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Introduction

La nutrition parentérale (NP) est une technique de nutrition artificielle par voie
intraveineuse. De nombreux meédecins et scientifigues se sont penchés sur la
perfusion intraveineuse et la nutrition depuis le 18%™¢ siécle mais il a fallu attendre les
années 1960 et I'apparition des premiers solutés industriels pour voir émerger la NP.
Cette technologie n’a cessé d’évoluer depuis et a permis de sauver de nombreuses

vies, notamment chez les nouveau-nés prématurés.

La NP est un processus complexe et a risque faisant intervenir différents corps de
métiers qui nécessite des connaissances médicales et nutritionnelles, des dispositifs
médicaux adaptés et un savoir-faire pharmaceutique. On distingue quatre grandes

étapes dans ce processus : la prescription, la fabrication, le contréle et I'administration.

En janvier 2015, le ministére de la santé frangais par le biais d’'un rapport sur
I'évaluation des pratiques en matiere de NP pédiatrique rédigé aprés une enquéte de
'inspection générale des affaires sociales (IGAS) a émis 41 recommandations sur
l'intégralité du circuit des NP. La premiére de ces recommandations concernait la mise
en place d’'un nombre limité de formules de NP standard (NPS) prétes a I'emploi
destinées aux services prenant en charge les nouveau-nés a terme ou prématurés et
gui devaient étre élaborées par la Haute Autorité de Santé (HAS). En attendant ces
formules qui ont été rendues publiques en juillet 2018, de nombreux centres
hospitaliers ont mis en place leurs propres NPS. En effet, les NPS permettent une
sécurisation et une homogénéisation de la prise en charge nutritionnelle des nouveau-

nés.

Aprés une analyse du circuit des NP au Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
Bordeaux et lintroduction des derniéres formules industrielles destinées a la
néonatologie, le projet de standardisation des NP destinées aux prématurés de petit
poids (moins de 1,5 kg) a vu le jour. Mené conjointement entre la pharmacie et les
pédiatres des unités de néonatologie, il a permis d'établir quatre formules standard
locales avec et sans lipides. Pour limiter le risque infectieux inhérent a la NP, il a été
décidé de realiser des poches mono-compartimentées tout-en-un ou tous les
composants sont mélangés au moment de la fabrication ; y compris les lipides, les

vitamines et les oligo-éléments (OE).
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L’IGAS préconise que les établissements de santé fixent les dates limites d’utilisation
des préparations de NP en réalisant des études de stabilité physico-chimique et de
stérilité (recommandation 33). Des études de stabilité de NPS ont été menées par
d’autres équipes mais trop courtes ou sous un autre format que le tout-en-un, elles ne
correspondaient pas au modele souhaité par le CHU de Bordeaux. C’est pourquoi
avant la mise a disposition de ces formules et comme recommandé par I'lGAS une

étude de stabilité devait étre réalisée.
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Généralités
1.1 La prématurité

1.1.1 Définition

La néonatologie est une spécialité de pédiatrie qui s’intéresse a la médecine du
nouveau-né, né a terme ou prématurément, jusqu’a 'adge de 1 mois. Les enfants nés
prématurément constituent la plus large population prise en charge dans les unités de

néonatologie.

La premiere définition de la prématurité donnée par I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) était fondée sur le poids de naissance des nouveau-nés et distinguait les
petits poids de naissance (< 2500g) ou Low Birth Weight (LBW), les trés petits poids de
naissance (<1500g) ou Very Low Birth Weight (VLBW) et les extrémes petits poids de
naissance (<1000g) ou Extremely Low Birth Weight (ELBW).

Cette définition ne permettait pas de différencier une naissance prématurée d’un retard
de croissance in utero avec naissance a terme alors qu’a poids de naissance égal, la
maturation des organes est différente en fonction de I'age foetal (1). L'OMS a donc
modifié sa définition (2). Le terme d’'une grossesse est fixé a 41 semaine d’aménorrhée
(SA) et avec cette nouvelle définition, toute naissance avant la 376™ SA révolue est

considérée comme prématurée. Cela recouvre 3 catégories de prématurité :

- L’extréme prématurité (inférieur a 28 SA)
- La grande prématurité (de 28 SA a 31 SA + 6 jours)
- La prématurité moyenne voire tardive (de 32 SA a 36 SA + 6 jours)

Cependant les deux facteurs sont pris en compte lors de I'’évaluation du pronostic du

nouveau-né prématuré et de la mise en place de la stratégie thérapeutique.

1.1.2 Epidémiologie

L’augmentation de l'incidence des naissances prématurées dans le monde a motivé
'OMS a inscrire leurs prises en charge, et notamment la survie, dans son programme
mondial 2016-2030 « Actualisation de la stratégie mondiale pour la santé de la femme,

de I'enfant et de I'adolescent ». En 2005, on estimait que plus d’'un bébé sur 10
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naissait avant la 37¢™¢ SA dans le monde, soit plus de 13 millions de naissances alors
gu’en 2010, pres de 15 millions de naissances prématurées ont été recensées dans le

monde, soit 11,1% des naissances vivantes (3).

La France n’est pas épargnée par cette augmentation (4) ; si le taux de naissance
prématurée vivante n’a pas progressé entre 2010 et 2016 (6%), les résultats de
'enquéte nationale périnatale montrent par contre une augmentation de la fréquence

des enfants de petit poids pour I'age gestationnel (5).

1.1.3 Physiopathologie

La grande fragilité des prématurités est liée a 'immaturité des différents organes. Dés
la fin du premier trimestre de grossesse I'ébauche des principaux organes est
terminée. Une naissance prématurée vient interrompre le processus de maturation
permettant I'acquisition des fonctions physiologiques caractéristiques de chaque
organe. Le degré d’'immaturité des organes qui en résulte conditionne les principales

comorbidités du prématuré.

Les systemes respiratoire et cardio-vasculaire déterminent largement I'évolution de
lenfant mais I'immaturité du tractus gastro-intestinal ainsi que la composition
corporelle des prématurés les fragilisent un peu plus. En effet, un prématuré ne
posséde que tres peu de réserves énergétiques (6) ; aussi des apports nutritionnels
insuffisants peuvent péjorer son évolution a trés court terme. Une alimentation précoce
et adaptée aux besoins du nouveau-né est la base d’'une prise en charge adéquate.
La qualité de cette prise en charge nutritionnelle conditionne son devenir a court,
moyen et long terme car elle permet le développement et la maturation des différents

organes ainsi qu’une croissance harmonieuse (7).

1.2 Les besoins nutritionnels du prématuré

Les nouveau-nés prématurés possedent des réserves endogenes limitées qui
s’épuisent trés vite. C’est pourquoi il est recommandé de mettre en place un support
nutritionnel le plus rapidement possible dans les 48 premiéres heures de vie (8). Du

fait de leur immaturité, ils ont des besoins nutritionnels élevés.
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Trois phases post-natales importantes sont observées dans le métabolisme d'un

prématuré :

- La phase initiale : phase immédiate apres la naissance ou il y a perte de poids
post-natale et oligurie allant de quelques heures a quelques jours.

- Laphase intermédiaire : partant du poids minimum, elle dure jusqu’au retour au
poids de naissance entre 7 a 10 jours apres la naissance.

- La phase de croissance/stabilisation : phase de prise de poids.

Les recommandations européennes sur les besoins nutritionnels des prématurés sont
émises par I'European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition (ESPGHAN) conjointement avec I'European Society of Parenteral and
Enteral Nutrition (ESPEN).

1.2.1 Energie

L’apport énergétique doit permettre de couvrir toutes les dépenses : métabolisme de

base, thermogénése alimentaire, activité physique et croissance.

L’apport recommandé est de 110 a 120 kcal/kg/j sans jamais étre inférieur a 50-60
kcal/kg/j (9). Il est réalisé par trois types de nutriments : les glucides (1g = 4 kcal), les
lipides (1g = 9 kcal) et les protéines (1g = 4 kcal).

Les nouvelles recommandations de 'TESPGHAN publiées en juin 2018 élargissent cet
apport énergétique moyen (90-120 kcal/kg/j) et modifient 'apport minimal du premier

jour de vie qui ne devrait jamais étre inférieur a 45-55 kcal/kg/j.

L’objectif de prise en poids de la phase de stabilisation est également défini a 17-20

g/kg/j pour éviter un retard de croissance (10).

1.2.2 Eau

Principal facteur limitant de la nutrition chez les prématurés, I'apport hydrique est
extrémement important. Un nouveau-né a terme est composé de 75% d’eau et cette

proportion augmente chez le prématuré pour atteindre 90 % (Figure 1).
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Changement de la composition corporelle en
fonction de I'age
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Figure 1 : changement de la composition corporelle en fonction de I'age (11)

L’apport hydrique doit couvrir les besoins de base, les pertes insensibles
(transpiration) ainsi que les pertes hydriques pulmonaire, rénale et fécale. Chez le
prématuré ces pertes sont d’autant plus importantes que la peau, les reins et les

poumons sont immatures.

Les recommandations de 2005 définissaient uniquement deux catégories de
prématurés (< 1,5 kg et > 1,5 kg) alors que les nouvelles recommandations en
définissent trois : <1 kg, 1-1,5 kg et > 1,5 kg.

Le Tableau 1 résume I'apport hydrique en fonction du jour de vie recommandé par

'TESPGHAN en 2018. Il est a adapter a I'état clinique et biologique du patient.

Tableau 1 : apports hydriqgues recommandés chez le prématuré

Apports hydriques journaliers recommandés chez le prématuré en ml/kg/j

J1 J2 J3 J4 J5
Prématuré < 1 kg 80 - 100 100 -120 120 - 140 140 - 160 160 - 180
Prématuré 1 kg — 1,5 kg 70 - 90 90 - 110 110 - 130 130 - 150 160 - 180
Prématuré > 1,5 kg 60 - 80 80 - 100 100 - 120 120 - 140 140 - 160
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1.2.3 Electrolytes

Le sodium (Na*) et le potassium (K*) sont étroitement liés au bilan hydrique et jouent

un grand réle dans 'homéostasie des volumes cellulaires.

Les recommandations de TESPGHAN de 2005 préconisaient d’attendre la premiére
diurese survenant dans les 24 premiéres heures de vie avant d’'instaurer un apport en
électrolytes ou de les introduire des une perte de poids avoisinant les 6 % du poids de

naissance sans jamais dépasser 3 jours sans supplémentation.

Les recommandations 2018 stipulent que I'apport en électrolytes peut étre réalisé dés
le premier jour si 'apport en acides aminés (AA) et en énergie est conforme aux

recommandations (12).

Les apports recommandés en 2018 sont résumeés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 2 : apports en sodium recommandés chez le prématuré

Apports recommandés en sodium exprimés en mmol/kg/j

I1-2 13 TJ4—5 (,at_ _phase Pha_se de
intermédiaire croissance
Prématuré < 1,5 kg 0 -2 (max 3) 0-5(max7) 2-5(max7) 3-5(max7)
Prématuré > 1,5 kg 0 -2 (max 3) 0-3 2-5 3-5

Tableau 3 : apports en potassium recommandés chez le prématuré

Apports recommandés en potassium exprimés en mmol/kg/j

) o Phase de
J1-3 J4-5 Phase intermédiaire )
croissance
Prématuré < 1,5 kg 0-3 2-3 1-3 2-5
Prématuré > 1,5 kg 0-3 2-3 1-3 1-3

1.2.4 Protéines

L’apport protidique est essentiel chez le nouveau-né car les protéines font partie des
composants structurels et fonctionnels majeurs de nos cellules. En NP, il est réalisé

sous la forme d’AA qui sont les composants des protéines.
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Certains de ces AA sont essentiels car le corps humain n’est pas capable de les
synthétiser. D’autres sont dit « semi-essentiels » car ils peuvent étre synthétisés a
partir d’AA essentiels ou de précurseurs dans une certaine limite. Parmi ces AA
« semi-essentiels », plusieurs deviennent essentiels chez le prématuré a cause de

limmaturité enzymatique qui empéche leur synthese.

Plusieurs AA semi-essentiels sont commentés dans les recommandations 2018 de
TESPGHAN (13) pour préciser leurs roles et les apports recommandés (cystéine,

tyrosine, glutamine, taurine et arginine).
Le tableau ci-dessous présente la répartition des AA (6).

Tableau 4 : répartition des acides aminés et apports recommandés si énoncés par les sociétés
savantes internationales

AA essentiels AA semi-essentiels AA non essentiels
Histidine Arginine Alanine

Isoleucine Cystéine Acide aspartique
Leucine Glutamine Asparagine

Lysine Glycine Acide glutamique
Méthionine Proline

Phénylalanine Tyrosine Sérine

Thréonine

Tryptophane Taurine

Valine

La taurine n’est pas au sens strict un AA mais dérive de la cystéine. Elle est
indispensable a la maturation neuronale de I'enfant et a la formation des acides

biliaires primaires qui permettent la métabolisation des lipides.

L’apport en AA n’est pas pris en compte dans I'apport énergétique car ils doivent servir
exclusivement au maintien des organes et a la croissance de I'enfant. L’adaptation des
besoins en AA est communément réalisée par le suivi de la balance calorico-azotée.
Un gramme d’AA apporte 0,16 g d’azote. Pour un prématuré, ce rapport doit étre

compris entre 140 et 210 kcal/g d’azote.

total calories glucides+lipides

Balance calorico-azotée =
gramme drazote
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Un apport inférieur a la normale indique un déséquilibre de I'apport énergétique total.
Il y a alors une consommation protéique a des fins énergétiques par oxydation des
AA ; ce qui peut conduire a des hyperammoniémies et a des acidoses métaboliques.
Un apport de 1 a 1,5 kcal/kg/j permet d’obtenir une balance azotée neutre ; au-dela, le
rapport calorico-azoté est positif. Les apports recommandés pour un prématuré sont
de l'ordre de 2 a 2,5 g/kg/j avec un des paliers de progression de 0,5 a 1 g/kg/j sans

dépasser 4 g/kgl].

Les recommandations ESPGHAN 2018 (13) modifient la prise en charge du
prématuré : la supplémentation en AA doit étre débutée le plus rapidement possible
aprés la naissance a 1,5 g/kg/j pour assurer la couverture des besoins anaboliques.
L’apport moyen doit étre compris entre 2,5 et 3,5 g/kg/j, en assurant un apport
énergétique non protéique d’au minimum 65 kcal/kg/j. Tout apport supérieur a 3,5

kcal/kg/j doit étre réservé au cadre des essais cliniques.

1.2.5 Glucides

Amenés par le glucose, les glucides ou hydrates de carbone représentent 60 a 75 %
des apports énergétiques non protéigues des nouveau-nés dans la NP. L’ensemble
des cellules de 'organisme les utilisent comme source d’énergie car ils sont facilement

mobilisables.

L’apport en glucose est guidé par la balance entre les besoins énergétiques, la
supplémentation en macronutriments et l'apport en glucose des médicaments
administrés aux enfants. Si I'enfant est malade, la gravité de sa pathologie entre

également dans le choix de I'apport en glucides.

Les apports en glucose recommandés pour un prématuré sont de I'ordre de 6 a 12
g/kg/j avec des valeurs maximales a ne pas dépasser fixées a 18-20 g/kglj.
L’augmentation par palier de 1 a 2 g/kg/j est nécessaire pour éviter I'apparition d’'une

intolérance.

Les recommandations 2018 affinent les apports recommandés en précisant que, pour

le premier jour de vie ou pour une situation pathologique aigie, I'apport doit étre
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compris entre 6 et 12 g/kg/j. L’apport journalier cible est de 12-14 g/kg/j (minimum : 5

g/kg/j et maximum : 17 g/kg/j) et 'augmentation par palier est toujours préconisée (14).

1.2.6 Lipides

L’apport énergétique des lipides est important (1 g = 9 kcal) pour un volume réduit.
L’énergie libérée par leur béta-oxydation est directement liée a I'apport glucidique. Si
celui-ci est élevé alors les lipides seront stockés et le glucose principalement utilisé
comme source énergétique. Dans le cadre d’'une NP totale, les lipides doivent

représenter 25 a 40 % de I'apport calorique non protéique.

Parallélement a I'énergie libérée, les lipides apportent aussi des acides gras essentiels
a chaines longues (acide linoléique et acide a-linolénique) qui sont des constituants

fondamentaux des membranes cellulaires.

Les spécialités lipidiques utilisées en NP sont des émulsions de triglycérides en phase
agueuse stabilisées par des phospholipides (généralement lécithine d’ceuf ou de soja).
On distingue 3 générations d’émulsions lipidiques intraveineuses (ELI) dont les plus
anciennes, a base d’huile de soja, sont majoritairement composées de triglycérides a
chaines longues (LCT) polyinsaturés (ex. Intralipide®). Ces ELI étant liées a un trop
fort apport en acides gras polyinsaturés, une 2é™¢ génération d’ELI (ex. Médialipide®)
a été développée pour diminuer les effets indésirables associés aux LCT. A base
d’huile d’olives, de coco ou de palme elles apportent des LCT et des triglycérides a
chaines moyennes (MCT). Les MCT présentent 'avantage d’étre métabolisés plus
rapidement sans favoriser la synthése de précurseur de lI'inflammation. lls augmentent
également la stabilité de I'ELI (15). Une troisieme génération d’émulsions a base
d’huile de poisson riche en oméga 3 est apparue plus récemment mais ces ELI doivent
étre utilisées en combinaison avec d’autres types d’huiles. Ainsi le Smoflipid®, un
mélange composé de MCT et d’huiles de soja, olives et poisson est arrivé sur le
marché. Certaines études ne montrent pas d’effets bénéfiques cliniques de cette
derniére ELI (16—-20) alors que d’autres prouvent qu’elle diminuerait les pathologies
inflammatoires du prématuré liées au stress oxydatif (21) comme la dysplasie broncho-

pulmonaire (22), la rétinopathie du prématuré (23).
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L’introduction des lipides dans la NP est actuellement préconisée dés la naissance si
I'état clinique le permet ou au plus tard 48 heures aprés celle-ci (1,24-26). L’apport
initial doit &étre compris entre 1 et 2 g/kg/j pour atteindre un maximum de 3-4 g/kg/j par

palier d'augmentation de 0,5-1 g/kgl/j.

Les nouvelles recommandations ne modifient pas les apports en lipides mais précisent
que le choix de I'ELI doit se porter en premier sur une émulsion a 20 % composée de
différents types d’huiles (25). Elles fixent également I'apport d’acide linoléique a 0,25
g/kglj ; toutes les émulions lipidiques a 20 % en contiennent une quantité suffisante

pour couvrir cette dose journaliere.

Un apport en carnitine doit étre associé a I'administration de lipides. En effet, la
carnitine présente dans le lait maternel est le seul transporteur utilisable par les acides
gras a longue chaine pour traverser la membrane mitochondriale interne ou se produit
la béta-oxydation. Sa posologie habituelle est de maximum 20 mg/kg/j. L’American
Society for Parenteral and Enteral Nutrition (ASPEN) recommandait sa
supplémentation depuis 2012 (27) et la révision des recommandations ESPGHAN (25)

l'integre dans son chapitre sur la prise en charge lipidique des prématurés.

1.2.7 Sels minéraux

Le calcium (Ca?*), le phosphore (P) et le magnésium (Mg?*), minéraux indispensables
a la croissance des nouveau-nés, sont majoritairement utilisés au niveau du squelette.
Un déficit entraine un défaut de minéralisation osseuse et a terme un rachitisme chez

I'enfant.

Les besoins phospho-calciques sont dépendants de I'age et diminuent au cours de la
vie ; les nouveau-nés prématurés ont les besoins les plus importants. Le rapport entre
les deux minéraux (Ca®*:P) est de 1,67 dans 'os et de 1,3 pour le reste du corps. Les
recommandations ESPGHAN 2005 préconisait un apport permettant un ratio molaire
Ca?*:P de 1,3 (1,7 pour le ratio massique) pour garantir une minéralisation osseuse
optimale (6). Les nouvelles recommandations affinent le ratio molaire a 0,8-1 dans les
premiers jours de NP du prématuré, afin de diminuer le risque d’hypophosphatémie.
Une fois la phase de stabilisation atteinte, le ratio molaire augmente pour atteindre 1,3
(28).
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Le Mg?* est également indispensable a 'homéostasie calcique et assure le maintien

de la densité osseuse.

Les apports recommandeés sont synthétisés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5 : apports recommandés en calcium, phosphore et magnésium chez le prématuré

Apports recommandés en Ca?*, P et Mg?* en mmol/kg/j (mg/kg/j)

Age Ca% P Mg?*
Premiers jours de vie 0,8 - 2 (32- 80) 1-2(31-62) 0,1-0,2(2,5-5)
Phase de croissance 1,6 - 3,5 (100 - 140) 1,6 -3,5(77 -108) 0,2-0,3(5-7,5)

1.2.8 Oligo-éléments

Ce sont des nutriments présents en faible quantité dans I'organisme mais dont la
carence est redoutée en cas de NP prolongée car ils sont impliqués dans de nombreux
processus métaboliques. Les recommandations ESPGHAN 2018 donnent les apports

nécessaires en OE pour le prématuré (29).

