas
connue [15,16]. Une variation de 10 % des concentrations sera
considérée comme significative [14].

2.6 Etude de faisabilité chez I’enfant

Une pré-étude de faisabilité a été réalisée au Bénin,
chez des enfants (6 a 60 mois) venant consulter pour
un acces palustre non compliqué a Plasmodium falcipa-
rum. Les enfants ont recu comme traitement 1’association
artéméter-luméfantrine (Coartem™, Novartis) 2 la posologie
de 6 X 20 mg/j (enfants < 15 kg) pendant 3 jours (JO a J2). Les
prélevements, par ponction au pli du coude, ont été pratiqués
a J3 (24 heures apres la derniere prise). Les spots ont été réali-
sés par dépdt de 100 uL, exactement mesurés de sang total, sur
du papier buvard. Ils ont été séchés a I’air libre, a I’abri de la
lumiére puis placés dans des emballages en aluminium avant
d’étre stockés dans des pochettes plastiques a —20 °C jusqu’au
moment des dosages.

3 Résultats

3.1 Profils chromatographiques

La figure 2 représente les tracés chromatographiques ob-
tenus pour le point zéro (figure 2a), un point de gamme a
1000 ug/L (figure 2b) et un prélevement obtenu chez un enfant
traité par le mélange artémeter-luméfantrine depuis 3 jours,
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Tableau 1. Précision et exactitude de la gamme d’étalonnage pour le dosage de la luméfantrine.

Composé Concentrations théoriques (ug/L) Concentrations calculées Précision (C.V., %) Exactitude (biais, %)
(m £S.D.,n =5) (ug/L)
Luméfantrine 250 270 £29 10,8 9
500 528 +28 5,3 6,6
1000 1068 +54 5,1 7,8
2000 2146 +189 8,8 8,3
3000 2942 +76 2,6 -0,9
5000 5245 +309 5,9 5,9

C.V. : coefficient de variation.

Tableau II. Précision et exactitude de la méthode de dosage de la luméfantrine.

Composé  Concentrations L. L. . ‘o
Précision inter-séries (n = 10) Précision intra-séries (n = 10)
théoriques (ug/L)

Concentrations mesurées Précision Exactitude Concentrations mesurées Précision Exactitude
(m £S.D.) (ug/L) (CV, %) (biais, %) (m £S.D.) (ug/L) (C.V., %) (biais, %)

Luméfantrine 750 (CQ1) 768 £72 9,4 34 735 £76 10,3 -1

1500 (CQ2) 1486 +105 7,1 0,1 1586 =153 9,6 6,7

3500 (CQ3) 3464 +267 7,7 -0,03 3528 +142 2,9 1,8

C.V. : coefficient de variation.

correspondant a un temps de 24 heures apres la derniere prise
(figure 2c). Les pics obtenus sont fins, symétriques et bien sé-
parés dans un temps d’analyse totale de 20 minutes. Les temps
de rétention sont respectivement de 7,1 et 10,3 minutes pour la
luméfantrine et 1’étalon interne.

3.2 Validation analytique de la méthode

Dans ce but, nous avons vérifié les criteres habituels de
validation que sont la linéarité, la limite de détection, la préci-
sion, I’exactitude et la spécificité [14]. En plus de ces criteres,
nous avons réalisé une épreuve de stabilité pour juger des pos-
sibilités de conservation de la luméfantrine dans des conditions
de prélevement et de transport difficiles.

Linéarité

La linéarité a été vérifiée en injectant cinq gammes d’éta-
lonnage a des jours différents dans les mémes conditions chro-
matographiques. Le calcul des rapports des surfaces, lumé-
fantrine sur EI, montre une relation linéaire pour la zone
de concentrations comprises entre 250 et 5000 pg/L. En
utilisant la régression par la méthode des moindres carrés,
I’équation moyenne de la droite d’étalonnage obtenue est
y = 1,0308x + 0,0242 avec un coefficient de détermination
(R*)20,998. Le tableau I résume pour chaque point de gamme,
les valeurs de la moyenne, des écart-types, de la précision (co-
efficient de variation) et de 1’exactitude (biais).