Le tableau ci-dessous résume les besoins en OE des prématureés.

Tableau 6 : apports en OE recommandés chez le prématuré

OE Apports recommandés exprimés en ug/kg/j
Chrome 0,2

Cuivre 40

lode 1-10

Manganése <1

Molybdéene 1-5

Sélénium 7

Zinc 400-500

La seule spécialité disposant d’'une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour la
supplémentation en OE chez le prématuré en France est Junimin®. Elle remplace

I'ancienne formulation Oligoélément pédiatrique® Aguettant.

Le fer fait également partie des OE mais une supplémentation par voie entérale est a

privilégier si possible dés lors que la NP dépasse trois semaines. Si le statut martial
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de l'enfant le nécessite, un apport de 200-250 pg/kg/j est recommandé chez le

prématuré (29) en Y de la NP.

1.2.9 Vitamines

Les nouveau-nés ont des réserves corporelles en vitamines tres faibles. Ainsi dés
l'instauration de la NP, une supplémentation vitaminique quotidienne doit étre mise en
place a I'exception de la vitamine K qui peut étre apportée de fagcon hebdomadaire.
Les vitamines D et K sont normalement produites par I'organisme mais I'immaturité

enzymatique des prématurés limite leur synthése.

Les posologies optimales de vitamines n’ont pas clairement été établies, les
recommandations suivantes sont basées sur des avis d’experts. De plus, le dosage
systématique des vitamines n’est pas préconisé en routine ; ce monitorage peut étre

réalisé dans les cas de NP a long terme.

Tableau 7 : apports vitaminiques recommandés chez le prématuré

Apports vitaminiques recommandés chez le prématuré

Vitamines liposolubles

Vitamine A (rétinol) 700-1500 Ul/kglj (227-455 pg/kgl))
Vitamine D (calciférol) 80-400 Ul/kg/j
Vitamine E (tocophérol) 2,8-3,5 mg/kg/j (maximum 11 mg/j)
Vitamine K 10 pg/kglj

Vitamines hydrosolubles
Vitamine B1 (thiamine) 0,35-0,5 mg/kglj
Vitamine B2 (riboflavine) 0,15-0,2 mg/kg/j

Vitamine B3 ou PP (nicotinamide) | 4-6,8 mg/kg/j
Vitamine B5 (acide pantothénique) | 2,5 mg/kg/j

Vitamine B6 (pyridoxine) 0,15-0,2 mg/kg/j
Vitamine B8 (biotine) 5-8 ug/kg/j
Vitamine B9 (acide folique) 56 pg/kg/j
Vitamine B12 (cobalamine) 0,3 pg/kg/j
Vitamine C (acide ascorbique) 15-25 mg/kg/j
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1.2.10 Résumé des besoins nutritionnels d’'un prématuré

Le tableau suivant résume les différentes posologies des composants d’'une NP pour

un prématuré.

Tableau 8 : apports moyens recommandés chez le prématuré en phase de croissance

Apports moyens recommandés chez le prématuré en
phase de croissance

Volume 140-180 ml/kg/j

Energie 110-120 kcal/kg/j

Protéines 2,5-3,5 g/kg/j

Glucides 12-14 g/kg/j (maximum 17 g/kg/j)
Lipides 3-4 g/kglj

Na* 4-5 mmol/kg/j

K* 2-5 mmol/kg/j

Caz* 1,6-3,5 mmol/kg/j (100-140 mg/kg/j)
P 1,6-3,5 mmol/kg/j (77-108 mg/kg/))
Mg?* 0,2-0,3 mmol/kg/j (5-7,5 mg/kg/j)

1.3 La nutrition parentérale en néonatologie

Si l'alimentation orale doit toujours étre privilégiée, elle ne peut pas étre instaurée chez
tous les nouveau-nés a fortiori chez les prématurés (30). A partir de 32 SA, la plupart
des bébés sont capables de coordonner les actions de succion, déglutition, respiration
ce qui rend la nutrition entérale possible (31). En dessous de 32 SA, elle est
envisageable uniquement par sonde nasogastrique. Cependant I'introduction précoce
et 'augmentation rapide de la nutrition entérale ne peuvent pas toujours étre réalisées.
La nutrition parentérale apparait alors comme la solution pour maintenir I'apport

nutritionnel (32).

1.3.1 Définition de la nutrition parentérale

La nutrition parentérale (NP) est définie comme une technique de nutrition artificielle
qui a pour objectif de « fournir les apports nécessaires pour restaurer ou maintenir un
état de nutrition optimal en cas de nutrition entérale impossible, contre-indiquée ou

insuffisante pour satisfaire la totalité des besoins de I'enfant ou de I'adulte et pour éviter
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les conséquences cliniques d’'une malnutrition ou d’'une dénutrition » (33). C’est un

meélange complexe destiné a étre administré par voie veineuse centrale (32,34,35).

Les nutriments nécessaires a une NP totale sont I'eau, les protéines, les glucides, les
lipides, les électrolytes et sels minéraux, les OE ainsi que les vitamines hydrosolubles
et liposolubles. L’adjonction de lipides dans la poche de NP entraine la formation d’'une

nutrition dite ternaire, sinon la NP est binaire.

La NP pédiatrique (NPP) est différente de la NP de I'adulte car elle s’adresse a des
organismes en développement. Chez I'enfant, en plus du maintien des fonctions
métaboliques de base, la NP doit couvrir les besoins anaboliques de la croissance et
du développement psychomoteur. De plus, elle doit étre adaptée aux troubles
métaboliques secondaires liés a certaines situations pathologiques. La prématurité
représente d’ailleurs la premiére indication de la NPP en France avec 82 % des

prescriptions réalisées par les services de néonatologie (36).

1.3.2 Les différents types de mélanges de nutrition parentérale

On distingue 3 catégories de mélanges nutritifs :

- Les spécialités pharmaceutiques avec autorisation de mise sur le marché
(AMM) appelées mélanges ou poches industriels
- Les mélanges « a la carte » ou individualisé (NPI)

- Les mélanges standardisés (NPS)

Tableau 9 : différents types de mélanges de nutrition parentérale (adapté de (31))

3 types de mélanges de NP

Industriels Standardisés | Individualisés
Formules Prédéfinies / non personnalisées A définir / personnalisées
= Formules fixes = Formules a la carte
Fabricants Industries Pharmacie a usage intérieur (PUI)
pharmaceutiques Ou

Sous-traitance a un établissement
pharmaceutique avec autorisation de

fabrication (faconnier)
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1.3.2.1 Les mélanges industriels

Ce sont des spécialités pharmaceutiques avec AMM ; leur fabrication est assurée par
un établissement pharmaceutique industriel en respectant les Bonnes Pratiques de

Fabrication.

Les spécialités de NP avec AMM disponibles sont peu nombreuses ; on compte 5
formules ayant une indication pour les prématurés en 2018. Le mélange NP 100
Prématuré AP-HP® est le premier a avoir obtenu une AMM en 2004. L’AP-HP
développe quelques années plus tard la gamme Pediaven® dans laquelle on retrouve
3 spécialités : Pediaven NN1®, Pediaven NN2® et Pediaven NN S/OE® qui est une
formule sans OE pour les prématurés présentant une intolérance digestive. Ces 4

mélanges sont des NP binaires.

Le dernier mélange disposant d'une AMM chez le prématuré, mis sur le marché en

2016, est un mélange ternaire commercialisé par Baxter : le Numetah G13 % E®.

Tableau 10 : spécialités disposant d’'une AMM chez le prématuré et commercialisées en France en
2018 et leur composition

Pediaven NN1® | Pediaven NN2® | NP 100 Prématuré | Pediaven Numetah
AP-HP® S/OE® G13% E®

Pour 100 ml
AA (9) 15 1,7 2 2 31
Glucides (9) 10 10 15 15 13,3
Lipides (g) - - - - 2,5
Energie totale (g) 46 47,2 68 68 91
K* (mmol) - 1,7 2 2 2,1
Na* (mmol) 0,5 2 2 2 2,2
Ca?* (mmol) 0,9 0,8 0,9 0,9 1,3
Phosphate (mmol) - 0,9 1,1 11 1,3
Mg?* (mmol) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Vitamines - - - - -
OE + + - - -
Type de solution Binaire Binaire Binaire Binaire Ternaire
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Ces mélanges avec AMM présentent I'avantage d’'une sécurité bactérienne et physico-
chimique optimale en l'absence de supplémentation dans la poche. Or, ces
supplémentations sont nécessaires chez la plupart des patients. De plus, ces poches
ne sont pas flexibles en cas de modifications des recommandations internationales sur
les apports ; une industrie met environ 10 ans avant d’obtenir une AMM. Elles peuvent
également présenter un risque lors de l'utilisation car les nutriments sont séparés dans
2 ou 3 compartiments qu’il faut mélanger extemporanément avant d’administrer la NP.

Si cette étape est oubliée, 'enfant manquera d’un nutriment essentiel a sa croissance.

1.3.2.2 Les mélanges « a la carte » ou individualisés

Lorsque la prescription est individualisée, on parle de nutrition « a la carte » (NPI) car
elle répond aux besoins nutritionnels spécifiques d’'un enfant. C’est une préparation
magistrale qui est réalisée en raison de « I'absence de spécialité pharmaceutique
disponible ou adaptée disposant d’une autorisation de mise de le marché » (37). Selon
la définition des préparations magistrales, les NPI sont des médicaments préparés de
maniére extemporanée selon une prescription médicale destinée a un malade
déterminé. Elles sont fabriqguées quotidiennement en respectant les Bonnes Pratiques
de Préparation (BPP) (38) par les unités de reconstitution centralisée (URC) des
pharmacies a usage intérieur (PUI) des établissements de santé ou par des faconniers
en sous-traitance des PUI. Le délai entre la prescription et 'administration varie de

guelques heures a trois jours pour les week-ends (36).

Elles ont 'avantage de ne nécessiter aucune supplémentation mais sont soumises au
risque d’erreurs ou d’oublis au cours des différentes étapes du processus (prescription,
fabrication, administration). Elles présentent également une moindre sécurité

microbiologique et une durée de conservation courte.

1.3.2.3 Les mélanges standardisés

La standardisation de la NP a été envisagée comme alternative aux mélanges « a la
carte » dans le but d’homogénéiser et de simplifier la prise en charge nutritionnelle des
prématurés au vu du nombre de spécialités disposant d'une AMM dans cette

indication ; et de diminuer le risque infectieux inhérent a cette prise en charge par
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rapport aux NPI. Les mélanges standards de NP (NPS) sont destinés a étre
administrés a des enfants pour lesquels une NPI n’est pas nécessaire ou disponible a
un moment donné et ou une poche avec AMM ne couvrent pas les besoins

nutritionnels.

Ce sont des préparations hospitalieres qui sont fabriquées par les URC des PUI selon
les BPP (38) en raison de I'absence d’une spécialité avec AMM satisfaisante (37). Les
formules sont définies en fonction des pratiques courantes de NPI et en accord avec
les recommandations édictées par les sociétés savantes nationales et internationales
pour répondre aux besoins nutritifs du plus grand nombre de prématurés ou d’enfants
hospitalisés. Cependant leur composition varie d’un établissement a un autre car |l
n’existe pas de recommandations officielles pour les formules et chaque centre fait en

fonction des pratiques habituelles.

Une étude de la littérature nous montre que plusieurs travaux se sont intéressés a la
comparaison de l'efficacité clinique et de la tolérance biologique de ces mélanges
standardisés par rapport aux mélanges industriels ou aux NPI. Une étude francaise de
2015 montre que les NPS de deux centres hospitaliers sont plus proches des
recommandations d’apports hydro-électrolytique et protéino-énergétique que les
poches avec AMM (39). Plusieurs études ont comparé les NPS aux NPI. Méme si les
plus anciennes pronent la NPI (40-42) ; une majorité prouvent que la NPI n’apporte
pas d’avantages cliniques ou biologiques (43) voire mettent en évidence une
supériorité de la NPS (44-46). Ces études concluent que la majorité des enfants

peuvent étre pris en charge par une NPS.

La révision des recommandations européennes, parue en juin 2018, consacre un volet
entier a la standardisation. Dans ce chapitre, 'TESPGHAN préconise I'utilisation des
mélanges de NPS pour la majorité des nouveau-nés a terme ou prématurés, y compris
les VLBW. La NPI doit étre utilisée uniquement dans le cas ou les besoins nutritionnels
de I'enfant ne peuvent pas étre couverts par une NPS ; c’est-a-dire pour des patients

trés malades et/ou métaboliquement instables (47).

Ce type de poche permet d’harmoniser les pratiques et de diminuer les risques
d’erreurs et d’oublis. Un changement de formulation est plus rapide que pour une
poche avec AMM mais elles nécessitent toutefois une supplémentation pour certains

patients. La sécurité bactérienne est augmentée par rapport au NPI si les poches sont
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administrées aprés obtention d’un contrdle libératoire microbiologique conforme. Des
études de stabilité réalisées sur les mélanges de NPS permettent de déterminer une

durée de conservation plus longue que pour les NPI.

1.3.3 Choix du type de mélange nutritionnel

Le choix du type de NP se fait en premier lieu avec I'état clinique du patient puis en
fonction des mélanges disponible dans I'établissement. Le délai pour obtenir la NP est

également a prendre en compte dans la décision.

Les spécialités industrielles avec AMM sont a privilégier compte tenu de leur niveau

de sécurité (stabilités physico-chimique et microbiologique).

Si les besoins nutritionnels de certains patients ne peuvent pas étre couverts par ce

type de NP, les NPS doivent alors étre la seconde intention de prise en charge.

Dans les deux premiers cas, si une supplémentation directement dans la poche est
nécessaire, elle doit étre réalisée par la PUI et non pas par les unités de soins pour
diminuer le risque infectieux. Les préparations acquierent alors le statut de préparation
magistrale. Les NPS peuvent uniquement étre supplémentées en vitamines et en OE
(Annexe 1).

Enfin, dans des situations nécessitant des apports spécifiques (retrait d’'un élément
d’'une poche ou situation pathologique instable) la NPI est alors le dernier recours a

utiliser.

1.4 La standardisation

1.4.1 Situation en France

1.41.1 Lerapport IGAS

A la suite des déceés de trois nourrissons sous NPP au Centre Hospitalier de Chambéry
en 2013, le ministere des affaires sociales et de la santé a demandé a I'lGAS de mener
une mission sur la NPP. Cette enquéte a été réalisée en 2014 et a recueilli les

pratiques de 188 établissements de santé en France publics et privés.
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Le rapport « Evaluation des pratiques en matiére de nutrition parentérale pédiatrique »
rédigé a la suite de cette enquéte met en lumiere les risques liés a la NPP (36). Au
terme de I'analyse de pratiques professionnelles, la mission de 'lGAS a émis 41
recommandations pour I'amélioration de la qualité et de la sécurité de la prise en
charge nutritionnelle des enfants. Ces recommandations sont classées en quatre

grands axes :

- L’harmonisation et la hiérarchisation des prescriptions de NP
- L’amélioration de la qualité des processus de prescriptions et d’administration
- L’amélioration de la maitrise des risques au cours de la préparation des NP

- Laréorganisation de I'offre territoriale en matiére de préparation de NP

Dans son rapport, '|GAS recommande d’avoir recours aux poches de NPS lorsque les
poches avec AMM ne répondent pas aux besoins de I'enfant. En revanche, il préconise
également d’établir un nombre limité de ce type de formules qui doivent étre validées
et inscrites au formulaire national de la pharmacopée francaise et dont la réflexion doit

se faire sous I'égide de la HAS.

Ce rapport donne également la répartition des différents types de prescriptions de NP.
Seuls 22% des prescriptions de NPP correspondent aux poches avec AMM. Ce chiffre
tombe a 18 % pour les maternités de type Il (36). Plus de la moitié (53 %) de
'ensemble des NPP sont des NPI avec une prédominance pour les services soignant
des prématurés ; ce pourcentage augmente jusqu’a 57 % pour les maternités de grade
lll. Les NPS représentaient quant a elles 20 % des prescriptions de NPP en 2013 en
France. Ces chiffres augmentent Iégérement pour les services de néonatologie, soins
intensifs et réanimation pédiatrique (23 %) pour atteindre 25 % dans les maternités de
grade lll. En revanche, le taux de prescription reste stable quel que soit I'age

gestationnel du prématuré. (36)

1.4.1.2 Les recommandations de la HAS

En juin 2018 pour répondre a la demande du rapport de I'lGAS, la HAS a élaboré des
recommandations de bonnes pratiques sur la nutrition parentérale en néonatologie.

Ces recommandations ont pour objectifs principaux de définir des criteres d’orientation
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sur le choix de NP a prescrire en fonction de I'état de santé de I'enfant ; de recours a

la NPI et de proposer un nombre limiter de formules de NPS.

Dans ces recommandations, la HAS valide l'initiation précoce de la NP ainsi que le
bénéfice de commencer la supplémentation en protéines et en lipides dans les 6

heures aprées la naissance.

Une partie de ce texte revient sur les différentes formulations industrielles disponibles
sur le marché francais en comparant leurs apports aux apports théoriques
recommandés par 'TESPGHAN en 2005. Il en ressort que toutes les poches doivent
étre supplémentées en macro- et micronutriments. Toutes les formulations nécessitent
'ajout de vitamines et de protéines et lorsqu’elles sont binaires, I'ajout de lipides.
Ensuite, en fonction de la phase post-natale les poches doivent étre supplémentées
en glucides, en Ca?* ou encore en OE (32).

La HAS préconise l'utilisation des NPS versus poches avec AMM pour les prématurés
stables car elles permettent de répondre aux apports en macro- et micronutriments

recommandés par TESPGHAN tout en ayant un codt plus faible.

Elle préconise également les NPS versus NPI car les NPS permettent, pour le
prématuré stable, une augmentation des apports €énergétiques, protéique et phospho-
calciqgue tout en diminuant la perte de poids et en s’écartant au minimum des
recommandations européennes. En revanche, la NPI reste la solution prioritaire pour

les prématurés instables et les extrémes prématurés (< 26 SA).

Ces recommandations mettent également I'accent sur le risque infectieux lié a la NP.
Les poches avec AMM sont les moins a risque et sont donc a privilégier en premiere
intention ; viennent ensuite les NPS puis les NPI. La supplémentation est fortement
déconseillée car elle engendre un risque septique élevé, majoré lorsqu’elle est faite

directement dans la poche (Figure 2).
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MNP : mélange de nutrition parentérale

Figure 2 : risque septique des différents mélanges de nutritions parentérales et leur supplémentation
tiré de (32)

Dans ce texte, la HAS établit 12 formules standard (Annexe 2) classées en fonction
de la phase de croissance et des pathologies des nouveau-nés qui devront étre
inscrites au formulaire national de la pharmacopée francaise aprés la réalisation de

I'étude de stabilité.

1.4.2 Situation a I'étranger

Si la France a tardé a émettre des recommandations sur la standardisation des NPP
(juillet 2018), d’autres pays ont envisagé cette solution il y a quelques années. En effet,
'ASPEN a émis ses recommandations concernant la standardisation depuis 2007. La
société savante allemande préconise la standardisation depuis 2009 et les
recommandations australiennes, néo-zélandaises et anglaises datent de 2014.

L’ESPGHAN a, quant a elle, publiée en juin 2018 ses propres recommandations.

Cependant, la démarche de standardisation a commencé avant la sortie des différents
textes. Une étude menée par la pharmacie des Hopitaux Universitaires de Genéve en
2010 (48) montre qu’un tiers des 51 hdpitaux européens interrogés disposent déja de
NPS pour la néonatologie méme si la majorité de ces poches devaient étre
supplémentées. Les hopitaux interrogés concernaient I'Espagne, la Belgique,

I’Angleterre, 'Allemagne, la Suisse et la France.
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1.4.3 Situation au CHU de Bordeaux

1.4.3.1 Le circuit des NP

1) Service de soins - Administration au patient Validation de
- Si administration ultérieure, < la livraison
Conservation & +4°C
Bilan biologique et examen clinique
- Prescription a l'aide du logiciel Kitperf
2 N " X i i | Transport par la logistique
Transfert a I'unité de production via le disque .
partage % Dossier de c) Validation pharmaceutique de la
___________________________ lot L = = — — libérationdulot _ _ _|
2) Unité de production (PUI)
» Rapport de controle
- ]
a) Validation pharmaceutique sur Kitpharma 4) Laboratoire de contréle

;" = suivi des apports du patient, A pm— &

=T étude de stabilité galénique, e Dosage Na’,
e — - enregistrement de la fiche Ratsortde fabrication a Ca™ K,
v = A== patient, Rapport de yricatior
2 -~ yp—— - enregistrement de la fiche de
fabrication,
- attribution d'un numéro de
fabrication,
- création de la fiche contrdle. e
b) Préparation en salle blanche B—_ y ,/"/-
= Congélation de
Calibration de 'automate  Fabrication des Echantillonnage I'échantillothéque pendant
poches ’ ‘ m l ‘—" 15 jours maximum
3) Laboratoire de bactériologie NA Contréles bactériologiques via
= Bact/ALERT®
AL
X

Figure 3 : circuit des nutritions parentérales au CHU de Bordeaux

Au CHU de Bordeaux jusqu'en 2015, l'unité de production de la PUI assurait la
préparation d’environ 8 000 NPI dont 86 % de NP ternaires par an. Activité
exclusivement a destination de la pédiatrie (gastro-entérologie, cardiologie,
réanimation) et de néonatologie (réanimation et soins intensifs), elle a diminué avec la
sortie du rapport de I'lGAS. En effet, les pédiatres du CHU ont réalisé un travail
d’harmonisation des pratiques entre les différents services prescripteurs de NPP pour
limiter la NPI et privilégier les mélanges de NP avec AMM mis a leur disposition
(Pediaven® NN1 et NN2, Numetah G13 % E). En 2017, les NPI représentent 6 500
préparations. Cette mise a disposition a permis une diminution de 20 % de la
production de NPI alors que les naissances ont augmenté de 1,7 % entre 2015 et 2017
au CHU.