Limites de détection et de quantification

La limite de détection (LD) a été déterminée en considé-
rant un rapport signal/bruit de 3/1. Dans ces conditions, nous
avons obtenu une valeur de limite de détection égale a 85 ug/L.
La limite de quantification (LQ) se définissant comme étant
égale a 3,3 fois la limite de détection, nous obtenons pour la
luméfantrine une limite de quantification voisine de 250 pg/L.
Cette valeur de limite de quantification a été retenue pour cor-
respondre au premier point de la gamme d’étalonnage.

Exactitude et précision (inter et intra séries)

Ces parametres de validation ont été déterminés en mesu-
rant les 3 contrdles de qualité. La précision de la méthode a
été évaluée en inter ou en intra-série (n = 10) et exprimée en
coefficient de variation. Les valeurs des coefficients de varia-
tion sont comprises entre 2,9 et 10,3 % (tableau II). Sur les
mémes déterminations, la valeur de I’exactitude a été calculée
comme le pourcentage de biais observé par rapport a la valeur
vraie. Les valeurs du biais sont toutes tres inférieures a 10 %
et sont donc compatibles avec une exactitude satisfaisante de
notre méthode (tableau II).

Rendement d’extraction

Pour calculer le rendement d’extraction, nous avons com-
paré la hauteur des pics de solutions de luméfantrine préparées
dans un mélange méthanol/acide acétique (98/2, v/v) a des
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sangs totaux surchargés aux mémes concentrations et dépo-
sés sur des spots. De facon a vérifier le rendement d’extrac-
tion sur une plage étendue de concentrations, nous avons re-
tenu comme concentrations tests les valeurs des 3 contrdles
de qualité, respectivement 750, 1500 et 3500 pg/L. Sur 3 dé-
terminations, nous avons observé un rendement d’extraction

o X un
5 T b de 78 +6 % (750 pg/L); 70 £8 % (1500 pg/L) et 80 £9 %
q E *® % (3500 pg/L).
n KA
[\l
A — O
379 Spécificité
OlH 41 H p
alrlz 28
| T v )
s |Ta” Les chromatogrammes obtenus ne montrent aucune inter-
5 ole Qv férence biologique ou pharmacologique (figure 2), en particu-
O Z ;I T lier avec les différents antipaludéens testés, naturel (quinine)
= § g ou de synthese (chloroquine, monodéséthylchloroquine, pro-
RS guanil, cycloguanil, méfloquine et métabolite carboxylé, doxy-
) E‘ el § cycline, halofantrine).
S+ oA
[¢7e]
=)
| F " i
SR Etude de stabilité
0 v N
Ul o &~
SIH H o4 . . . c
Bl e Les résultats de notre étude de stabilité sont rapportés dans
+2 &= le tableau III. Aucune variation significative de concentra-
- o D tion n’est observée pour les spots conservés pendant 1 jour-
UI%E % % née aux températures testées. Pour une durée de conservation
= AN RN de 5 jours, on observe une baisse modérée des concentrations
Ej I a a +4 °C, qui devient significative (supérieure a 10 %) a +25 °C.
E o N o Pour la conservation a 10 jours, le méme phénomene est ob-
o195 % 9 servé, mais la baisse de concentration est déja significative
YISIR = (supérieure a 10 %) pour la conservation a +4 °C. Les spots
(\ll (NPl . .
Zx L conservés a +25 °C pendant 10 jours présentent une baisse
Ul o o de concentration moyenne comprise entre 15 et 25 % de la
> %1 % % concentration initiale.
0
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=] 0
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= Bl E g Les concentrations en luméfantrine chez les 10 enfants étu-
% : - diées sont rapportées dans le tableau IV. Un des patients (n° 5
5 oD a o dans le tableau) présente une concentration trés élevée en lu-
2 =2 Tlgge méfantrine (2680 pg/L). Cette valeur a été exclue pour le calcul
é f/:*f & 0 de la concentration moyenne en luméfantrine apres 3 jours de
% 8 o "R Y traitement. Chez les neuf autres enfants, cette concentration est
£ S]] o de 490 +152 pg/L (extrémes : 280-690 pg/L).
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<
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‘i AH Nous rapportons dans ce travail la mise au point d’une
o ‘l’l‘ A = méthode de dosage de la luméfantrine sur spot de sang sé-
= = -t ché (SSS) par chromatographie liquide haute performance
i (CLHP). La revue de la littérature ne permet de retrouver que
L_E 6 méthodes de dosages de cet antipaludéen dont deux récentes,
= publiée en 2007 et 2008, s’intéressent au dosage de la lumé-
3 fantrine sur spot de sang séché [13, 14].
] e, . .
% Blessborn et coll. [13] ont utilisé dans leur mise au point
3 une extraction solide-liquide qui est dans leur expérience, plus
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Tableau IV. Concentrations en luméfantrine mesurées sur spot
de sang total chez des enfants traités par I’association artéméter-
luméfantrine.