La production des poches de NPI, en circuit fermé automatisé, est assurée 5 jours sur
7. Les prescriptions sont fabriquées le jour méme a I'exception de la production
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anticipée qui concerne les NPI du vendredi (prescrites et préparées le jeudi) et du
week-end (prescrites et préparées le vendredi). Il n’y a pas d’astreinte pharmaceutique
sur cette activité la nuit et le week-end ; aucune préparation n’est donc réalisée en
dehors des horaires d’ouverture de 'URC. Les mélanges industriels Pediaven® et
Numetah® sont proposés en alternative a la production d’'une NPI sur les périodes de

fermeture.

Les données de la prescription, informatisée grace au logiciel Kitperf, sont retranscrites
dans le logiciel Kitpharma qui permet une validation pharmaceutique clinique et
physico-chimique. Ce dernier est interfacé avec I'automate de fabrication. Kitperf et
Kitpharma sont deux prologiciels « maison » et ne font donc pas partie des logiciels

d’aide a la prescription certifiés par la HAS.

L’étape de fabrication a été paramétrée pour que les éléments soient ajoutés dans

I'ordre le plus favorable a la stabilité du mélange. L’étape de contréle comprend :

- Un contréle gravimétrigue de chaque poche (tolérance de 5 %).

- Un contréle analytique avec dosage des électrolytes (Na* et K*) et sels
minéraux (Ca?*, P, Mg?*) ainsi que la mesure de 'osmolalité sont réalisés au
laboratoire de contrdle de la PUI sur chaque poche produite (tolérance 10 %).

- Un contrdle microbiologique statistique correspondant a 10 % de la production
journaliere est effectué via la méthode BacT/Alert® (49) sur des poches
« contrdle » réalisées a différents temps de la production puis analysé au
laboratoire de bactériologie du CHU de Bordeaux ; les résultats sont connus a
posteriori de 'administration chez les patients.

- Un échantillon de toutes les poches fabriquées est congelé a -20°C et conservé

dans I'échantillothéque pendant 15 jours.

Aprés réconciliation du dossier de lot et validation pharmaceutique, le transport est
assuré jusqu’au service prescripteur par l'unité de logistique du CHU dans des

glacieres dédiées a chaque service.

1.4.3.2 Le projet de standardisation

A la suite du rapport de I'lGAS, une instruction de la DGOS relative a la gestion des
risques liée a l'activité de NPP est parue le 20 mars 2015 (50). Elle impose notamment
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que la préparation des poches a I'hdpital soit sous responsabilité pharmaceutique et
rappelle que cette activité nécessite une organisation hautement spécialisée. Cette
instruction recommande de mener des évaluations des pratiques professionnelles

(EPP) sur les thémes prioritaires du rapport.

C’est dans ce contexte qu’'une EPP a été réalisée au sein de 'URC du CHU de
Bordeaux sous la forme d'une AMDEC qui portait sur I'étude du processus de
production des NPP. Menée de mai 2015 a janvier 2016, I'étude a classé le processus
de production en 9 grandes étapes pour lesquelles ont été mis en évidence des modes
de défaillances. Les modes de défaillance ont été reliés a des causes de défaillances
et hiérarchisés en fonction de leur degré de criticité. L’étude démontre que le facteur
humain est la principale cause de défaillance (51,3 %) et que I'étape de validation
pharmaceutique est celle comportant le plus grand nombre de modes de défaillances
(51).

Afin de se mettre en conformité avec les recommandations de I'lGAS et de diminuer
les risques liés a I'étape de validation pharmaceutique, un projet de standardisation
des NPP a destination des prématurés a débuté en 2017. Ce projet réunissait 'TURC
et les cliniciens des services prenant en charge des prématurés (réanimation
pédiatrique, réanimation et soins intensifs de néonatologie) (52). En effet, les cliniciens
ont pointé les lacunes des poches avec AMM pour la prise en charge des prématurés
de moins de 1,5 kg (VLBW et ELBW) et la nécessité de mettre en place des formules

standard pour cette population.

Lors de I'élaboration du projet, il a été décidé de réaliser des formules avec et sans
lipides pour permettre la prise en charge de la majorité des enfants prématurés. Deux
solutions sont disponibles pour réaliser I'apport des lipides. L'une d’elles consiste a
séparer les lipides de la formulation binaire soit en produisant une seringue de lipide a
part, soit en réalisant la préparation dans une poche bi-compartimentée. La deuxieme

solution est de fabriquer des poches mono-compartimentées.

Contrairement au systéme de poche binaire avec seringue de lipides en dérivation, les
poches de NP ternaires (mono- ou bi-compartimentées) sont considérées comme des
systemes tout-en-un ou 3-en-1 retrouvés sous le terme de « all-in-one » (AlO) dans la
littérature (53,54). Les poches bi-compartimentées présentent le méme risque d’erreur

que les poches avec AMM, c’est-a-dire I'oubli de mélange des différents nutriments

41



avant administration. Si de nombreux centres ont mis en place des formules standard
ternaires, peu ont choisi le modéle 3-en-1 en poche mono-compartimentée en raison
du contact direct de 'ELI avec les autres composants de la NP. En effet, 'ELI est

considérée comme le point critique de la stabilité des NP ternaires.

Cependant ces AlO facilitent et sécurisent 'administration notamment au niveau du
risque infectieux en diminuant le nombre de manipulations lors de la pose (53,55) et
sont bien tolérés chez les enfants (56). Des études ont démontré que le
reconditionnement d’ELI en seringue réalisé par un automate présentait un risque de
contamination bactérienne, méme lorsqu’il était réalisé dans les meilleures conditions
(circuit fermé et zone d’atmospheére contrélée classe A/ISO 5) (32,57). De plus, méme
si les seringues 3 pieces (corps de la seringue, piston et joint de piston) sont
constituées de matériaux plastiques relativement inertes (polypropyléne,
polyéthyléne...), les industriels ajoutent de I'huile de silicone comme lubrifiant pour
permettre une utilisation plus confortable. Il existe donc un risque d’interaction

contenant-contenu et de relargage de ce silicone dans 'ELI (58,59).

1.5 Stabilité des mélanges de nutrition parentérale

Il existe deux types de stabilité : la stabilité chimique et la stabilité physique ou
galénique. La température, le pH, la présence doxygene, la lumiere et le
conditionnement font partie des principaux facteurs pouvant influencer la stabilité

d’'une préparation.

En NP, la complexité des mélanges expose a un risque élevé d’'incompatibilités et des
difficultés a obtenir une stabilité a long terme. Ces difficultés sont dues a la possibilité
de dégradations ou d’interactions des nombreux éléments entrant dans la composition
d’'une NP.

Cette stabilité se complique davantage lorsque I'ajout de composants externes a la NP
est nécessaire. C’est pourquoi les ajouts de médicament directement dans la poche
sont a limiter au maximum et ne sont pas permis sans une étude de stabilité préalable
; d’autant plus qu’ils engendrent un risque de contamination microbiologique élevé
(60-62).
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1.5.1 La stabilité chimique

La stabilité chimique des différents composants des mélanges de NP a été plusieurs
fois étudiée. Elle est liee a la dégradation irréversible de plus de 10 % de la
concentration par rapport a la valeur initiale (63,64) et est due aux réactions entre les
différents constituants d’'une NP (hydrolyse, oxydation, réduction...). Ces réactions

chimiques sont affectées par les conditions environnementales.

Les vitamines sont les composants de NP les plus instables chimiquement (65,66) car
elles se dégradent rapidement durant le stockage (66,67) sous I'influence de la lumiére
(A, E, K, B2 et B6) (68) et de 'oxygéne (C) (69,70). Pour augmenter leur stabilité, il est
recommandé d’additionner les vitamines a I'ELI (71). Si les OE ne sont pas sujets aux
dégradations chimiques ; ils sont les catalyseurs certaines réactions de dégradation

des vitamines (66,70) et favorisent la peroxydation lipidique (72).

Les électrolytes et les sels minéraux sont tres stables chimiqguement mais ils

interviennent dans la stabilité galénique des NP, en particulier le Ca?* et le P (63).

Le glucose peut étre dégradé selon la réaction de Maillard ; réaction chimique qui se
fait entre le sucre et les AA. Cette réaction est dépendante de la température et du
temps. Bien connue dans le milieu agro-alimentaire, elle entraine un jaunissement de
la solution de NP (visible uniquement sur les poches binaires) (63,73) mais dont les
effets physiologiques ne sont pas encore connus méme si les produits formés
pourraient avoir un role antioxydant (74). En plus de subir une dégradation via la

réaction de Maillard, certains AA sont également sensibles a I'oxygéne (75).

1.5.2 La stabilité physique

La complexité des mélanges de NP implique un risque d’incompatibilités entre les
différents nutriments qui peut conduire a la formation de précipités ou si on parle de

nutrition ternaire, a une déstabilisation de I’émulsion.
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1.5.2.1 La formation de précipités

La précipitation phospho-calcique est la plus fréquente et la plus redoutée. C’est un
phénomene bien connu en NP qui intervient pour des concentrations élevées en Ca?*
et en P. Les sels organiques de ces minéraux, un pH acide et une concentration élevée
en AA et en glucose comptent parmi les facteurs qui permettent de diminuer le risque
d’apparition du précipité (63,76-80). Dans les mélanges binaires, I'apparition de ce
précipité est facilement détectable par des moyens optique ou €lectronique mais dans

les mélanges ternaires sa détection devient tres compliquée.

Il existe également un risque de précipitation des OE notamment avec les phosphates
ou les AA, dépendant de leur concentration. Ce phénoméne est rarement mis en

évidence (63,66) et peu étudié pour le moment.

Pour contrer ce phénomeéne de précipitation, il est recommandé de filtrer les NP lors
de I'administration grace a un filtre 1,2-1,5 um pour les NP ternaires et 0,22 um pour
les NP binaires ce qui permet d’arréter les précipités méme invisible a I'ceil nu (81). Il

existe toutefois un risque que le précipité se reforme en aval du filtre.

1.5.2.2 L’émulsion lipidique

La stabilité galénique d’'une ELI, facteur déterminant pour la stabilité de la NP, est
difficilement prévisible car cette derniere est thermodynamiquement instable. Les
gouttelettes ont tendance a vouloir se rapprocher pour fusionner afin de diminuer leur
énergie de surface. C’est pourquoi la lécithine d’ceuf, émulsifiant, est ajoutée aux ELI
pour accroitre leur stabilité en conférant aux gouttelettes d’huile une charge de surface

négative qui permet une répulsion électrostatique entres gouttelettes voisines.

Différents facteurs qui influent respectivement sur les charges en présence dans le
mélange et sur le degré d’ionisation de la solution, sont a prendre en compte pour la
stabilité galénique d’'une ELI (15,82-85). Cette stabilité est basée sur trois grandes
caractéristigues que seule la pharmacopée américaine USP spécifie dans son chapitre
<729> de (83,86) :

- Un pH neutre ou Iégerement basique de la phase aqueuse (pH compris entre 6
et 9)
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- Un diamétre moyen des globules huileux faible (< 500 nm) ne devant jamais
dépasser les 5 um avec un pourcentage de globules lipidiques ayant un
diamétre moyen supérieur a 5 um (PTAF5) < 0,05%

- Un potentiel z&ta de 'ordre de -40 mV ; il représente la répulsion électrostatique

entre les globules

Les électrolytes ainsi que les sels minéraux ont un effet néfaste sur la stabilité des ELI.
En effet, les interactions entre 'ELI et les ions varient selon la charge et la quantité en

présence. Le Critical Agregation Number (CAN) (84,86) calculé comme ci-apres :
CAN=a+64b+729c

ou a, b et c représentent respectivement les concentrations milli-molaires des cations
mono-, di- et trivalents, quantifie la valeur limite fixée a 200 mmol/l au-dela de laquelle
le risque d’instabilité devient important. Ce sont les ions Ca?* et Mg?* qui sont les plus

grands pourvoyeurs de déstabilisation.

Le glucose joue aussi un réle déstabilisateur par neutralisation du potentiel zéta en
acidifiant le pH ; les solutés de glucose ayant un pH avoisinant 5. Le facteur de dilution
est aussi a prendre en compte puisqu’une trop grande dilution entraine une diminution
de la répulsion électrostatique et expose les globules a une action accrue des cations.
A linverse, les solutions d’AA présentent un pH neutre et jouent donc un réle de
tampon, stabilisateur de I'’émulsion. lls exercent également un réle protecteur de I'ELI
en contrant les cations par encombrement stérique (85). Ce sont les proportions
respectives de I'ELI, de cations, de glucose et d’acides aminés qui conditionnent la

stabilité d’'un mélange ternaire.

L’instabilité physique de 'ELI se manifeste de plusieurs maniéres. La séparation des
phases aqueuse et huileuse est le phénoméne le visible. Lorsqu’une couche blanche
opaque apparait a la surface de I'émulsion, on parle de crémage. Les globules sont
alors remontés a la surface mais peuvent étre remis en suspension par simple
retournement (85). Lorsqu’ils ne peuvent plus étre remis en suspension, le phénoméne

de coalescence signant la rupture de I'ELI (82) s’est mis en place.
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Figure 4 : déstabilisation d’'une émulsion lipidique de type huile dans eau

Cependant, toutes les déstabilisations ne sont pas visibles a I'ceil nu et 'absence de
ces phénoménes ne signent pas obligatoirement la stabilité de I'émulsion. Pour

s’assurer de la stabilité d’'une ELI il faut conduire une analyse granulomeétrique.

L’utilisation d’ELI contenant un mélange de MCT et de LCT permet une meilleure

stabilité de 'émulsion dans les systémes AlO (87,88).

1.5.3 La stérilité

La stérilité est un point essentiel de la stabilité des NP. Elle est assurée par le respect
d’'un ensemble de conditions et de parameétres allant de la qualification des installations
et des équipements a la qualité des matiéres premiéres et des articles de
conditionnement ainsi qu’a la validation des procédés de préparation et a la formation

du personnel.
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2 Objectifs du travail, matériels et méthodes

2.1 Objectifs du travall

Ce travail a pour but de déterminer la stabilité des formules de NPS définies par les
pédiatres prenant en charge des nouveau-nés prématurés afin de fixer la date limite
d’utilisation des poches en accord avec les résultats physico-chimiques et

microbiologiques.

2.2 Matériels

2.2.1 Formules des mélanges étudiés

Les formules des mélanges de NPS ont été développées conjointement entre les
pédiatres des services de néonatologie et la pharmacie en suivant les
recommandations internationales édictées par TESPGHAN en 2005. Aprés plusieurs
réunions, il a été convenu en janvier 2018 de quatre formules standard : deux binaires

et deux ternaires.

La formule binaire « Concentrée » est destinée aux prématurés pour JO et J4 et plus
et la formule « Standard » aux prématurés de J1 a J3. La formule « Intermédiaire » est
destinée aux premiers jours de vie alors que la formule « Croisiére » prend le relais en

phase de croissance.

Les apports des formules pour 100 ml sont résumés dans le tableau suivant. Les
poches ont un volume total de 230 ml pour les binaires et de 330 ml pour les ternaires

avec un volume de purge de 30 ml dans les deux cas.
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Tableau 11 : formulation des mélanges de NPS étudiés

Standard Concentrée Intermédiaire | Croisiere
Age J1aJ3 JO et J4 et plus Premiers jours | Phase de croissance
Eau (ml) 100 100 100 100
Protides (g) 2,2 3 2,8 2,5
Glucides (g) 7,3 10 9 10
Lipides () - - 15 2
Na* (mmol) 29 3,2 2 2,6
K* (mmol) 2,2 3 1,5 1,4
Ca?* (mg) 60 70 50 48
P (mg) 45 45 40,3 40
Mg?* (mg) 5 6 4,6 4,4
Ca%.P 1,3 1,6 1,2 1,2
OE Oui Oui Oui Oui
Vitamines (ml) | 1 1 1 1
Zinc (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2
Carnitine (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1
Cal 38 52 60,5 68
CAN (mmol/l) | 66 84 49,5 54
Type Binaire Binaire Ternaire Ternaire

Les formules correspondent de maniere générale a certaines formules proposées par

la HAS.

2.2.2 Choix de la présentation des NPS

Les poches bi-compartimentées n’étant pas disponibles au marché du CHU de

Bordeaux et nécessitant une double connexion de la poche a I'automate de fabrication,

cette option a été éliminée.

En plus des raisons de sécurité microbiologique, I'option « seringue de lipides » n’a

pas été retenue car la pharmacie voulait minimiser les changements au niveau du

processus de fabrication des NP et n’avait pas les moyens humains nécessaires pour

réaliser un nouveau type de production.
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Malgré les risques d’instabilité, le choix s’est donc porté sur les poches mono-
compartimentées pour la simplicité de production, d’utilisation et la diminution du

risque microbiologique (32,56).

Aprés discussion avec les pédiatres et dans l'objectif d’éviter les supplémentations
dans la poche ou les branchements en dérivation, il a été décidé de mettre les
vitamines et les OE directement dans la poche de NPS.

2.2.3 Fabrication

L’unité de production de NP se compose d’'une Zone a Atmosphére Contrélée (ZAC)
de classe B, équipée d’une hotte a flux d’air laminaire horizontale et d’'un Poste de
Sécurité Microbiologique (PSM) de type IIb permettant 'obtention d’une classe A. Un
sas d’habillage classé C est attenant a la ZAC. L’unité est complétée par une zone
administrative ou se trouvent les bureaux de validation et la zone de décontamination

des produits.
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Figure 5 : plan de l'unité de reconstitution centralisée
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La fabrication des NP dans le respect des BPP (38) est automatisée grace a I'automate
BAXA® Exacta-Mix 2400 qui est placé dans une hotte a flux d’air laminaire horizontale
(HFL sur la Figure 5). Le montage de I'automate est réalisé quotidiennement pour relier
les flacons de solutés par des tubulures de différents diamétres au corps de
lautomate : une pompe péristaltique, qui assure le remplissage des poches en
prélevant le volume nécessaire conformément a la formule de NPS. Chaque poche
fabriquée subit un contréle gravimétriqgue grace a la balance de précision couplée a
'automate. Le contrOle est conforme lorsque la pesée aprés ajout d’un soluté et celle

de la poche finale ne different pas de plus de 5% de la masse théorique.

Figure 6 : montage de 'automate BAXA EM2400 ® prét pour la production

Les matieres premiéres utilisées pour fabriquer les NPS de I'étude sont les mémes
gue celles qui permettent la fabrication des NPI en routine. Une seule référence par
type de solutés est disponible pour les mélanges de NPP :

- Eau pour préparation injectable (EPPI) (B.Braun), solution pour perfusion

- Vaminolact® (Fresenius Kabi)

- Glucose 30 % (B.Braun)

- Chlorure de sodium 20 % (AP-HP)

- Chlorure de potassium 10 % (AP-HP)

- Sulfate de magnésium 10 % (AP-HP)
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- Gluconate de calcium 10 % (AP-HP)

- Phocytan® 0,33 mmol/ml (Aguettant)

- Smoflipid® 200 mg/ml, émulsion pour perfusion (Fresenius Kabi) (huile de soja
raffinée, triglycérides a chaine moyenne, huile d’olive raffinée, huile de poisson
riche en oméga 3)

- Cernevit® (Baxter)

- Junimin® (Aguettant)

- Zinc injectable 1 mg/ml (Aguettant)

- Lévocarnil® 1 g/5 ml (Alfasigma)

Les NPS sont conditionnées dans des poches monocouches d’Ethylene Vinyl Acétate
(EVA) Baxter emballées dans un champ stérile. Le suremballage se fait hors du flux
laminaire, en classe B, dans des sachets stériles. Pour I'étude, elles ont été placées
dans des sachets anti-UV décontaminés par une solution biocide et suremballées dans

un sachet plastique.

2.3 Méthodes

2.3.1 Méthodologie des études de stabilité des préparations

hospitalieres

L’International Conference of Harmanisation of technical requirements for registration
of pharmaceuticals for human use (ICH) a édicté des regles internationales pour la
conduite d’études de stabilité sur principe actif. Ces régles datant de 2003 ont été
adaptées dans les différentes législations mondiales mais étaient destinées aux
études de stabilité réalisées par les industriels. Elles représentaient une base
meéthodologique essentielle pour le développement d'un médicament mais

nécessitaient d’étre adaptées a la pratique hospitaliére.

Le guide méthodologique des études de stabilité des préparations (64), réedigé en 2013
par la Société Frangaise de Pharmacie Clinique (SFPC) et le Groupe d’Evaluation et
de Recherche sur la Protection en Atmosphere Contr6lée (GERPAC), constitue un
outil méthodologique pour la réalisation d'études de stabilité de préparation

hospitaliére. Il fixe la variation maximale autorisée a = 10 % de la valeur initiale a JO.
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L’étude de stabilité présentée dans ce travail s’est basée sur ce guide méthodologique

pour interpréter les résultats obtenus.

2.3.2 Organisation de 'étude

2.3.2.1 Schéma

L’étude de stabilité a débuté en février 2018 et a été conduite sur 56 jours pour chaque
campagne de production ; soit deux mois et demi au total. Les points de prélevement
ont été définis a JO, J3, J7, J14, J21, J28 et J56 (Annexe 4).

Pour chacun des jours d’analyses, les dosages ont été réalisés a deux temps. Le
temps « t » correspondait au jour du prélevement de I'échantillon, aprés sa sortie du
réfrigérateur a 4°C et le temps « t+24h ambiant » (abrégé en t+24) pour lequel le
prélévement était laissé 24 heures a température ambiante (23-28°C) sans étre mis a
I'abri de la lumiére. Ce temps « t+24h ambiant » permettait de mimer I'état du mélange
de NPS a la fin de 'administration au patient en conditions réelles des services de

soins.

2.3.2.2 Production des poches de NPS

Dans la partie sur le nombre d’essais, le guide méthodologique recommande
d’effectuer I'étude de stabilité sur un lot unique de fabrication pour ne pas apporter de
variabilité liée a la fabrication elle-méme. Chaque lot devrait comprendre un minimum
de trois unités et il est préférable de fabriquer une unité pour chaque temps de
prélevement. Cependant, s’il n’est pas possible de sacrifier une unité pour chaque
temps il est alors autorisé de se limiter a une unité pour tous les temps. Dés lors, |l
faudra réduire au maximum le volume prélevé et réaliser I'essai trois fois sur des

préparations de lots différents.

C’est cette deuxieme option qui a été retenue pour réaliser I'étude de stabilité des 4
formules de NPS car l'option avec les poches sacrificielles pour chaque temps
nécessitait la fabrication de 168 poches de NPS (42 poches par formules). Ce surplus

d’activité ne pouvait pas étre absorbé par lTURC.

52



Soixante poches ont donc été fabriquées pour la totalité de I'étude. Les quatre formules
de mélange de NPS ont été produites en série lors de trois campagnes de production

réparties sur trois semaines (planning en Annexe 4).

Une campagne se déroulait sur 2 jours ; la premiére journée regroupait la majeure
partie de la production. Toutes les formules de NPS étaient fabriquées en quatre
exemplaires. Trois poches de chaque formule (n = 3) ont été analysées a tous les
temps de I'étude et la quatrieme, analysée a JO et a J56, a servi de témoin pour I'étude

de stérilité.

La présence de lipides masquant l'apparition d’un précipité dans les poches de
meélanges ternaires, des poches binaires spéciales ont été fabriquées. Ces poches
binaires, appelées « intermédiaire sans lipide » et « croisiére sans lipide », reprenaient
la composition des formules « intermédiaire » et « croisiere » sans I'apport lipidique.
Ce dernier était compensé par une augmentation du volume d’eau pour respecter la
concentration des différents composants. Elles ont été analysées a JO et a J56 pour

ne pas perturber la formation d’'un éventuel précipité.

Ces poches sans lipides ont également été fabriquées a un exemplaire par formule
lors du deuxieme jour de chaque campagne de production pour I'étude de stabilité des

AA et des vitamines.

Chaque série était donc composée de 20 poches de NPS et pour chaque formule, neuf

poches ont été analysées sur 'ensemble de I'étude.

Tableau 12 : répartition de la production par type d’analyses

Jour de production Lundi Jeudi
Standard
Concentrée Croisiere sans lipide Croisiere sans lipide
Formules . o o o o
Croisiéere Intermédiaire sans lipide Intermédiaire sans lipide

Intermédiaire

Nombre de poches pour
1,2et3 4 1 1
chaque formule

Utilisation

. ... | Recherche de particules
Dosages | Stérilité L . )
visibles a I'ceil nu

53

Biochimie : dosages

vitamines et acides aminés



2.3.3 Aspect macroscopique

2.3.3.1 Inspection visuelle : contamination particulaire visible

La pharmacopée européenne définit la contamination particulaire des préparations
injectables et des préparations pour perfusion comme des particules étrangéres, non
dissoutes et mobiles autres que des bulles de gaz et qui se trouvent involontairement

dans ces solutions.

L’essai a été adapté de la monographie 2.9.20. de la pharmacopée européenne 9.0
(89). Il est conforme lorsqu’aucune particule n’est visible en suspension. Le mirage sur

fond blanc a été réalisé sous PSM lIb lors du prélevement des échantillons.

L’essai a été réalisé a tous les jours d’analyse et sur toutes les poches. La
comparaison a JO des poches « intermédiaire sans lipide » et « croisiére sans lipide »

a permis de suivre I'apparition d’'un macroprécipité phospho-calcique.

Le mirage a également permis la vérification macroscopique de la coloration et de

'aspect de I'émulsion lipidique.

2.3.3.2 Crémage

Trois tubes de 5 ml pour chaque poche de mélanges ternaires ont été prélevés a JO.
Les tubes ont été stockés a 4°C pendant la durée de I'étude sans étre bougés pour
permettre la surveillance de l'apparition d’'un phénoméne de crémage voire de
coalescence. La couche surnageante de creme a été mesurée et le « pourcentage de
crémage » calculé en rapportant cette mesure a la hauteur du mélange dans le tube
(85).

L’analyse granulométrique du crémage a été réalisée sur les tubes de la série 3 en
sacrifiant un tube par poche a J28 et a J56 (soit trois tubes par formules et par jour) et
chaque phase a été analysée. A J56, le dernier tube a été analysé apres avoir été

remelange.
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2.3.4 Stabilité chimique

2.3.4.1 Dosage des électrolytes et sels minéraux

Les dosages des électrolytes Na* et K* ainsi que celles des sels minéraux Ca?* et Mg?*
ont été réalisés a l'aide d’'un spectrometre d’émission atomique par plasma micro-
ondes (MP-AES) 4200 (Agilent Technologies, Santa Clara, Californie, Etats-Unis).

L’appareil muni d’'une torche a plasma permet I'excitation des atomes a doser qui pour
retrouver leur état stable (désexcité) émettent un rayonnement électromagnétique
d’'une longueur d’'onde qui leur est caractéristique. Ce rayonnement est mesure par le
spectrometre et permet de quantifier les différents électrolytes et sels minéraux. Cette

méthode permet la détection des éléments jusqu’au ppm.

Figure 7 : photographie du MP-AES 4200

Les échantillons ont été dilués au centiéme avec de 'EPPI avant d’étre analysés. Une
modification de + 10 % de la valeur de JO a été considérée comme le signe d’'une

instabilité chimique.

Les mesures du Ca?" ont également permis de surveiller l'apparition d'un
microprécipité phospho-calcique ; une diminution de la concentration étant le signe

d’une précipitation (86,90).
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2.3.4.2 Mesure du pH

La déstabilisation d’'un mélange de NP peut étre a l'origine des modifications du pH.
Ces modifications, que ce soit une acidification ou une alcalinisation, peuvent a leur
tour entrainer des réactions chimiques entre les différents composants des NP. On
sait par exemple qu’une alcalinisation de la solution favorise la réaction de Maillard

alors que I'ELI n’est stable que pour une gamme de pH allant de 6 & 9.

Les mesures ont été réalisées grace a une microélectrode en verre (Fisherbrand,
Fisher Scientific SAS, lllkirch Graffenstaden, France) reliée au pH-meétre FiveEasy®
(Mettler-Toledo, Colombus, USA). L’appareil corrige les pH en fonction de la
température fixée dans les parameétres d’analyse ; elle correspondait a la température
de la piéce d’analyse. La microélectrode est étalonnée avec une solution de pH a 7 et

les valeurs mesurées sont corrigées en fonction de la valeur lue pour I'étalon.

Les mesures ont été réalisées en triplicata sur la série 3.

2.3.4.3 Mesure de 'osmolalité

L’osmolalité donne le nombre de milliosmoles pour 1 kg d’eau. Elle est le reflet de la
composition qualitative et quantitative d’'un mélange de NP, chacune des espéces du
mélange apportant sa propre osmolalité. Le glucose est le nutriment qui possede la

plus forte osmolalité. Son suivi permet donc de statuer sur la stabilité du glucose.

L’appareil utilisé pour la mesure est 'osmométre cryoscopique Loeser TYP15® (Fisher
Scientific SAS, lllkirch Graffenstaden, France). || mesure I'abaissement du point
cryoscopique de la solution a analyser. L’échantillon de 200 ul a préalablement été

dilué au centiéeme avec de I'EPPI.

C’est une méthode simple, rapide et fiable qui permet de mesurer 'osmolalité d’'une
solution et de suivre son évolution. Une variation de plus de 10 % signe une instabilité

des mélanges.
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2.3.4.4 Dosage des vitamines

Six vitamines ont été suivies au cours de I'étude : A, E, C, B1, B2 et B6. Le laboratoire
de biochimie du CHU de Bordeaux a accepté de participer a I'étude ; ce sont les
techniciens de laboratoire qui ont réalisé les dosages a JO, J1, J3, J7, J28 et J56 sur
les 3 séries. A chaque temps de I'étude, un prélévement était amené et congelé pour
étre analysé lors des séries de dosage. Les méthodes utilisées pour la préparation des
échantillons (Annexe 3) et pour le dosage sont les mémes que celles utilisées sur les
échantillons de sang humain. Pour vérifier la capacité de dosage des différentes
vitamines dans les mélanges de NP, le pourcentage de détection a été calculé & JO en

comparant la valeur obtenue a la valeur théorique dans le mélange.

Les vitamines ont été dosées par chromatographie liquide haute performance (HPLC)
couplée a un détecteur UV/visible pour les vitamines A, C et E et couplé a un
fluoromeétre pour la vitamine B1, B2 et B6. Aprés I'étape de déprotéinisation, seuls les
échantillons utilisés pour le dosage de la vitamine B1 ont d( étre dilués au 1/200°me

avant analyse car la concentration faisait saturer le détecteur.

Il a été nécessaire d’analyser des mélanges binaires car la présence de lipides dans
'échantillon aurait pu engendrer un phénoméne de colmatage des colonnes de
chromatographie sur des appareils de routine. Il a été décidé d’analyser les poches

binaires « intermédiaire sans lipide » et « croisiére sans lipide ».

2.3.4.5 Dosage des acides aminés

Dix-sept AA ont été suivis pendant I'étude de stabilité. lls ont été dosés par le
laboratoire de biochimie du CHU de Bordeaux par chromatographie échangeuse de
cations. Parmi les AA entrant dans la composition du Vaminolact®, seuls la cystéine
et 'acide aspartique n’ont pas été doseés. La cystéine n’a pas été suivie car dans le
Vaminolact® elle est présente sous forme de couple cystéine/cystine (2 cystéines
couplées par un pont disulfure) alors que la méthode de dosage est capable de
détecter uniquement la cystéine sous forme libre. Toute rupture du pont disulfure par

réduction aurait alors conduit a des variations fictives de la concentration en cystéine.
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Le traitement des échantillons consistait en une déprotéinisation et une dilution au
1/50¢eme,

Chaque séquence de chromatographie durant 180 minutes, les dosages n'ont été
réalisés que sur les séries 1 et 3 pour ne pas avoir plusieurs analyses a réaliser le
méme jour et saturer I'appareil. Les échantillons analysés a JO, J7, J28 et J56 ont été
prélevés a partir des poches utilisées pour le dosage des vitamines pour la méme
raison ; les appareils de mesure étant ceux utilisés pour la routine, nous ne pouvions

pas nous permettre de colmater une colonne.

2.3.5 Stabilité physique

2.3.5.1 Analyse granulométrique

L’analyse granulométrique permet d’étudier la stabilité de I'ELI ; seuls les mélanges

ternaires ont été analysés. Deux appareils ont été utilisés pour ce suivi.

Le premier appareil est un granulométre par diffraction laser Mastersizer 2000
(Malvern Instrument SA, Worcestershire, United Kingdom). La mesure par diffraction
laser est réalisée par un faisceau laser qui passe a travers un échantillon de particules
dispersées et dont l'intensité de la lumiére diffusée est mesurée en fonction de I'angle
de diffraction. Les grosses particules diffractent la lumiére suivant de petits angles et
les petites particules diffractent de faibles intensités en grands angles. Les intensités

diffusées sont ensuite analysées pour calculer la taille des particules.

Incident light

Small angle scattering

Incident light

Large angle scattering

Figure 8 : schéma de la diffraction laser en fonction de la taille des particules rencontrées
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Le Mastersizer 2000 permet d’obtenir des répartitions des particules allant de 0,2 a
2000 um. Il a servi a obtenir les pourcentages de globules lipidiques ayant un diameétre

moyen supérieur a 1 um (PTAF1) et supérieur a 5 um (PTAF5) (82).

L’échantillon a analyser est injecté dans le module de dispersion en voie liquide de
faible volume Hydro SM (Malvern) rempli d’eau ultrapure exempte de particules
jusqu’a obtention d’'une saturation correcte du détecteur. Le module était réglé entre
2000 et 2100 tours/minute.

Les mesures de chaque échantillon sont effectuées trois fois et la moyenne est créée

grace au logiciel d’acquisition des données.

Figure 9 : photographie du Mastersizer 2000 avec le module hydro SM

Le Mastersizer 2000 a également été utilisé pour obtenir les données
granulométriques du Smoflipid® ainsi que du Numetah G13E® ; pour ces mesures un
seul échantillon a été étudié.

En revanche la stabilité du diamétre moyen des globules lipidiques (DMG) a été
etudiée avec le Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument SA, Worcestershire, United
Kingdom) qui ne permet pas de mesurer une gamme aussi large de taille de particules

mais qui est plus précis en dessous de 1 um (82).

Cet appareil fonctionne sur le principe de la diffusion dynamique de la lumiére (DLS).
Les particules de petite taille, qui effectuent des mouvements incessants et aléatoires

(mouvement brownien), diffusent la lumiére a une vitesse inversement proportionnelle
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a leur taille : plus elles sont petites, plus elles diffusent rapidement. La vitesse du
mouvement brownien étant liée a la température, son contrble est essentiel pour
obtenir des mesures précises. Pour mesurer la vitesse de diffusion, on observe

I'émission de lumiére produite par lillumination des particules par un laser.

Les échantillons étaient dilués au 1/1000°™¢ avec de I'eau ultrapure exempte de
particules, avant d’étre analysés en triplicata. La moyenne des trois mesures était
réalisée grace au logiciel d’acquisition des données Zetasizer Software™. Les
données notées ont été la taille (DMG) moyenne ainsi que I'indice de polydispersité

(pdi). Le pdi doit étre inférieur a 0,2 pour signer une analyse correcte.

Les résultats ont été comparés aux normes données par la pharmacopée ameéricaine
USP <729> : DMG < 500 pm et PTAF5 < 0,05 %.

2.3.5.2 Potentiel zéta

Le potentiel zéta ou charge des particules est mesuré sur des échantillons
préalablement dilués au 1/1000°™ avec de I'eau ultrapure exempte de particule grace

au Zetasizer Nano ZS (Malvern).

Le principe de cette mesure repose sur la mobilité électrophorétique des particules.
En effet, les particules chargées migrent vers une électrode quand un champ
magnétique est appliqué. La vitesse a laquelle elles se déplacent est proportionnelle
a lintensité du champ et a leur potentiel zéta. L'appareil détermine un champ
magneétique a appliquer en fonction de la nature de I'échantillon et peut alors mesurer
la vitesse de migration en réalisant une électrophorése par laser. De cette mesure, le

logiciel de d’acquisition des données extrapole la valeur du potentiel.

Les mesures ont été réalisées 3 fois par échantillons et la moyenne de ces mesures a

été calculée grace au Zetasizer Software™.

La zone de d’instabilité d’'une émulsion se situe entre -25 et +25 mV (60,91). De
maniére générale, une NP présente un potentiel zéta se situant aux alentours de -40

mV (82) qui correspond a la valeur fixée dans 'USP <729>.
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2.3.6 Essai de stérilité

La 8%me édition de la Pharmacopée Européenne précise les conditions de réalisation
de I'essai de stérilité ainsi que le nombre d’unités a analyser en fonction de la taille du
lot produit. Si le lot est inférieur & 100 unités, alors 10 % du lot doit étre analysé avec

un minimum de quatre unités.

La Pharmacopée demande que les unités soient filtrées sur membrane de porosité
0,45 pm. Ces membranes sont ensuite incubées dans des milieux aérobies et
anaérobies pendant 14 jours. Cet essai est long et colteux et des travaux ont été
menés pour valider une méthode de microbiologie non inférieure a celle préconisée

par la Pharmacopée mais plus efficiente surtout en termes de délai de résultats.

Le systeme BacT/Alert® (Biomérieux, Marcy-L'étoile, France) est basé sur une
détection colorimétrique automatisée. Les micro-organismes présents dans le milieu
produisent du CO2 en phase de croissance qui induit une diminution du pH du milieu
de culture. Ce changement de pH est responsable d'un virage colorimétrique
irréversible qui est lu a intervalle de temps régulier. Des travaux ont montré que ce
systeme initialement prévu pour les hémocultures est non inférieur a I'essai de stérilité
de la Pharmacopée Européenne(92). Il répond donc au chapitre 5.1.6 qui précise
comment développer des méthodes alternatives pour le contrdle qualité
microbiologique et permet de rendre les résultats en 5 jours (49,93,94). Cette

technique avait été également validée au CHU de Bordeaux et est utilisée en routine.

Le suivi de la stérilité a été réalisé par ensemencement direct de flacons d’hémoculture
BacT/Alert® aérobie et anaérobie. Les flacons ont été envoyés au laboratoire de
bactériologie du CHU de Bordeaux pour incubation pendant 5 jours a 37°C. L’essai a
été réalisé a 2 temps : JO et J56 pour chaque série. A JO, les poches d’'une méme
formule ont été « poolées » (4 ml par poche) et le prélevement injecté dans les flacons
d’hémoculture. A J56, I'analyse a été réalisé sur un pool de chacune des poches qui
avaient été fabriquées pour cet essai et non ouvertes pendant I'étude. Ces poches ont
été conservées dans des conditions similaires a la possible conservation des poches

de NPS en routine.

Les résultats sont conformes si les analyses reviennent négatives a J5 de

'’ensemencement.

61



2.3.7 Analyse statistique

Une analyse statistique de différents paramétres mesurés (électrolytes, sels minéraux,
osmolarité, analyse granulométrique et potentiel zéta) a été basée sur une analyse
descriptive (moyennes et écart-types) et des tests paramétriques. Les neuf poches par
formule permettent d’obtenir un nombre d’échantillons suffisant pour faire un test de
Student d’égalité des moyennes pour des échantillons appariés qui compare les

moyennes de deux jours d’analyse différents.
Les hypotheses du test de Student étaient :

- Ho: le temps n’a pas d’influence sur les résultats (la différence des moyennes
est nulle ; dp = 0)
- Ha:letemps a une influence sur les résultats (la différence des moyennes n’est

pas nulle ; dy # 0)
La limite de significativité a été fixée a 5%.

Le but de 'analyse étant de vérifier que I'on ne dépasse pas les 10 % de variation et
pour ne pas démontrer des différences qui n’ont pas d’impact clinique, seule l'intervalle
de la variation maximale (ICvm) tolérable de la moyenne de JO a été comparée a
l'intervalle de confiance de la différence des moyennes (ICosy). Si ICosu est compris
dans ICvm ou qu’il contient 0, alors il n’y a pas de différence significative entre les deux
jours d’analyse. La VM est calculée comme ci-apres: VM = 0,1 x Wi ou Wi est la

moyenne a Ji. J28 et J56 ont été comparés a JO ainsi que chacun de ces J a leur J+24.

L’analyse statistique des mesures du pH, des dosages des vitamines et des AA a
repose sur une analyse descriptive car le nombre d’échantillons pour ces paramétres

était trop faible pour réaliser des tests statistiques.