Patient  Sexe Age Luméfantrine
(ng/L)
1 M 30 300
2 F 24 410
3 F 7 490
4 F 24 280
5 F 48 2680
6 F 12 690
7 M 24 620
8 F 36 600
9 M 6 570
10 F 15 410

facile a réaliser et moins consommatrice de temps que 1’ex-
traction liquide-liquide. Cependant, ils utilisent pour dévelop-
per et valider leur technique un systeme d’extraction auto-
matisée, assurant ainsi un gain de temps et une excellente
reproductibilité. Dans une configuration « manuelle » comme
la notre, 1’extraction solide-liquide n’est pas obligatoirement
la meilleure option. C’est pourquoi, nous avons comparé cette
extraction avec une extraction liquide-liquide utilisant diffé-
rents solvants comme le diéthyléther, I’acétate d’éthyle ou
le mélange hexane-éther (70/30 v/v). Nous avons testé ces
mémes solvants en leur ajoutant 1 % (v/v) d’acide acétique.
En utilisant la procédure liquide-solide, nous avons retrouvé
un rendement d’extraction pour la LF de 62 %, tout a fait com-
parable a celui décrit par Blessborn et coll. [13]. Les rende-
ments moyens pour les extractions liquide-liquide pratiquées
en double, ont été respectivement, de 45 % pour le diéthylé-
ther, 60 % pour I’acétate d’éthyle acide et 55 % pour le mé-
lange hexane-éther. Ntale et coll. [14] ont rapporté une simple
procédure d’extraction liquide-liquide de la luméfantrine sur
spot utilisant le diisopropyléther, avec un rendement moyen
de 48 %, comparable a celui que nous avons obtenu avec le
diéthyléther. L’ adjonction d’acide acétique est connue pour fa-
ciliter la libération de la LF du sang total [9, 13]. En ajou-
tant de 1’acide acétique, nous avons observé une amélioration
significative du rendement moyen d’extraction pour I’acétate
d’éthyle qui a augmenté de 60 a 70 %. L’extraction liquide-
liquide avec ce solvant nous permettant d’obtenir des rende-
ments comparables avec ceux de la procédure liquide-solide,
nous avons donc choisi de la conserver. D’autre part, en rai-
son de la tres forte liaison de la luméfantrine aux protéines
(> 99,9 %), nous avons choisi de réaliser une défécation acide
préalablement a I’extraction. Nous avons comparé la déféca-
tion par I’acide perchlorique 0,6 M et I’acide trichloracétique
a 10 % (v/v). Contrairement a 1’acide trichloracétique, 1’utili-
sation de 1’acide perchlorique en défécation préalable a permis
d’accroitre notre rendement d’extraction moyen de la luméfan-
trine de 70 & 78 %. A notre connaissance, aucune défécation a
I’acide n’a été décrite pour le dosage de la LF sur spot [13, 14].
Seule une défécation douce a I’acétonitrile [9, 10] ou au mé-
thanol [14] ont été rapportées, respectivement pour les dosages
plasmatiques et sur spot de sang total. Ces méthodes de défé-
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cation ne nous sont pas apparues suffisamment efficaces dans
le cas des spots de sang séché. Nos rendements d’extraction
supérieurs a ceux décrits [13, 14] pourraient s’expliquer par
notre méthode de défécation plus drastique et par la double
extraction liquide-liquide.

La plupart des méthodes récemment développées utilise
comme étalon interne des dérivés de la luméfantrine [10, 13]
développés par Novartis ou une autre molécule anti-paludique,
comme [’halofantrine [14]. Nous n’avons pas pu nous pro-
curer les dérivés de la luméfantrine. D autre part, dans nos
conditions chromatographiques, 1’halofantrine est éluée sous
forme d’un pic asymétrique, trop proche du front de solvant
pour étre exploitable. Nous avons recherché un produit non
physiologique et sans activité pharmacologique caractérisé par
une tres grande lipophilie. Notre choix s’est porté sur le tocol,
noyau de la vitamine E, que nous utilisons déja comme éta-
lon interne pour le dosage des vitamines liposolubles. Dans
nos conditions, ce composé est extrait avec un treés bon rende-
ment (90 %). Son temps de rétention est suffisamment différent
de celui de la LF pour permettre le changement de longueur
d’onde (292 nm) nécessaire a sa détection.