Aucun test statistique n’a été réalisé pour évaluer I'essai de stérilité. La date de
péremption a été validée microbiologiquement en cas d’absence de croissance

microbienne.

Les analyses ont été effectuées avec le logiciel XLstat.
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3 Reésultats

3.1 Aspect macroscopique

3.1.1 Inspection visuelle

Deux des ingrédients entrainent une coloration des poches de NPS : le Cernevit®,
responsable de la couleur jaune tres visible sur les mélanges binaires et le Smoflipid®
dont I'aspect lactescent atténue la coloration des mélanges ternaires.

s bt & iron S comsae 2 ne

Figure 10 : photographies d’'une poche binaire (gauche) et d'une poche ternaire (droite) a J28

Aucune particule visible non dissoute n’a été mise en évidence par I'observateur pour
'ensemble des poches a tous les temps de I'étude. Il n’y a pas eu de formation de
précipité phospho-calcique visible a I'ceil nu. Cette donnée est validée pour les poches
de NPS ternaire par la variation des concentrations en Ca?* des poches « Croisiére
sans lipide » et « Intermédiaire sans lipide » utilisées pour la surveillance de

I'apparition d’'un précipité phospho-calcique.
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Tableau 13 : moyennes des concentrations en calcium a JO et J56 et pourcentage de variation des
formules « Croisiere sans lipide » et « Intermédiaire sans lipide »

Calcium (mmol/l) JO | J56 | Variation par rapport a JO
« Croisiére sans lipide » 11,6 | 12,2 +5,7%
« Intermédiaire sans lipide » | 11,9 | 12,8 +7,7%

Aucun changement de couleur notable n’a été observé.

3.1.2 Crémage

La hauteur moyenne du mélange dans le tube est de 5,89 + 0,09 cm.

Dés J7, on note I'apparition d’'un anneau blanc surnageant a la surface des tubes
réalisés pour le crémage. Cet anneau ne recouvre cependant pas la totalité de la
surface du tube et n’est donc pas mesurable. A J14, cette couche a grandi et recouvre
l'intégralité de la surface des tubes mais reste trop fine pour étre mesurée. A J28, la
couche de lipides mesure 1 mm de haut (soit 0,17 % de hauteur de crémage) et on
voit apparaitre une phase limpide au fond du tube. Enfin a J56, la couche de lipides a
doublé pour atteindre presque les 2 mm (soit 0,34 % de hauteur de crémage) et la
phase limpide a également augmenté.

Ce phénomeéne est réversible a tous les temps de I'étude apreés trois retournements

successifs des tubes.

Figure 11 : photographies du crémage a J28 (gauche) et a J56 (droite)
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Les couches de crémage ont été analysées d’'un point de vue granulométrique a J28
et a J56 ainsi que les émulsions apres avoir été remeélangées a J56. Les résultats sont
donnés dans le paragraphe 3.3.3 de ce travail. Une fois remélangé, le crémage ne se

reforme pas dans les 24 heures suivantes mais met quelques jours a réapparaitre.

3.2 Stabilité chimique

3.2.1 Osmolalité

L’ensemble des résultats obtenus pour les dosages des osmolalités des mélanges de

NPS ainsi que les analyses statistiques sont présentés en Annexe 5.

Tableau 14 : valeurs minimale, maximale et moyenne de 'osmolalité des différentes formules

Osmolalité (mOsm/l) | Minimum | Maximum | Moyenne

« Standard » 731 800 740,2
« Concentrée » 1000 1065 1036,7
« Croisiére » 942 1036 1006,5
« Intermédiaire » 924 979 943,7

Les osmolalités des 4 formulations sont restées stables pendant l'intégralité de I'étude
(Figure 12). Les osmolalités obtenues a J28 et a J56 ne différent pas statistiquement
de celles de JO ; tout comme les osmolalités obtenues aprés 24 heures a température
ambiante qui ne different pas des osmolalités mesurées aprés conservation au

réfrigérateur.
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Figure 12 : variations de I'osmolalité par rapport a JO
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3.2.2 pH

Le pH de la série 3 est resté stable pendant les 56 jours de I'étude pour les 3 poches

de chaque formule.

Le Tableau 15 résume les valeurs minimales, maximales et moyennes de chaque type

de poche. Les données exactes sont présentées en Annexe 6.

Tableau 15 : valeurs minimale, maximale et moyenne du pH des poches de la série 3

pH Minimum | Maximum | Moyenne
« Standard » 6,41 6,80 6,58
« Concentrée » 6,33 6,63 6,49
« Croisiére » 6,35 6,66 6,49
« Intermédiaire » 6,32 6,57 6,46

Les variations des mesures par rapport a JO n’excédent pas + 10 %, ce qui témoigne

de la stabilité du parametre.
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Figure 13 : variation des mesures du pH par rapport a JO
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3.2.3 Electrolytes

Les résultats des dosages ainsi que les analyses statistiques sont présentés en

Annexe 7 pour Na* et en Annexe 8 pour K*.

Tableau 16 : valeurs minimale, maximale et moyenne du sodium des différentes formules

Sodium (mmol/l) | Minimum | Maximum | Moyenne

« Standard » 26,4 32,6 29,7

« Concentrée » 29,2 35,5 32,7
« Croisiere » 25 31,1 27,9

« Intermédiaire » 24,1 30,6 27,6

Les concentrations en Na* et K* sont restées stables pendant la durée de I'étude
(Figure 14 et Figure 15).

Dosage du sodium
120
115
110

105

P
100 4:::**’ W —e— Standard

a5 Concentrée

% de variation

—a— Croisiére
90
Intermédiaire

85

80

R I A R 2 R Al Ry
S e 4 \\/b. o {‘3’ \<,§o

Jours

Figure 14 : variation des dosages du sodium par rapport a JO

Tableau 17 : valeurs minimale, maximale et moyenne du potassium des différentes formules

Potassium (mmol/l) | Minimum | Maximum | Moyenne

« Standard » 19,2 23,4 21,4
« Concentrée » 26 33,8 29,8
« Croisiéere » 12,7 16 14,4
« Intermédiaire » 12,7 15,8 14,5
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Figure 15 : variation des dosages du potassium par rapport a JO

De méme, I'analyse statistique n’a pas montrée de différences significatives entre JO
et J28 et J56. Aucune différence n’est a noter pour les concentrations aprés stockage

au réfrigérateur et aprés 24 heures a température ambiante.

3.2.4 Sels minéraux

Les résultats des dosages et des analyses statistiqgues sont présentés en Annexe 9

pour Ca?* et en Annexe 10 pour Mg?*.

Tableau 18 : valeurs minimale, maximale et moyenne du calcium des différentes formules

Calcium (mmol/l) | Minimum | Maximum | Moyenne

« Standard » 13,1 16,41 147
« Concentrée » 15,7 19,1 17

« Croisiere » 11,2 13,5 12
« Intermédiaire » 11,2 14 12,4

Les concentrations en Ca?* se sont avérées stables au cours du temps quelle que soit
la condition de conservation (Figure 16). Ces résultats sont étayés par I'analyse

statistiques d'’intervalle de confiance de la différence des moyennes qui ne montre
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aucune différence entre les concentrations a JO, J28 et J56 ainsi qu’entre la

concentration apres stockage a 4°C et apres 24 heures a température ambiante.
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Figure 16 : variation des dosages du calcium par rapport a JO

Tableau 19 : valeurs minimale, maximale et moyenne du magnésium des différentes formules

Magnésium (mmol/l) | Minimum | Maximum | Moyenne

« Standard » 1,7 2,2 19
« Concentrée » 1,8 25 2,2
« Croisiere » 1,4 2 1,7
« Intermédiaire » 1,6 2 1,7

Les concentrations en Mg?* sont restées dans l'intervalle de stabilité admis a + 10 %
de la valeur de JO mais une tendance a la hausse est observée a partir de J28 (Figure

17).

Les analyses statistiques ne retrouvent aucune différence entre JO, J28 et J56. Il existe
des différences entre J28 et J28+24 pour les formules « Concentrée » et

« Intermédiaire » ainsi qu’entre J56 et J56+24 pour la formule « Croisiére ».
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Figure 17 : variation des dosages du magnésium par rapport a JO

3.2.5 Vitamines

Le pourcentage moyen d’extraction des vitamines par les méthodes de dosage
appliquées dans cette étude pour les deux formulations testées sont présentés dans
le Tableau 20.

Tableau 20 : moyenne du pourcentage de détection des vitamines pour les deux formulations

Vitamines Concentration théorique Concentration mesurée | Pourcentage moyen
dans le Cernevit® moyenne a JO d’extraction

Vitamine A 7300 0 0
(umol/l)

Vitamine E 35 37,7 107,6
(umol/l)

Vitamine C 1400 1117,9 79,9
(umolfl)

Vitamine B1 26000 21540,6 82,8
(nmol/l)

Vitamine B2 22000 1032,4 47
(nmol/l)

Vitamine B6 54000 900,1 1,7
(nmol/l)
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La vitamine A n’est pas détectée au cours des analyses. Les vitamines B2 et B6 sont

détectées en trop faible pourcentage pour étre utilisées dans cette étude.

Seuls les résultats des dosages des vitamines E, C et B1 ont été exploités et sont

présentés en Annexe 11.

Les concentrations en vitamine E sont restées stables pendant les 7 premiers jours de
'étude. Il y a ensuite une perte de plus de 60 % de la teneur en vitamine E pour les
deux formulations & J28 (63,2 % pour la formule « Croisiére sans lipide » ; 60,8 % pour
la formule « Intermédiaire sans lipide ») mais cette perte diminue a J56 pour atteindre
38,9 % pour la formule « Croisiere sans lipide » et 30,7 % pour la formule

« Intermédiaire sans lipide ».
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Figure 18 : variation de la concentration de la vitamine E par rapport a JO

La concentration en vitamine C n’est pas stable. Une perte de 15 % de la teneur en
vitamine C est observée dés J1. La concentration chute de plus de 50 % a J7 pour

devenir presque indétectable a partir de J28.
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Vitamine C
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Figure 19 : variation de la concentration en vitamine C par rapport a JO

Les concentrations en vitamine B1 sont restées stables au cours de I'étude. La chute
de la concentration commence a s’amorcer a J56 ; jour pour lequel la concentration
résiduelle en vitamine B1 se rapproche de la limite inférieure de 10 % fixée pour

garantir la stabilité d’'un composé (Figure 20).
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Figure 20 : variation de la concentration en vitamine B1 par rapport a JO
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3.2.6 Acides aminés

Les résultats des dosages des AA sont présentés en Annexe 12.
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Figure 21 : variation de la concentration totale en acides aminés par rapport a celle de JO

Les courbes représentées dans la Figure 21 montrent la variation des quantités totales
en AA contenues dans les poches « Intermédiaire sans lipide » et « Croisiére sans
lipide » par rapport a JO aux différents temps de 'analyse. La concentration totale en

AA est restée stable pour les deux formulations testées.

Cependant, I'analyse des concentrations de chaque acide aminé a montré que la
méthionine est stable uniquement pendant une semaine (Figure 22). Une perte de
16,15 % est observée a J28 (« Croisiére sans lipide » : 16,4 % ; « Intermédiaire sans
lipide » : 15,9 %). Elle atteint 24,45 % a J56 (« Croisiere sans lipide » : 24,1 % ;

« Intermédiaire sans lipide » : 24,8 %).
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Figure 22 : variation de la concentration en méthionine par rapport a JO

3.3 Stabilité physique
3.3.1 Analyse granulométrique

3.3.1.1 Smoflipid® et Numetah G13% E®

Le résumé des caractéristiques granulométriques du Smoflipid® (Figure 23) et du
Numetah G13% E® (Figure 24) obtenus avec le Mastersizer 2000 sont présentés dans
le Tableau 21.

Tableau 21 : résumé des caractéristiques granulométriques du Smoflipid® et du Numetah G13% E®

DMG (nm) | PTAF1 (%) | PTAF5 (%)
Smoflipid® 279 0,66 0
Numetah G13% E® @238 0 0
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Figure 23 : distribution des globules lipidiques du Smoflipid® obtenue avec le Mastersizer 2000
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Figure 24 : distribution des globules lipidiques du Numetah G13% E® obtenue avec le Mastersizer
2000

3.3.1.2 Mélanges étudiés

Les mélanges ternaires ne présentent pas de modification visuelle au cours de 'étude

malgré I'observation du phénomeéne de crémage.

Les mesures du DMG et du PTAF1 de tous les échantillons sont présentées
respectivement en Annexe 13 et en Annexe 14. Le Mastersizer 2000 a eu un probleme
technique le 2 mars, il 'y a donc pas de résultats pour le PTAF1 de la série 3 ce jour-
la (J3+24 série 3).

Les DMG sont dans les normes de 'USP <729> tout au long de I'étude dans tous les

échantillons (Figure 25).
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Figure 25 : diamétre moyen des globules lipidiques (nm)

Pour la formule « Croisiére », le DMG sur la totalité de I'étude est de 316,1 + 3,9 nm
avec un pdi de moyen de 0,017. Les principaux points d’'intérét sont résumés dans le
Tableau 22. L’analyse statistique n’a pas montré de différence significative entre JO,
J28 et J56 ainsi qu’entre chaque temps aprés stockage au froid et aprés 24 heures a

température ambiante.

Tableau 22 : mesures de DMG de la formule « Croisiére » a JO, J28 et J56 aprés stockage au froid et
apres 24h a température ambiante

Jour JO JO+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
DMG (nm) 315,3 | 318,1 | 316,2 | 3159 315,2 | 318,0
Ecart-type 3,6 6,9 2,0 29 2,1 2,7

Variation 4J0 | 100,0 | 100,9 | 100,3 | 100,2 100,0 | 100,9

Le PTAF1 moyen de la formule « Croisiere » est de 0,66 % (min 0,184 % ; max 1,014
%). La Figure 26 montre I'évolution du PTAF1 au cours de I'étude. Le PTAF5 est nul
pendant toute la durée de I'étude pour tous les échantillons.
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Figure 26 : pourcentage de globules > 1 um dans la formule « Croisiére » (% et écart-type)

Pour la formule « Intermédiaire », le DMG de I'étude est de 316,5 + 3,6 nm avec un
pdi moyen de 0,019. Les principaux points d’intérét sont présentés dans le Tableau
23. L’analyse statistique n’a pas montré de différence entre JO, J28 et J56 ni entre

chaque jour et aprés 24 heures a température ambiante.

Tableau 23 : mesures de DMG de la formule « Intermédiaire » a JO, J28 et J56 aprés stockage au froid
et aprés 24h a température ambiante

Jour JO JO+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
DMG (nm) 317,5 | 320,7 | 315,4 | 317,7 315,2 | 314,6
Ecart-type 3,9 3,3 2,6 2,2 2,4 2,0

Variation 24J0 | 100,0 | 101,0 | 99,3 100,0 99,3 | 99,1

Le PTAF1 moyen de la formule « Intermédiaire » est de 0,65 % (min 0,2238 % ; max
1,0565 %). La Figure 27 montre I'évolution du PTAF1 au cours de I'étude. Le PTAFS

est nul pendant toute la durée de I'étude pour tous les échantillons.
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Figure 27 : pourcentage de globules > 1 um dans la formule « Intermédiaire » (% et écart-type)

3.3.2 Potentiel zéta

Les résultats des mesures des potentiels zéta ainsi que l'analyse statistiques sont

présentés en Annexe 15.

Le potentiel z&éta moyen au cours de I'étude est de -34,7 mV (min -35,8 mV ; max -
33,7 mV) pour la formule « Croisiére » et de -34,9 mV (min -36 mV ; max -33,4 mV)
pour la formule intermédiaire. Il est resté stable pour tous les échantillons a tous les

temps d’analyse (Figure 28).

Les valeurs de potentiel zéta sont plus faibles que celles données dans 'USP <729>.
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Figure 28 : variation du potentiel zéta par rapport a JO

3.3.3 Analyse du crémage

Les différentes couches des tubes de crémage ont été analysées avec le Mastersizer
2000. La premiere couche est la couche surnageante du crémage ou les globules de
lipides se sont accumulés. La deuxieme couche est la phase intermédiaire et la

troisieme couche, la phase limpide.

Des résultats ont pu étre obtenus uniquement pour les couches 1 et 2 ainsi que pour
le remélange (Tableau 24 et Tableau 25). La couche 3 ne contient pas de globules

lipidiques.

Tableau 24 : résultats de I'analyse granulométrique du crémage de la formule « Croisiére »

« Croisiére » Jour DMG (nm) PTAF1 (%) PTAF5 (%)
Couche 1 J28 394 1,88 0

J56 370 1,21 0
Couche 2 J28 312 0,052 0

J56 297 0 0
Remélange J56 335 0,59 0
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Tableau 25 : résultats de I'analyse granulométrique du crémage de la formule « Intermédiaire »

« Intermédiaire » | Jour DMG (nm) PTAF1 (%) PTAF5 (%)
Couche 1 J28 387 1,85 0

J56 346 0,35 0
Couche 2 J28 311 0 0

J56 295 0 0
Remélange J56 343 0,50 0

Aucun PTAF5 n’est retrouvé dans les différentes de crémage. Les résultats respectent

les normes de 'USP <729>.

3.4 Stérilité

Trente flacons d’hémoculture BacT/Alert® (15 aérobies et 15 anaérobies) ont été mis

en culture pendant I'étude. lls étaient répartis en 24 flacons pour la stérilité a JO et 6

flacons pour la stérilité a J56. Tous les prélevements sont revenus négatifs.
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4 Discussion

4.1 Formules standard

Les recommandations de la HAS ont été publiées aprés le travail de cette these. Ainsi
les formules étudiées ici ont été mises au point avant de connaitre les formules
nationales. Cependant, la comparaison des formules du CHU de Bordeaux a celles

émises par la HAS (Annexe 2) montre des ressemblances de formulation.

En effet, si 'apport vitaminique est majoré pour les formules du CHU de Bordeaux ;
les deux formules ternaires locales sont tres proches des formules HAS. La formule
« Croisiere » correspond exactement a la formule HAS « Premend-L » destinée a la
phase de stabilisation alors que la formule « Intermédiaire » differe uniguement au
niveau de son apport lipidiqgue de la formule «Premgo-L» de la phase
intermédiaire (« Croisiére » : 15 g/L ; « Premgo-L » : 10 g/L).

En revanche, les différences sont plus notables en ce qui concerne les formules
binaires. La formule « Standard » montre des similitudes avec la formule « Premstart
30 » de la HAS malgré un apport en électrolytes (Na* et K*) bien supérieur ainsi qu’'une
concentration en protéines se rapprochant de la « Premstart 20 ». De méme, la
formule « Intermédiaire » ressemble a la formule « Premgo » avec un apport en
électrolytes supérieur. Cependant, les indications des formules binaires du CHU de

Bordeaux sont identiques a celles de la HAS (32).

4.2 Etude de stabilité

L’étude de la stabilité physico-chimique des quatre mélanges de NPS a permis de
valider la stabilité de la majorité des composants apres conservation au froid puis

apres 24 heures a température ambiante.

4.2.1 L’osmolalité et le pH

L’osmolalité ainsi que le pH n'ont pas présenté de variations significatives au cours de

I'étude. De plus, le pH acide compris entre 6 et 7 permet de se situer dans la zone de
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stabilité des ELI (entre 6 et 9) sans favoriser la formation d’'un précipité phospho-

calcique (pH basique).

Le dosage du glucose n’ayant pas été réalisé, les résultats de la stabilité de 'osmolalité
sur 56 jours nous permettent d’extrapoler sur sa stabilité au cours de I'étude. En effet,
le glucose est le composé le plus osmotique présent dans une NP donc si sa
concentration avait présenté des variations au-dela des normes admises cela aurait
impacté les valeurs de 'osmolalité. De plus, d’autres études sur la stabilité des NP
n’ont pas mis en évidence de phénomeéne de déstabilisation du glucose (11,95,96). I
serait cependant intéressant d’avoir les données exactes des concentrations au cours

du temps.

4.2.2 Les électrolytes et sels minéraux

Les électrolytes se sont montrés stables pendant les 56 jours tout comme le Ca?*.
Seule I'analyse statistique des dosages du Mg?* montre des variations trés légérement
supérieures a la limite validée de 10 %. Ces différences ne sont observées que pour
trois couples J-J+24. Cela pourrait étre di soit & une légere évaporation entrainant
une concentration des électrolytes soit a la faible teneur en Mg?* présente dans les
différents mélanges. En effet, lors de la qualification du MP-AES le coefficient de
variation de I'exactitude de la méthode de dosage pour les faibles concentrations en
Mg?* était compris entre 7 et 10 %. Malgré ces variations, nous considérons que le

Mg?* a été stable pendant la totalité de I'étude.

Ces résultats correspondent aux conclusions des différents travaux publiés sur la
stabilité chimique des NPP. Ce sujet a déja été étudié sur des périodes de temps

généralement plus courtes (95-98), une étude a été conduite pendant 3 mois (99).

Néanmoins, l'étude pourrait étre complétée avec une étude de la stabilité du
phosphore. En effet, méme si aucun précipité n’a été mis en évidence visuellement,
ce qui est corroboré par la stabilité de la concentration en Ca?*, la stabilité de la
concentration en phosphore étayerait un peu plus cette observation. Elle n’a pas pu
étre réalisée car la limite de détection du MP-AES pour le phosphore est trop proche
de la concentration présente dans les poches de NPS Les résultats n’auraient pas été

contributifs.
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4.2.3 Les acides aminés

Le suivi de 'aminogramme a prouvé que la concentration globale en AA est stable
pendant I'étude. Cependant, une étude plus détaillée de chaque élément nous montre
qgue la méthionine ne présente pas une stabilit¢é sur la totalit¢ de l'étude. La
concentration en méthionine chute de 16,15 % a J28 et 24,45 % a J56. C’est en effet
un des AA les plus sensibles a la photo-oxydation (63). Cette perte supérieure aux
normes de stabilité conduit a la conclusion d’instabilité de la méthionine qui rejoint les
conclusions obtenues par le laboratoire de biochimie lors d’'une étude de stabilité des
AA pour la technique de dépistage néonatal (tdche de sang sur papier buvard). La
méthionine était alors le seul acide aminé a s’étre dégradé significativement aprés 1
an de stockage a +4°C. Aucune donnée de dose journaliere en méthionine n’a été
retrouvée dans la littérature. La seule donnée disponible est tirée des
recommandations ESPGHAN 2018 qui donne un apport quotidien en méthionine et
cystéine a respecter (47 mg/kg/jour) mais il ne différencie pas les 2 AA (13). Cette
donnée ne permet donc pas de savoir si, malgré la dégradation supérieure aux normes
des études de stabilité, I'apport reste suffisant pour un prématuré. De plus la forme
couplée cystéine/cystine présente dans la solution d’AA utilisée pour préparer les NPS

et la méthode de dosage n’ont pas permis I'étude de la cystéine.

Pour pouvoir conclure sur ce point, une méthode de dosage spécifique au dosage de
la cystéine présente dans la solution de Vaminolact® sous forme couplée
cystéine/cystine devrait étre développée. Ainsi, la concentration en cystéine pourrait
étre suivie dans les mélanges de NPS et une conclusion clinique sur la dégradation
de la méthionine devrait pouvoir étre apportée.

4.2.4 Les vitamines

Les vitamines sont parmi les composés les plus instables qui peuvent étre mis dans
une NPP. Pour cette raison, elles sont souvent ajoutées de maniere extemporanée
dans la poche ou en dérivation. Pour éviter toute supplémentation des poches, nous
avons décidé de les mettre dans la composition initiale. Il semblait donc important de

pouvoir étudier leur profil de stabilité.
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Cette étude préliminaire a été réalisée avec les méthodes utilisées par le laboratoire
de biochimie sur les prélevements sanguins des patients de I'hépital. Seules des
solutions d’une constitution proche de celle du sérum pouvaient étre analysées ; ces
dosages ont donc été réalisés sur des mélanges binaires. Cependant des études ont
démontré que la stabilité des vitamines, et notamment celles liposolubles, était
ameliorée par la présence de lipides (67). De plus, les méthodes de préparation des
échantillons sont adaptées au sang et non au milieu complexe de la NP avec des
vitamines de synthése. Toutes les vitamines dosées en routine au CHU de Bordeaux
n’ont pas pu étre exploitées car les techniques d’extraction présentaient des résultats

trop faibles. C’est le cas pour les vitamines A, B2 et B6.

Parmi les vitamines dosées, seule la vitamine B1 a présenté une stabilité de deux
mois. La vitamine E présente une plus forte dégradation a J28 qu’a J56. Il est
intéressant de noter que ce profil est identique pour tous les échantillons. Il faudrait
refaire 'analyse sur de nouvelles poches pour voir si cette tendance se confirme car
la vitamine E est considérée comme stable dans de nombreuses conditions malgré sa
sensibilité a I'oxydation (63,65). En dépit de sa dégradation qui ne permet plus de
considérer la vitamine E comme stable, les concentrations a J56 restent acceptables
pour couvrir I'apport journalier recommandé compris entre 2,8 et 3,5 mg/kg/jour (3,22
mg pour la poche « Croisiere sans lipide » ; 3,77 mg pour la poche « Intermédiaire

sans lipide »).

La vitamine C, tres sensible a I'oxydation, est la vitamine la plus labile (63). Elle serait
également sensible a la présence de certains OE qui catalysent des réactions
d’oxydation (65). Dans notre étude, elle n’est plus stable dés J1. Cependant, comme
pour la vitamine E, sa concentration permet de couvrir les apports journaliers jusqu’a
J7 mais cela correspond presque a l'intégralité de la quarantaine microbiologique. Il
reste 22,6 mg a J7 dans la poche « Croisiere sans lipide » et 30,3 mg dans la poche

« Intermédiaire sans lipide ». Il sera toutefois nécessaire de la supplémenter aprés J7.

Les mélanges de NPS ont été conditionnés dans des poches monocouches d’EVA qui
sont trés permeéables a l'air. Le passage a des poches multicouches permettrait de
diminuer le passage de I'oxygene et donc de réduire les phénoménes d’oxydation
(11,63,65,68-70,100).
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Dans tous les cas, pour conclure sur la stabilité des vitamines dans les NPS, une étude
avec des méthodes adaptées au dosage des formes synthétiques des vitamines dans

un milieu complexe (binaire et ternaire) devrait étre réalisée.

4.2.5 Stabilitée de I'ELI

Malgré les risques de déstabilisation dans des systemes 3-en-1 mono-

compartimentés, 'ELI n’a pas présenté d’évolution négative au cours de I'étude.

L’analyse granulométrique a montré une stabilité de la taille des globules lipidiques.
S’ils ont un diamétre moyen supérieur a celui du Smoflipid® lorsqu’ils sont mélangés
aux macro- et micronutriments ; ils ne dépassent jamais la limite des 500 um fixée par
la Pharmacopée américaine USP <729>. De plus, la taille moyenne des globules des
deux formules ternaires n’a pas évolué au-dela de la norme + 10 % pendant I'étude.

Cependant, ce paramétre ne signe pas a lui seul la stabilité de 'ELI.

Pour s’assurer de cette stabilité, I'évolution du PTAF5 est importante a prendre en
compte (83,101). En effet, il est le principal facteur déterminant de cette stabilité et est
resté nul tout au long de I'étude. Méme s’il n’existe pas de valeur limite pour le PTAF1,
les valeurs moyennes obtenues pour les formules « Croisiére » et « Intermédiaire »

sont équivalentes a celle obtenue pour le Smoflipid® seul.

Les potentiels zéta des différentes formules sont tous restés inférieurs a la limite de
-25 mV sans évolution de + 10 % signant la stabilité de ce paramétre essentiel pour
une stabilité générale de 'ELI. En revanche, la monographie <729> de 'USP fixe la
stabilité d’'une ELI a -40 mV alors que le potentiel moyen de chacune des formules se

rapprochent des -35 mV.

L’unique déstabilisation mise en évidence pendant cette étude est I'apparition d’'un
phénoméne de crémage a partir du 14 jour qui tend a augmenter avec le temps
mais dont I'impact est minime car les globules lipides n’ont pas encore fusionné (82).
En effet, ce phénoméne s’est montré réversible aprés trois retournements des tubes
(85) et l'analyse granulométrique des phases créées n’a pas mis en évidence
d’augmentation inquiétante de la taille des globules lipidiques notamment dans la

phase de creme. Cependant, les analyses ne peuvent étre réalisées uniquement que
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sur des échantillons dilués ce qui peut avoir une influence sur les résultats en présence
d'un phénoméne de floculation-crémage. Elle ne masquerait toutefois pas la
coalescence (82). De plus, une fois remélangé I'émulsion retrouve des caractéristiques
équivalentes a celles de JO et le crémage ne réapparait pas dans les 24 heures

suivantes.

L’ELI dans un systéme 3-en-1 peut donc étre considérée comme stable physiquement

pendant 56 jours.

Au cours de ce travail, seule la stabilité physique de 'ELI été analysée. Une étude de
la peroxydation des lipides, signe de la stabilité chimique de I'ELI serait intéressante a
réaliser. D’autant plus que les NPS contiennent de OE qui peuvent favoriser cette

instabilité chimique (72).

4.2.6 Stérilité

Le nombre d’échantillons analysés pour vérifier I'absence de croissance
microbiologique dans les différents de mélanges de NPS étudiés n’est pas suffisant

pour conclure de maniére systématique sur la stérilité.

L’étude a cependant démontré que si les poches n’étaient pas contaminées au
moment de leur fabrication alors il n’y avait pas de contamination microbiologique au
cours de la conservation. La méthode d'obtention des résultats microbiologiques
Bact/Alert® impose donc une quarantaine de 5 jours afin de vérifier 'absence de

contamination au moment de la production des NPS.

4.3 Réflexion sur le circuit

La mise en place de formules standard oblige a repenser différentes étapes du circuit

des NPP dans notre centre.

La premiére étape concerne la prescription médicale qui ne se fera plus de maniere
nominative mais par type de formule et volume nécessaire a I'enfant. Le progiciel de
prescription Kitperf a donc été mis a jour avec le concours des équipes médicales pour

permettre cette prescription « a la formule ».
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Ensuite, la fabrication est une des grandes étapes a modifier. Une premiere étude sur
le dimensionnement de la production a été réalisée mais elle ne tenait compte que des
deux formules binaires. Toutefois, elle prévoyait la production d’'une centaine de

poches par campagne de production (52).

Deux possibilités existent pour réaliser les campagnes de production. La premiere
méthode consiste a réaliser une poche mere du mélange de NPS puis a la répartir en
poches filles. Cette technique permet de s’assurer de ’lhomogénéité du lot et de réduire
les contrbles physico-chimiques (seule la poche mere est analysée) et
microbiologiques (analyse au début et a la fin de la répartition en poches filles).
Néanmoins, si 'un des contréles n’est pas conforme alors toute la production doit étre
jetée. Cette méthode impliqgue également un changement de processus de fabrication
pour notre équipe sur un poste dont 'ergonomie de travail n’a pas été pensée pour la
réalisation de poches de plusieurs litres et dont I'étape de mélange pourrait engendrer

des troubles musculosquelettiques.

La seconde option est de réaliser une production en seérie. Cette option présente
'avantage d’étre plus similaire au processus de fabrication des NPI et d’étre plus
souple, notamment sur le dimensionnement de la production. Cependant, chaque
poche serait indépendante et nécessiterait un contrble physico-chimique et
microbiologique. Pour diminuer le nombre de contrbles microbiologiques, la méme
technique que celle déja utilisée actuellement (a savoir des contréles a différents
temps de la production représentant 10 % de la taille de la série) pourrait étre
conservée (86). Une autre méthode consisterait a prélever un faible volume de chaque
poche et a « pooler » ces prélevements dans les Bact/Alert® pour tester toutes les
poches mais limiter le nombre de contrbles envoyés au laboratoire de microbiologie ;

cette méthode devrait étre validée avant d’étre mise en place.

Un des changements les plus importants et les plus sécurisants du nouveau circuit
sera I'étape de quarantaine de 5 jours. En effet, grace a la standardisation les résultats
de microbiologie seront connus avant que les poches ne soient administrées. Ce
contréle a priori implique la mise en place d’'une chambre froide de quarantaine
distincte de celle utilisée pour les poches libérées aprés obtention d’'un controle
libératoire conforme. Pour séparer les deux circuits, la chambre froide de quarantaine

pourrait étre installée a I'intérieur de la ZAC. Les poches seraient ainsi stockées en
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attendant de recevoir lI'accord pour la libération. Une fois libérées, les poches
sortiraient de la ZAC pour étre placées dans la chambre froide de stockage avant d’étre
délivrées aux unités de soin. Pour faciliter la gestion de la quarantaine, la pharmacie
a demandé la création d’un patient fictif « nutrition parentérale » sur le logiciel médical
du CHU afin que les résultats puissent étre rendus informatiquement et consultables

plus facilement.

Un autre point critique est la mise a disposition aux services de néonatologie. Si le
systeme de dotation dans les unités semble le plus pratique, il engendre des risques
quant a la gestion des péremptions et a la rotation du stock ainsi qu’a la conservation
dans de bonnes conditions au sein des unités de soin. Si ce systéme est retenu, il
faudra instaurer des passages des préparateurs dans les unités pour gérer ce stock
sensible. Une autre solution serait de garder le stock a la pharmacie et de fournir sur
demande les poches. Puisqu’un service de garde est disponible et que la pharmacie
peut approvisionner les services 24 heures sur 24, cela ne réduirait pas la disponibilité
de NPS. En revanche, le temps de mise a disposition serait plus long en comparaison

au systéeme de dotation.
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5 Conclusion

L’aspect nutritionnel de la prise en charge des prématurés est essentiel pour concourir
a leur bon développement. Dans un méme temps, la NPP est une technologie
complexe. En effet, il existe des risques inhérents a cette pratique au niveau de la
prescription, de la fabrication et de 'administration ; la complication la plus redoutée
étant celle d’origine infectieuse. Dans ce contexte, des recommandations nationales
et internationales préconisent de mettre en place des NPS. En effet, la standardisation
est un des leviers qui permet une prise en charge homogéne et sécuritaire des

prématureés.

Ce projet a eu pour objectif d’étudier la stabilité physico-chimique de 4 formules de
NPS définies par les pédiatres néonatologistes du CHU de Bordeaux. Pour cela, les
stabilités chimique et physique ainsi que la stérilité ont été étudiées pendant 56 jours
avec conservation des poches au froid (+4°C) et aprés 24 heures a température
ambiante. Au terme de I'étude, les résultats montrent une stabilité de la majorité des
composeés analysés hormis les vitamines C et E et la méthionine. L’ELI, point critique
de la stabilité, n’a pas montré d’évolution défavorable au cours des deux mois d’étude.
Une date de péremption fixée a 28 jours semble raisonnable sous réserve de I'absence
de contamination microbiologique lors de la fabrication. Il faudra cependant
supplémenter I'enfant en vitamine C car sa dégradation est trop rapide pour maintenir

un apport suffisant par rapport aux recommandations.

La mise a disposition de ces formules standardisées permettra de répondre de
maniére adaptée aux besoins de la majorité des prématurés qui ne sont pas couverts
par les poches avec AMM. Cela augmentera également la qualité de la prise en charge
avec une standardisation et une sécurisation du circuit des NPP grace au contrdle
libératoire complet des poches a priori. La réflexion sur le circuit doit toutefois étre
poursuivie pour permettre d’améliorer le plus possible la prise en charge des nouveau-
nés prématurés. Une nouvelle étude de dimensionnement de la production devra

egalement étre menée une fois la méthode de fabrication choisie.

La ressemblance des formules locales aux formules nationales permettra une
transition plus facile lorsque les formules de la HAS seront inscrites au formulaire
national de la Pharmacopée ; tant pour les services qui seront habitués a prescrire des

NPS que pour la pharmacie qui aura déja mis en place leur circuit.
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Annexes

Annexe 1 : choix du mélange de nutrition parentérale en fonction du risque septique
tiré de (32)

Besoins nutritionnels du patient nécessitant une nutrition
Sécurité parentérale, a réévaluer quotidiennement

Si le type de MNP proposé ne répond pas aux besoins nutritionnels
du patient, envisager le choix suivant :

MNP en « préparation hospitaliere » :
» MNP standardisé sans supplémentation

Préparation réalisée
. . : | danslaPUl de 'ES
MNP en « préparation magistrale » : b i a1 it

o MNP avec AMM et supplémentations dans la poche I dun contrat de
ou sous-traitance (PUI

» MNP standardisé avec supplémentation dans la poche BB autaee)
de vitamines/oligo-éléments réalisée par la méme PUI

ou
» MNP individualisé (« a la carte »)

MNP avec AMM avec au maximum 3 supplémentations en dérivation
ou dans la poche

MNP standardisé avec au maximum 3 supplémentations en dérivation | . .
| Supplémentations

réalisées dans
l'unité de soins

MNP avec AMM avec plus de 3 supplémentations en dérivation
ou dans la poche

s 4 MNP standardisé avec plus de 3 supplémentations en dérivation

AMM : autorisation de mise sur le marché ; EP : établissement pharmaceutique ; ES : établissement de santé ; MNP : mélange de nutrition parentérale ;
PUI : pharmacie a usage intérieur.
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Annexe 2 : formules des mélanges de nutrition parentérale standardisés de la HAS

Ces formules ont ete établies par un groupe de travail mandate par la DGOS et la DGS, sous réserve des résultats des etudes de stabilite
pouvant conduire a leur modification.

Phase initiale Phase intermédiaire Phase de stabilisation
Prer;:tart Prer;lgtart Termstart | Asphystart | Metabstart Premgo Premgo-L Premend | Premend-L | Premconc | Premconc-L Termgo
yéhl‘ltgi-'s Prématuré, Prémature, Prématuré, Prémature, F’ré;nvzt:ré, Pré;::té.uré,
€ nu r,' on Prémature, Prématuré, Nouveau-né | Nouveau-né | Nouveau-né sans sans sans sans alimentation alimentation Nouveau-né
parentérale modérément | hautement aterme, aterme, a terme, alimentation | alimentation || alimentation | alimentation entérale entérale a terme,
protéinée protéinée standard asphyxique métabolique enté_ra_le, enté_ra_le, enté_ra_le, enté_ra]e, sans Iipidés avec Iipidés standard
sans lipides avec lipides sans lipides avec lipides concentrée concentrée
Posologie (ml/kglj) 80-120 80-120 60-80 40-80 60-80 80-120 80-120 120-135 120-160 80-110 80-120 80-135
Nokime de I 250 250 500 500 500 300 300 300 300 300 300 500
poche (ml)
Glucides (g/L) 80 80 100 160 100 100 90 120 100 150 130 120
Lipides (g/L) 0 0 0 0 0 0 10 0 20 0 25 0
Protéines (g/L) 20 30 13 10 0 30 27,5 30 25 38 35 25
Sodium (mmol/L) 12 15 12 10 15 22,5 20 32 26 40 36 20
Potassium 0 15 12 0 10 16 14,5 17 14 22 20 15
(mmol/L)
Calcium (mmoliL) 10 13 12 10 10 13,6 12,5 14 12 18 16 10
Phosphore
(mmol/L) 6 13 6 5 12 14,5 13 16 13 20 18 10
Magnésium
(mmol/L) 2 2 2 2 2 21 1,9 2,2 1,8 2,7 2,5 2
Chlore (mmol/L) <10 <10 <10 <10 <10 15 15 20 20 30 30 15
Zinc (mliL) 4 4 3,2 3,2 3,2 3 2,7 3 2,5 3,6 3,3 3,2
Oligo-éléments
(solution pédia-
trique Aguettant) 8 8 8 8 8 6,66 6,66 6,66 6,66 6,66 6,66 8
(ml/L)
Vitamines
5 5 2,5 2,5 2,5- 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2 2,5
(Cernevit®) (ml/L)
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Annexe 3 : protocole de préparation des échantillons pour le dosage des vitamines

CHU Entité d'application : GHP- PTMP - HPLC ZN_LAB_17_59
X7 7w || Emetteur : PBP - P2A - CHI
Bordeaux Ind :0.2
DOCUMENT D’ENREGISTREMENT Page :1/1
Produits Référence Solution pur Localisation So:;:;(:)ar;lde Localisation Stabilité
Calibrant Chromsystem 34004 1 ml H20 "
-20°C oc 3 moi
" ovall 0036 Aliquot de 100 bl | ;s 'gg s | B
Ceatiol 2miH20 | Pigce 02 HX 613 ee &
Chromsystem | | gyel || 0037
. Tiroir Absorption
BHTr Sigma Bl978 i : Picce 02 HX 610
Hexane Biosolve 08290601
e Placard a solvant sous la hotte o
Ethanol VWR 20821.296 Absorption fournisseur
: - Piéce 02 HX 610 ournisse
Méthanol Biosolve ao1hs
780 1BS Ao i o
Acétate de 25 mg . & 5 .