La plupart des méthodes développées reposent sur 1’utili-
sation de colonnes C18 classique ou de type « cyano» [10,13],
nécessitant I’emploi de contre-ions, comme le perchlorate
de sodium ou la diéthylamine, pour obtenir des pics symé-
triques et fins. La séparation sur colonne XBridge™ Shield
RP18 (Waters) nous a permis d’obtenir des pics parfaite-
ment symétriques sans phénomene de « trainée » en évitant
I'utilisation de contre-ions. Dans leur publication récente,
Ntale et coll. [14] obtiennent, sans utilisation de contre-ions,
une séparation comparable a la notre, en utilisant une colonne
de type « phényl ».

Sur le plan de la sensibilité, notre méthode présente une li-
mite de détection (85 pg/L) environ 1,5 fois plus élevée que la
valeur de 50 pg/L rapportée par Blessborn et coll. [13]. Dans
ces conditions, notre limite de quantification (250 ug/L) se
trouve également étre deux fois plus faible que celle rappor-
tée par Blessborn et coll. [13], ou par Ntale et coll. [14], qui
décrivent respectivement, une LOQ a 0,25 uM (132,5 pg/L) et
a 0,30 uM (160 pg/L).

Notre méthode ne montre pas d’interférence analytique
avec les autres antipaludéens les plus fréquemment utilisés en
chimioprophylaxie ou en traitement. Cependant, notre étude
n’est pas exhaustive et se devra d’étre complétée pour de nou-
veaux composés ou pour les traitements moins fréquemment
utilisés.

Quelque soit la nature du prélevement, la bonne conser-
vation des échantillons est toujours un probléme. Dans le cas
des spots, cette question devient souvent critique en raison
des conditions particulieres (température, humidité) dans les-
quelles ils sont prélevés, voire transportés. Nous avons donc
réalisé une étude de stabilité sur 10 jours au maximum pour des
températures allant jusqu’a 25 °C. A cette température, nous
avons observé une baisse tres significative (entre 15 et 25 %)
des concentrations en luméfantrine au bout de 10 jours. Nos ré-
sultats sont en opposition avec ceux de Blessborn et coll. [13]
et qui rapportent une bonne conservation des spots pour des
durées de 60 a 120 jours. De fagon similaire, Ntale et coll. [14]
rapportent une bonne stabilité sur 5 mois de spots conservés a
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des températures de 20 a 25 °C [14]. Les deux méthodes uti-
lisent un pré-traitement des spots par de I’acide tartrique a 0,25
ou 0,75 M, qui pourrait expliquer I’accroissement de stabilité.
Cet acide qui est utilisé par les auteurs, pour rompre la liaison
de la luméfantrine aux protéines, permettrait aussi d’accroitre
la stabilité des spots a température ambiante.

Nous avons appliqué cette méthode a une pré-étude qui
avait pour but de montrer la faisabilité d’un protocole devant
étre réalisé chez I’enfant au Bénin. Les concentrations mesu-
rées sont du méme ordre de grandeur que celles rapportées
dans la littérature [13, 17, 18]. Nos résultats montrent une dis-
persion significative des concentrations avec méme une valeur
extréme comprise entre 5 et 6 fois la valeur moyenne du groupe
étudié. Ainsi, bien que la prise de la luméfantrine ait été réa-
lisée sous contrdle médical (essai supervisé), cette dispersion
des concentrations est le reflet d’une biodisponibilité orale trés
variable selon les patients, pouvant étre a I’origine d’une ineffi-
cacité thérapeutique comme rapporté dans d’autres études [4].

5 Conclusion

Nous rapportons dans ce travail une méthode de dosage de
la luméfantrine sur spot de sang séché par chromatographie
liquide. Basée sur une extraction liquide-liquide, notre mé-
thode est donc facile a mettre en ceuvre, robuste et fiable. Une
étude préliminaire prouve que cette technique est applicable
chez I’enfant prélevé sous un faible volume et dans des condi-
tions de réalisation difficile.
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