4 Frigo +4°C . -20°C 6 mois
tocophérol Fluka 95250 QSP 50 ml . Aliquotde 1,5 ml | .. g
21,057 mmoll MeOH Piéce 02 HX 608 Piece 02 HX 613 | a-20°C

35 ml H20 milliQ Filtrer sous vide sur membrane :
0
PR 2ED Yo BAL/MEQH QSP 1L de MeOH millipore GYWP 0.22 ym 2jous
: . p—— izl e e
Colonne vit AE Hypersil C18 : Picce 02 HX 613
} ; : -20°C g
Echantillons Pice 02 HX 613 2 semaines

Pour chaque série, traiter les échantillons et 2 Cal et les 2 niveaux de contréles (CT1 et CT2) de la méme maniere :
Préparer extemporanément les solutions suivantes :
Solution d'Hexane + BHT :

Dans 1 tube a hémolyse en verre préparer

5 mg de BHT
+ 5 ml d'hexane

Dans une fiole jaugée de 50 ml a bouchon rodé :
reprendre 1 ml de la solution précédente
QSP 50 ml avec de I'hexane (— solution a 20 mg/l de BHT)

Mélange Standard interne Hexane BHT:
Dans une fiole jaugée de 50 ml mélanger :

Acétate de tocophérol a 1,057 mmolll ..... 1 ml
Ethanol........ccooviiiiii 9ml
Solution Hexane BHT & 20 mg/l ............... 40 ml

Introduire dans un vial :
¢ 100 pl d’échantillon (les échantillons seront préalablement centrifugés afin de récupérer le surnageant)

¢ 750 pl de mélange Standard interne Hexane BHT
Agiter au Vortex 5 minutes
Centrifuger 2 minutes a 12000 tours/minute.
Préelever 200 pl du surnageant dans un tube a hémolyse en verre.
Evaporer sous azote a température ambiante durant 10 minutes minimum
Reprendre le résidu sec par 300 pl de méthanol.
Agiter au Vortex 1 minute.
Les échantillons sont préts. Transférer le mélange dans un flacon pour HPLC.
Se reporter au mode opératoire de la machine pour lancer les analyses.
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EN_LAB_17_59
g"‘l_l_] Entité d'application : GHP- PTMP - HPLC - T T

XX/ wopaaa 2
S fontande | Emetteur : PBP - P2A - CHI oo
DOCUMENT D’ENREGISTREMENT Page :1/1
Produits Référence Solution pur Localisation Soir;i;?[de Localisation Stabilité
Calibrant Chromsystem 65003 0,5 ml H20
el | po. 20C Aliquot de 100 pl -80°C 2 mois
evel i 5 -80°
Control 0,5ml H20 Pidce 02 HX 613 Piéce 02 HX 608 a-80°C
CROMSYSION: | ey 0076
) o Ly cf
Etalon Chromsystem 65044 : Frigo +4°C  Piece 02 HX 608 T Ta—
Placard Phase cf
Phese G Chomeystam e Pigce 02 HX613 fournisseur
Tiroir
Crlonsie 68100 Pigce 02 HX613
Echantillons g 1sem

Piéce 02 HX 608

Pour chaque série, traiter les échantillons et 2 Cal et les 2 niveaux de contréles (CT1 et CT2) de la méme
maniére, dans un vial introduire :

e 100pl de sérum ou plasma (centrifugés au préalable)
e 100ul d’étalon

VORTEXER
Laisser déproténéiser 10 min a +4 °C

Centrifuger 5 min a 12000 trs/min

Les échantillons sont préts. Transférer le surnageant dans un flacon pour HPLC.
Se reporter au mode opératoire de la machine pour lancer les analyses.
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EN_LAB_17 58
% CHU | entité d'application : GHP- PTMP - HPLC -

\ Hopitaux d.é . 1
S Hoptawde || Ematteur : PBP - P2A - CHI
Ind :0.3
DOCUMENT D’ENREGISTREMENT Page :1/1
Produits Référence Solution pur Localisation So{:x;iv(;r;lde Localisation Stabilité
Calibrant Chromsystem 52003 1 ml H20
-20°C ;
; -80°C 3 mois
Aliquot de 200 pl " . o
Control LEVEL 0165 omitzo | Pice 02 Hx 613 q Ml piece 02 HX 608 | a-80°C
CRmomISyatem | o 0167
Etalon interne p ' S cf
Chromsystem 52004 fournisseur
Réactif précipitant 52005 Tiroir Absorption cf
Chromsystem Piéce 02 HX 610 fournisseur
Tp neutralisation cf
Chromsystem 52006 fournisseur
Tp Dérivatisation 1 Tiroir Absorption +6mlde . 1semaine
Chromsystem 52007 800 WH2O | pigce 02 HX 610 | Dérivatisation2 | —<emPoranement | Ty gec
Tp Dérivatisation 2 52008 Tiroir Absorption cf
Chromsystem Piece 02 HX 610 fournisseur
cf
Phase A Chromsystem 52001 Placard Phase -
Phase B Chromsystem Ficegoztivels § (.:f
ournisseur
Tiroir
Colonne B1/B6 52100 Picce 02 HX 613
. -20°C
Echantillons Pisce 02 HX 613 2 sem

Pour chaque série, traiter les échantillons et 2 Cal et les 2 niveaux de contréles (CT1 et CT2) de la méme maniére, dans
un vial introduire :

e 100pl d’étalon interne
e 300pl réactif de précipitation
e 200pi de sang total
VORTEXER 30 secondes
Centrifugation 5 min a 12000 trs/min

Préparer extemporanément la solution de dérivatisation : si la série n’est pas longue proportion 1 : 20 ; soit 50 pl
de R1 avec 1 ml de R2 (sinon cf tableau).

Attention le R1 contient du cyanure (KCN).
Puis dans un autre vial introduire :
e 250pl de tampon de neutralisation
o 100pl de solution de dérivatisation préparée précédemment (mélange R1+R2)
o  250pl de surnageant
VORTEXER briévement
INCUBER 25 min a 60 £ 1°C au Bain-Marie.

Laisser refroidir au moins 10 min entre +2 et +8°C ou dans la glace.
Centrifuger 2 min & 12000 trs/min.

Les échantillons sont préts. Transférer le surnageant dans un flacon pour HPLC.
Se reporter au mode opératoire de la machine pour lancer les analyses.
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EN_LAB_17_58
% CHU | entité d'application : GHP- PTMP - HPLC -

\E =/ | vt e || Eryatteur : PBP - P2A - CHI 3
Bordeaux Ind - 0.4
DOCUMENT D’ENREGISTREMENT Page :1/1
Produits Référence Solution pur Localisation So:lr"at':a?l do Localisation Stabilité
Calibrant Chromsystem 37008 1 ml H20
-20°C -80°C S
Level | 0034 Aliquot de 200 pl 5-80°C
ChCOMm' 2 ml H20 Pigce 02 HX 613 Piéce 02 HX 608
romsystem | | svel I 0035
: cf
Tp extraction Chromsystem 37005 oA . Fotrnisseur
w— iroir Absorption
o R 37007 o
précipitation Chromsystem Pisce 02 HX 610 fournisseur
Tp neutralisation 37099 cf
Chromsystem fournisseur
Placard Phase cf
Fhase B2 Db romsjstan r0L Piece 02 HX 613 fournisseur
i Tiroir
Colonne vit C 37110 Pisce 02 HX 613
5 -20°C
Echantillons pisce 02 HX 613 2 sem

Pour chaque série, traiter les échantillons et 2 Cal et les 2 niveaux de contréles (CT1 et CT2) de la méme
maniére, dans un vial introduire :

e 200pl de sang total
e 200pl de tampon d’extraction
e 400pl de réactif de précipitation

VORTEXER 30 secondes
Centrifugation 10 min 2 8000 x g

Puis dans un autre vial introduire :

e 100pl de tampon de neutralisation
e 500pl de surnageant

VORTEXER

Les échantillons sont préts. Transférer le mélange dans un flacon pour HPLC.
Se reporter au mode opératoire de I'automate pour lancer les analyses.
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Annexe 4 : planning de I'étude de stabilité

Lundi Mardi

Mercredi Jeudi

production série 1 JO + 24h production biochimie
JO N3 J3+24h
JOvit et JOaa Jlvit
production biochimie
J7+24h J3 J3+24h
JO + 24h J7vit et J7aa
JOvit et JOaa J1lvit
production biochimie
J14+24h J3 J3+24h
J7+24h J7vit et J7aa
JO + 24h JOvit et JOaa Jlvit

Vendredi

J21+24h J7 vit et J7aa
J14 J14+24h
J7 J7+24h

J28 J28+24h J28vit et J28aa
J21 J21+24
J14 J14+24h

J28+24h | [J28vitet J28aa -
J28+24h | [J28vitet J28aa O

I e )
J56+24h | fJs6vit |Js6aa |
J56+24h . fosewt . |

J56 J56+24h J56vit J56aa
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Annexe 5 : résultats des mesures de 'osmolalité et analyses statistiques

Mesures de I'osmolalité de la formule « Standard » aux différents temps (mOsm/I)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 739,0 739,0 733,0 733,0 741,0 738,0 737,0 743,0 733,0 739,0 738,0 737,0 740,0 742,0

Série 1 2 741,0 736,0 737,0 734,0 738,0 736,0 741,0 741,0 737,0 737,0 741,0 736,0 738,0 745,0
3 736,0 737,0 736,0 740,0 738,0 738,0 734,0 738,0 739,0 738,0 738,0 743,0 738,0 747,0
4 737,0 743,0 733,0 740,0 734,0 737,0 734,0 736,0 739,0 739,0 734,0 759,0 731,0 736,0

Série 2 5 737,0 734,0 738,0 738,0 738,0 737,0 733,0 736,0 735,0 733,0 737,0 771,0 734,0 735,0
6 736,0 736,0 738,0 738,0 734,0 738,0 736,0 737,0 741,0 734,0 733,0 777,0 735,0 739,0
7 739,0 | 737,0 | 740,0 | 733,0 | 7380 | 7380 | 7390 | 7380 |731,0 |7920 |751,0 | 7380 | 743,0 | 7440

Série 3 8 7440 | 739,0 | 7340 | 7360 | 7370 | 7380 | 7370 |750,0 |7380 |800,0 |739,0 |6 740,0 | 7450 | 7340
9 742,0 | 7420 | 7370 | 7350 | 7390 | 7370 | 7380 | 7410 |7370 |7980 |7380 | 7420 | 7390 | 7530

Moyenne 739,0 738,1 736,2 736,3 737,4 737,4 736,6 740,0 736,7 756,7 738,8 749,2 738,1 741,7

Feart- 2,8 29 24 2,8 2,2 0,7 2,6 4,5 3,2 30,1 5,2 15,7 4.4 6,3

type

Variation

530 100,0 | 99,9 99,6 99,6 99,8 99,8 99,7 100,1 | 99,7 102,4 | 100,0 |101,4 | 999 100,4

Analyse statistique de I'osmolalité de la formule « Standard »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICvm [-73,9 ; +73,9] [-73,9 ; +73,9] [-73,88 ; +73,88] [-73,81 ; +73,81]

Différence des | 0,222 0,889 0,889 -10,444 -3,556

moyennes d,

[Cosy [-3,693; 4,137] [-1,525 ; 3,303] [-1,730; 3,508] [-25,261; 4,372] [-8,855 ; 1,744]
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Mesures de I'osmolalité de la formule « Concentrée » aux différents temps (mOsm/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 | 1038 1042,0 | 1040,0 4 1033,0 | 1036,0 | 1041,0 | 1038,0 | 1049,0 | 1037,0 | 1036,0 | 1033,0 | 1055,0 | 1047,0 H 1039,0

Série 1 2 | 1037 1039,0 | 1036,0 4 1030,0 | 1037,0 | 1033,0 | 1044,0 | 1046,0 | 1036,0 | 1038,0 | 1032,0 | 1044,0 | 1031,0 K 1037,0
3 1033 1045,0 | 1041,0 H 1027,0 | 1033,0 | 1035,0 | 1043,0 | 1048,0 | 1038,0 | 1034,0 | 1033,0 | 1065,0 | 1038,0 H 1038,0
4 | 1034 1033,0 A 1026,0 | 1031,0 | 1034,0 | 1035,0 K 1038,0 | 1033,0 | 1031,0 | 1023,0 | 1029,0 | 1009,0 | 1033,0 | 1042,0

Série 2 5 | 1039 1030,0 H 1031,0 | 1040,0 | 1044,0 | 1040,0 K 1029,0 | 1028,0 | 1029,0 | 1036,0 | 1035,0 | 1000,0 | 1028,0 | 1041,0
6 | 1039 1043,0 A 1038,0 | 1035,0 | 1034,0 | 1028,0 K 1045,0 | 1030,0 | 1044,0 | 1031,0 | 1031,0 | 1014,0 | 1030,0 | 1030,0
7 | 1051 1041,0 H 1049,0 | 1036,0 | 1035,0 | 1035,0 K 1034,0 | 1050,0 | 1027,0 | 1030,0 | 1029,0 | 1028,0 | 1031,0 | 1042,0

Série 3 8 | 1043 1044,0 1 1039,0 | 1039,0 | 1033,0 | 1034,0 K 1042,0 | 1048,0 | 1031,0 | 1032,0 | 1035,0 | 1037,0 | 1037,0 | 1058,0
9 1041 1043,0 A 1041,0 | 1037,0 | 1027,0 | 1042,0 K 1036,0 | 1043,0 | 1030,0 | 1031,0 | 1048,0 | 1041,0 | 1042,0 | 1062,0

Moyenne 1039,4 1040,0 K 1037,9 | 1034,2 | 1034,8 | 1035,9 | 1038,8 | 1041,7 | 1033,7 | 1032,3 | 1033,9 | 1032,6 | 1035,2 | 1043,2

=eart- 5,341 5,2 6,5 4,3 4,5 4.4 5,3 8,8 54 4.4 5,7 21,7 6,3 10,2

type

;/ir(i)ation 100 100,1 99,9 99,5 99,6 99,7 99,9 100,2 99,4 99,3 99,5 99,3 99,6 100,4

Analyse statistique de 'osmolalité de la formule « Concentrée »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICum [-104 ; +104] [-104 ; +104] [-103,39 ; +103,39] [-103,52 ; +103,52]

Différence des | 5,556 4,222 -0,556 1,333 -8

moyennes d,

ICosy: [-0,363 ; 11,474] [-2,553 ; 10,998] [-5,742 ; 4,631] [-14,982 ; 17,648] [-15,373; -0,627]
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Mesures de I'osmolalité de la formule « Croisiére » aux différents temps (mOsm/I)

Jour JO JO+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 1004,0 1009,0 | 1018,0 | 1014,0 | 1006,0 | 1010,0 | 1006,0 | 1012,0 | 1000,0 | 991,0 1017,0 | 1036,0 | 1006,0 | 1007,0

Série 1 2 1014,0 1008,0 | 1016,0 | 1000,0 | 999,0 1005,0 | 1008,0 | 1017,0 | 1005,0 | 1002,0 | 1008,0 | 1035,0 | 1000,0 | 1001,0
3 1021,0 1013,0 | 1011,0 | 1006,0 | 1012,0 |4 1006,0 | 1008,0 | 1007,0 | 1001,0 | 996,0 1010,0 | 1028,0 | 1012,0 | 1006,0
4 | 1009,0 1010,0 | 1008,0 | 1019,0 | 1005,0 | 1009,0 | 985,0 | 999,0 1002,0 | 1007,0 | 1008,0 | 1004,0 | 996,0 | 990,0

Série 2 5 | 1010,0 1003,0 | 999,0 | 1000,0 | 999,0 | 1005,0 | 1004,0 | 990,0 1008,0 | 1007,0 | 1001,0 | 1005,0 @ 1002,0 | 1001,0
6 | 1006,0 1002,0 | 1007,0 | 1021,0 | 1005,0 | 1011,0 | 1000,0 | 998,0 999,0 | 1004,0 | 1001,0 H 1005,0 | 994,0 | 1000,0
7 | 1011,0 1029,0 | 1009,0 | 1005,0 | 1007,0 | 1009,0 | 1006,0 | 1016,0 | 1006,0 | 1005,0 | 1006,0 | 1011,0 | 1014,0 | 1026,0

Série 3 8 | 1000,0 1007,0 | 1019,0 | 1012,0 | 1005,0 | 1004,0 | 1011,0 | 1011,0 | 1015,0 | 1000,0 | 1018,0 | 1002,0 | 1024,0 | 1007,0
9 | 1005,0 1028,0 | 1010,0 | 1011,0 | 1009,0 | 994,0 | 955,0 | 1012,0 | 1012,0 | 995,0 1003,0 1 942,0 1008,0 | 1007,0

Moyenne 1008,9 1012,1 | 1010,8 | 1009,8 | 1005,2 | 1005,9 | 998,14 | 1006,9 | 1005,3 | 1000,8 | 1008,0 | 1007,6 | 1006,2 | 1005,0

Ecart-

type 6,2 9,9 6,2 7,6 4,2 51 17,9 9,2 5,5 5,7 6,2 28,2 9,5 9,6

Variation

aJo 100,0 100,3 100,2 100,1 99,6 99,7 98,9 99,8 99,6 99,2 99,9 99,9 99,7 99,6

Analyse statistique de I'osmolalité de la formule « Croisiére »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICum [-104 ; +104] [-104 ; +104] [-103,39 ; +103,39] [-103,52 ; +103,52]
Différence des | 0,889 2,667 -3,222 0,444 1,222

moyennes d,

|C95u

[-6,696 ; 8,473]

[-6,700 ; 12,034]

[-11,814 ; 5,370]

99

[-19,641 ; 20,530]

[-5,043 ; 7,488]



Mesures de I'osmolalité de la formule « Intermédiaire » aux différents temps (mOsm/I)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 939,0 961,0 | 940,0 | 948,0 | 953,0 | 937,0 | 940,0 | 944,0 944,0 | 932,0 945,0 | 967,0 938,0 | 939,0

Série 1 2 940,0 951,0 | 941,0 | 946,0 | 948,0 | 942,0 | 944,0 | 953,0 935,0 | 938,0 951,0 | 972,0 952,0 | 948,0
3 940,0 968,0 | 941,0 | 944,0 | 953,0 | 938,0 |937,0 | 938,0 939,0 | 938,0 947,0 | 979,0 948,0 | 934,0
4 953,0 941,0 | 939,0 | 956,0 |931,0 |944,0 | 948,0 | 934,0 945,0 | 949,0 938,0 | 937,0 937,0 | 941,0

Série 2 5 953,0 9450 | 949,0 | 952,0 |936,0 | 949,0 | 950,0 | 931,0 937,0 | 949,0 942,0 | 940,0 931,0 | 932,0
6 948,0 934,0 | 949,0 | 952,0 |938,0 |941,0 | 944,0 | 932,0 939,0 | 941,0 942,0 | 947,0 941,0 | 961,0
7 939,0 958,0 | 943,0 | 938,0 |9350 |931,0 | 944,0 | 953,0 942,0 | 938,0 943,0 | 942,0 949,0 | 947,0

Série 3 8 935,0 941,0 | 949,0 | 938,0 |940,0 | 9350 |941,0 | 950,0 938,0 | 934,0 949,0 | 946,0 945,0 | 941,0
9 936,0 951,0 | 958,0 | 937,0 |934,0 |924,0 | 944,0 | 946,0 958,0 | 928,0 943,0 | 938,0 954,0 | 942,0

Moyenne 942,6 950,0 | 9454 | 9457 |940,9 | 937,9 | 943,6 | 942,33 941,9 | 938,6 944,4 | 952,0 943,9 | 9428

Ecart-

type 6,9 10,9 6,2 7,0 8,3 7,4 3,9 8,8 6,9 7,1 4,0 16,1 7,7 8,6

Variation

aJo 100,0 100,8 | 100,3 | 100,3 | 99,8 99,5 100,1 | 100,0 99,9 99,6 100,2 | 101,0 100,1 | 100,0

Analyse statistique de I'osmolalité de la formule « Intermédiaire »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICum [-94,26 ; +94,26] [-94,26 ; +94,26] [-94,44 ; +94,44] [-94,39 ; + 94,39]

Différence des | -1,889 -1,333 -7,444 -7,556 1,111

moyennes d,

ICosy: [-9,656 ; 5,879] [-11,880 ; 9,213] [-19,341 ; 4,452] [-18,082 ; 2,971] [-6,493 ; 8,715]

100



Annexe 6 : résultats des mesures du pH

Mesures du pH de la série 3 de la formule « Standard » aux différents temps

Jour JO JO+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
6,31 6,31 6,67 6,65 6,64 6,63 6,84 6,68 6,58 6,55 6,64 6,57 6,46 6,44

Série 3 8 6,51 6,51 6,68 6,63 6,76 6,70 6,76 6,65 6,63 6,60 6,64 6,50 6,46 6,45
6,46 6,46 6,57 6,47 6,76 6,68 6,79 6,64 6,62 6,59 6,64 6,61 6,47 6,34

Moyenne 6,43 6,43 6,64 6,58 6,72 6,67 6,80 6,65 6,61 6,58 6,64 6,56 6,46 6,41

Ecart-

type 0,10 0,10 0,06 0,10 0,07 0,03 0,04 0,02 0,03 0,03 0,00 0,06 0,01 0,06

Variation

aJo 100,00 100,00 | 103,34 | 102,38 | 104,52 | 103,76 K 105,78 | 103,51 | 102,79 K 102,38 | 103,35 | 102,05 | 100,57 | 99,74

Mesures du pH de la série 3 de la formule « Concentrée » aux différents temps

Jour JO JO+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
6,41 6,41 6,47 6,52 6,63 6,60 6,67 6,53 6,49 6,59 6,56 6,42 6,33 6,47

Série 3 8 6,39 6,39 6,50 6,44 6,61 6,62 6,54 6,48 6,49 6,41 6,60 6,61 6,33 6,34
6,34 6,34 6,40 6,44 6,61 6,59 6,69 6,56 6,52 6,59 6,64 6,54 6,34 6,34

Moyenne 6,38 6,38 6,46 6,46 6,61 6,61 6,63 6,53 6,50 6,53 6,60 6,52 6,33 6,38

Ecart-

type 0,04 0,04 0,05 0,05 0,01 0,02 0,08 0,04 0,01 0,10 0,04 0,10 0,01 0,08

Variation

aJo 100,00 100,00 | 101,24 | 101,29 | 103,65 | 103,57 | 103,93 | 102,31 | 101,91 | 102,34 | 103,46 | 102,21 | 99,27 | 100,05
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Mesures du pH de la série 3 de la formule « Croisiére » aux différents temps

Jour JO JO+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
6,41 6,41 6,47 6,52 6,63 6,60 6,67 6,53 6,49 6,59 6,56 6,42 6,33 6,47

Série 3 8 |6,39 6,39 6,50 6,44 6,61 6,62 6,54 6,48 6,49 6,41 6,60 6,61 6,33 6,34
6,34 6,34 6,40 6,44 6,61 6,59 6,69 6,56 6,52 6,59 6,64 6,54 6,34 6,34

Moyenne 6,38 6,38 6,46 6,46 6,61 6,61 6,63 6,53 6,50 6,53 6,60 6,52 6,33 6,38

Ecart-

type 0,04 0,04 0,05 0,05 0,01 0,02 0,08 0,04 0,01 0,10 0,04 0,10 0,01 0,08

Variation

aJo 100,00 100,00 | 101,28 | 102,07 | 103,06 | 101,92 | 103,83 | 101,67 | 102,01 100,30 | 102,50 | 100,64 | 99,01 | 99,01

Mesures du pH de la série 3 de laformule « Intermédiaire » aux différents temps

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
7 6,39 6,39 6,49 6,48 6,62 6,51 6,53 6,58 6,45 6,43 6,60 6,49 6,33 6,32
Série 3 8 6,33 6,33 6,49 6,55 6,52 6,56 6,56 6,55 6,49 6,48 6,51 6,48 6,32 6,33
9 6,37 6,37 6,49 6,53 6,52 6,47 6,55 6,47 6,41 6,29 6,59 6,41 6,31 6,32
Moyenne 6,36 6,36 6,49 6,52 6,55 6,52 6,55 6,54 6,45 6,40 6,57 6,46 6,32 6,32
Ecart-
type 0,03 0,03 0,00 0,04 0,06 0,05 0,02 0,06 0,04 0,10 0,05 0,04 0,01 0,01
Variation
aJo 100,00 100,00 | 102,02 | 102,40 | 102,91 | 102,41 | 102,89 | 102,74 | 101,43 | 100,56 | 103,20 | 101,48 | 99,32 | 99,37
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Annexe 7 : résultats des dosages de sodium et analyses statistiques

Dosages du sodium de la formule « Standard » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 | J28+24 | J56 J56+24
1 28,4 29,5 31,0 29,1 29,4 30,3 28,7 27,7 31,6 29,9 27,3 | 30,3 28,8 | 30,7
Série 1 2 29,6 30,9 29,9 31,4 29,6 30,9 29,9 29,3 30,3 30,2 26,4 | 29,0 295 | 291
3 28,5 29,5 30,9 29,0 30,2 30,4 29,9 29,0 31,2 29,8 26,8 | 29,1 29,9 | 30,5
4 29,3 29,6 27,1 29,0 28,4 29,4 30,2 32,2 28,5 29,7 28,5 | 28,8 29,2 | 28,1
Série 2 5 28,9 30,6 27,1 29,0 28,7 30,0 30,9 32,6 28,6 32,6 28,9 | 29,9 28,9 | 27,7
6 28,6 30,7 27,4 28,8 28,6 30,6 30,6 30,8 28,9 29,3 29,0 | 29,6 29,4 | 28,6
7 295 | 29,8 30,2 | 28,0 31,5 | 30,6 295 | 289 30,8 | 29,2 29,6 | 29,0 27,2 | 28,2
Série 3 8 30,7 | 29,3 324 | 293 322 321 304 | 29,7 29,7 | 301 29,7 | 30,1 27,8 | 29,9
9 30,9 | 30,6 309 | 284 31,6 | 314 31,8 | 29,7 30,5 | 31,8 29,9 | 30,0 28,6 | 29,7
Moyenne 29,4 | 30,1 29,7 | 29,1 30,0 | 30,6 30,2 | 30,0 30,0 | 303 28,5 | 29,5 28,8 | 29,2
Ecart-type 0,9 0,6 2,0 1,0 1,4 0,8 0,9 1,6 11 1,2 1,3 0,6 0,9 11
Variation a JO 100,0 | 102,4 | 101,0 | 99,1 102,2 | 104,3 | 102,8 | 102,12 102,2 | 103,1 96,9 | 100,5 98,1 | 101,2

Analyse statistique du sodium de la formule « Standard »

J0-J28 J0-J56 J0-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICym [-2,94 ; +2,94] [-2,94 ; +2,94] [-2,85; +2,85] [-2,88; +2,88]
Différence des | 0,920 0,564 -0,691 -1,071 -0,352
moyennes d,
[Cosy [0,076 ; 1,764] [-0,621; 1,750] [-1,505;0,122] [-2,038;-0,104] [-1,331;0,627]
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Dosages du sodium de la formule « Concentrée » au différents temps (mmol/l)

Jour JO Jo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 33,0 33,1 32,6 31,7 30,1 33,6 31,9 31,3 33,7 34,5 30,8 30,9 32,4 33,4
Série 1 2 31,8 32,2 33,8 32,0 32,7 34,2 30,6 31,3 34,0 33,6 31,3 32,4 33,9 33,1
3 32,4 32,0 33,1 31,8 32,2 34,2 32,4 32,5 34,4 33,8 29,3 34,5 33,0 34,6
4 33,2 33,1 31,1 31,0 31,1 31,7 34,8 34,0 29,7 32,3 31,0 35,5 31,7 31,2
Série 2 5 334 32,7 29,9 33,7 31,1 32,0 33,6 33,2 31,2 32,1 32,6 33,9 32,4 31,6
6 34,0 32,5 29,2 30,6 32,2 31,7 34,0 35,0 30,9 32,1 33,8 33,0 31,9 31,4
7 30,6 34,3 33,7 32,2 35,1 34,4 32,6 334 33,0 33,3 33,1 32,8 31,5 32,4
Série 3 8 32,3 31,6 34,6 32,1 35,0 34,9 32,8 32,1 33,7 33,6 32,7 33,6 31,3 32,3
9 32,7 32,7 34,2 32,2 35,5 34,9 35,5 32,0 33,8 33,9 33,5 33,4 31,3 34,2
Moyenne 32,6 32,7 32,5 31,9 32,8 33,5 33,1 32,8 32,7 33,3 32,0 33,3 32,2 32,7
Ecart-
type 1,0 0,8 1,9 0,9 2,0 1.3 1,5 1,3 1,7 0,9 1,5 1,3 0,9 1,2
;/jr(i)ation 100,0 | 100,2 | 99,6 97,9 100,5 | 102,8 | 101,6 | 100,5 100,3 | 102,0 98,2 102,2 98,6 100,3
Analyse statistique du sodium de la formule « Concentrée »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICum [-3,26 ; +3,26] [-3,26 ; +3,26] [-3,2; +3,2] [-3,22 ; +3,22]
Différence 0,599 0,451 -0,079 -1,330 -0,533

moyennes d,

[Cosp

[-0,749 ; 1,946]

[-0,586 ; 1,488]

[-1,215 ; 1,057]

104

[-2,967 ; 0,307]

[-1,513 ; 0,447]



Dosages du sodium de la formule « Croisiére » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JO+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 28,2 27,7 28,6 27,1 27,5 29,0 27,2 27,3 28,5 28,5 27,4 27,3 28,4 28,2
Série 1 2 28,0 26,4 27,1 28,0 27,7 27,6 26,8 27,8 29,7 29,5 27,0 27,7 28,5 28,3
3 26,9 28,2 27,6 27,6 26,9 28,5 26,4 27,2 29,0 28,0 25,0 27,4 28,7 27,8
4 27,6 28,0 25,9 26,9 26,9 28,2 29,8 31,1 27,0 27,4 28,2 28,4 27,2 25,9
Série 2 5 26,5 28,0 25,6 31,0 26,9 27,7 30,4 30,3 27,2 28,2 29,0 28,5 27,7 26,7
6 26,2 27,3 254 284 26,4 27,6 30,6 29,0 27,0 28,2 28,7 29,0 27,0 30,0
7 27,3 27,5 28,9 27,0 30,1 30,3 25,1 27,5 29,4 28,1 28,9 28,2 26,1 29,3
Série 3 8 27,9 27,2 28,6 25,9 28,8 29,5 26,3 27,0 29,5 28,7 28,2 27,9 26,8 27,7
9 27,7 27,8 29,3 26,6 28,2 29,1 26,1 27,9 29,3 28,6 294 27,6 25,2 27,0
Moyenne 274 27,6 27,4 27,6 27,7 28,6 27,6 28,3 28,5 28,4 28,0 28,0 27,3 27,9
=eart- 0,7 0,5 1,5 1,5 1,2 0,9 2,1 1,4 11 0,6 1,4 0,6 1,2 1.3
type
;/jr(i)ation 100,0 100,7 100,2 100,9 101,2 104,5 101,0 103,5 104,2 103,6 102,2 102,3 99,7 101,8
Analyse statistique du sodium de la formule « Croisiére »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICum [-2,74 ; +2,74] [-2,74 ; +2,74] [-2,8; +2,8] [-2,73 ; +2,73]
Différence des | -0,601 0,088 -0,196 -0,022 -0,589

moyennes d,
|C95u

[-1,836 ; 0,635]

[-0,943 ; 1,120]

[-0,978 ; 0,587]

105

[-0,901 ; 0,857]

[-1,913 ; 0,735]



Dosages du sodium de la formule « Intermédiaire » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 27,3 24,76 26,6 27,7 26,9 27,7 27,2 26,5 28,793 | 28,231 | 26,6 25,8 28,9 28,7
Sériel | 2 27,8 28,5 26,9 25,5 27,8 28,2 26,5 27,2 29,014 | 28,677 | 28,7 27,2 29,1 27,9
3 27,1 27,3 27,4 27,2 27,010 | 27,9 26,5 27,3 28,197 | 28,763 | 26,2 27,02 29 28,6
4 26,4 27,6 249 30,6 27,3 28,206 | 29,7 28,56 27,4 27,3 29,5 29,1 27,6 26,7
Série2 | 5 26,6 27,8 25,3 27,2 26,7 26,912 | 29,3 29,646 | 27,3 27,7 28,6 28,6 27,6 27,3
6 254 274 24,09 26,3 26,5 27,748 | 29,3 28,089 | 27,3 27,3 29 28,9 28 26,1
7 27,3 26,162 | 28,896 | 26,6 29,6 28,829 | 28,15 | 26,5 29,2 28,5 27,8 27,9 25,7 26,7
Série3 | 8 26,8 26,174 27,783 | 26,15 | 29,8 29,063 | 26,7 27,1 28,8 28,5 28,8 28,4 25,4 26,8
9 28,1 26,305 | 28,514 | 26,8 28,7 30,349 | 29,5 27,6 28,9 28,5 27,7 28,2 26,3 27,5
Moyenne 27,0 26,9 26,7 27,1 27,8 28,3 28,1 27,6 28,3 28,2 28,1 27,9 27,5 27,4
Ecart- 0,8 11 1,7 1,5 1,3 1,0 1,4 1,0 0,8 0,6 11 11 1,4 0,9
type
Variation 100,0 | 99,7 99,0 100,5 | 103,1 105,0 104,2 | 102,4 105,0 104,4 104,2 | 103,4 102,0 101,5
aJo
Analyse statistique du sodium de la formule « Intermédiaire »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICum [-2,7 ; +2,7] [-2,7 ; +2,7] [-2,81 ; +2,81] [-2,75 ; +2,75]
Différence des | -1,128 -0,539 0,083 0,198 0,144
moyennes d,
ICosy [-2,390; 0,134] [-1,825;0,747] [-1,093; 1,259] [-0,332;0,728] [-0,730; 1,019]
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Annexe 8 : résultats des dosages de potassium et analyses statistiques

Dosages du potassium de la formule « Standard » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 20,8 20,8 21,9 211 21,4 22,4 21,9 20,5 22,6 21,1 20,6 21,8 20,8 21,7

Série 1 2 21,7 21,8 211 22,5 215 22,4 22,9 21,6 21,9 21,4 20,0 21,2 21,3 21,0
3 20,9 21,0 22,0 21,0 21,9 22,2 22,8 21,6 22,8 21,4 19,2 21,3 21,4 22,0
4 21,3 21,7 20,0 20,6 214 211 21,4 22,8 20,1 21,3 20,5 20,2 211 20,5

Série 2 5 20,6 21,8 19,3 20,7 214 21,3 21,7 22,7 20,7 23,0 20,7 20,7 20,5 20,2
6 20,0 21,9 20,0 20,0 21,2 21,9 21,5 21,1 20,9 20,7 20,6 20,5 20,5 20,4
7 21,6 21,8 21,8 20,8 22,7 21,8 22,2 21,0 22,5 20,8 21,6 20,8 20,1 20,4

Série 3 8 22,3 21,5 23,0 21,5 23,3 22,5 22,3 21,6 21,7 21,4 21,2 21,4 20,3 21,2
9 22,8 22,5 22,5 211 22,8 22,3 23,4 21,6 22,3 22,4 21,6 21,4 20,8 20,9

Moyenne 21,3 21,6 21,3 21,0 22,0 22,0 22,2 21,6 21,7 215 20,7 21,0 20,8 20,9

Ecart-

ype 0,9 0,5 1,3 0,7 0,8 0,5 0,7 0,7 0,9 0,7 0,8 0,5 0,4 0,6

Variation

530 100,0 | 101,5 | 99,8 98,6 102,9 | 103,1 104,3 | 101,3 101,9 | 100,8 96,9 98,6 97,3 98,1

Analyse statistique du potassium de la formule « Standard »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICvm [-2,13; +2,13] [-2,13; +2,13] [-2,07 ; +2,07] [-2,08 ; +2,08]
Différence des | 0,660 0,569 -0,313 -0,371 -0,164

moyennes d,
|C95u

[0,018 ; 1,302]

[-0,206 ; 1,344]

[-0,932 ; 0,307]
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[-1,088 ; 0,346]

[-0,586 ; 0,258]



Dosages du potassium de la formule « Concentrée » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 29,6 33,1 32,6 31,7 26,0 30,6 30,2 29,0 31,4 30,9 27,9 27,9 28,7 29,4
Série 1 2 28,8 32,2 33,8 32,0 28,1 31,2 32,2 28,8 30,5 29,4 27,7 29,0 30,3 29,3
3 29,6 32,0 33,1 31,8 28,1 31,2 30,6 29,7 31,3 30,6 26,0 30,8 29,2 30,8
4 28,6 29,8 29,2 29,4 29,6 29,2 31,9 30,2 27,4 29,4 28,2 31,4 27,7 27,4
Série 2 5 28,8 29,7 28,3 31,6 29,5 29,3 30,5 29,4 29,0 28,7 29,9 29,9 28,3 27,6
6 29,4 29,8 27,4 28,0 30,7 30,2 30,7 31,4 28,2 29,0 30,5 29,4 28,0 27,7
7 33,0 31,9 29,8 30,2 31,9 29,9 29,6 30,0 30,3 29,2 29,9 29,0 29,0 27,9
Série 3 8 30,5 29,2 31,2 30,7 31,8 31,3 30,5 29,2 31,2 29,6 29,2 30,2 28,6 28,6
9 30,3 30,2 30,5 29,7 31,2 30,2 31,8 28,9 30,9 29,7 29,7 29,3 28,3 28,9
Moyenne 29,8 30,9 30,7 30,6 29,7 30,4 30,9 29,6 30,0 29,6 28,8 29,7 28,7 28,6
=eart- 1,4 1,4 2,2 1,4 2,0 0,8 0,9 0,8 1,5 0,7 1,4 1,0 0,8 11
type
;/jr(i)ation 100,0 | 103,5 102,7 102,4 | 994 101,7 103,5 | 99,3 100,6 99,2 96,4 99,4 96,1 95,9
Analyse statistique du potassium de laformule « Concentrée »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICvm [-2,98 ; +2,98] [-2,98 ; +2,98] [-2,88 ; +2,88] [-2,87 ; +2,87]
Différence des
1,063 1,222 -1,038 -0,881 0,056

moyennes d,
|C95u

[-0,180 ; 2,307]

[-0,154 ; 2,598]

[-2,388 ; 0,311]

108

[-2,401 ; 0,639]

[-0,625 ; 0,736]



Dosages du potassium de la formule « Croisiére » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 14,5 14,0 14,6 14,1 14,7 15,2 14,8 13,9 14,9 14,3 13,8 14,3 14,7 14,8

Série 1 2 14,5 13,3 13,6 14,4 14,8 14,4 14,6 14,5 15,3 14,7 13,4 14,4 14,7 14,4
3 14,0 14,0 14,0 14,3 14,4 14,9 14,3 13,9 14,6 14,2 13,5 13,9 14,8 14,4
4 14,7 14,8 13,1 13,4 14,4 14,5 15,1 15,6 13,4 14,2 14,7 14,7 14,6 14,4

Série 2 5 14,0 14,5 12,9 15,2 14,2 14,3 151 14,8 13,5 14,3 14,6 14,2 14,5 14,5
6 13,9 13,9 12,7 13,5 14,0 13,8 15,3 13,8 13,3 14,3 15,0 14,4 14,3 16,0
7 13,8 14,3 14,8 14,1 15,2 15,3 13,9 14,6 15,3 14,8 151 14,6 13,7 15,3

Série 3 8 14,3 13,9 14,5 13,8 14,8 14,9 14,2 14,2 15,3 14,5 14,6 14,7 13,8 14,7
9 13,8 14,7 151 14,0 14,2 14,5 13,9 14,6 154 14,7 15,2 14,3 13,2 14,5

Moyenne 14,2 14,2 13,9 14,1 14,5 14,6 14,6 14,4 14,6 14,4 14,4 14,4 14,3 14,8

Ecart-

ype 0,3 0,5 0,9 0,5 0,4 0,5 0,6 0,6 0,9 0,2 0,7 0,3 0,6 0,5

Variation

310 100,0 | 100,0 98,3 99,5 102,6 | 103,5 102,9 | 101,9 102,8 102,0 101,9 | 101,6 100,7 | 104,4

Analyse statistique du potassium de la formule « Croisiére »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICvm [-1,42 ; +1,42] [-1,42 ; +1,42] [-1,44 ; +1,44] [-1,43; +1,43]

Différence des

moyennes d, -0,274 -0,096 0,006 0,044 -0,522

ICosy [-0,982; 0,433] [-0,454 ; 0,262] [-0,477 ; 0,488] [-0,425 ;0,514] [-1,176; 0,132]
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Dosages du potassium de la formule « Intermédiaire » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 14,6 13,1 13,7 14,5 14,7 14,9 15,0 14,0 15,1 14,6 13,8 13,7 15,1 15,0
Série 1 2 14,7 14,9 14,0 13,3 15,3 15,0 14,6 14,4 15,4 14,1 14,9 14,5 15,4 14,5
3 14,2 14,4 14,0 14,3 14,7 15,0 14,7 14,0 14,9 14,9 13,7 14,2 15,1 14,8
4 14,1 14,6 13,0 14,9 14,6 14,6 15,2 14,3 13,5 14,4 14,8 14,7 14,9 14,7
Série 2 5 14,2 14,5 13,2 13,8 14,6 14,0 151 15,0 13,6 14,4 14,9 14,3 151 15,0
6 13,6 14,5 12,7 13,0 14,2 14,1 14,6 14,2 13,6 14,4 151 14,8 151 14,6
7 14,2 13,9 15,0 14,4 15,5 15,0 15,3 14,2 15,6 151 15,0 14,6 13,6 14,8
Série 3 8 141 14,0 14,6 14,3 15,8 151 14,7 14,8 15,5 14,9 15,3 14,8 13,8 14,6
9 14,5 13,8 14,8 14,3 15,2 15,6 15,8 14,6 15,3 14,8 15,2 14,6 13,9 14,8
Moyenne 14,2 14,2 13,9 14,1 15,0 14,8 15,0 14,4 14,7 14,6 14,7 14,5 14,7 14,8
Ecart-
type 0,3 0,5 0,8 0,6 0,5 0,5 0,4 0,3 0,9 0,3 0,6 0,4 0,7 0,2
;/ir(i)ation 100,0 | 99,6 97,4 98,9 105,0 | 104,21 105,3 | 101,0 103,4 102,7 103,5 | 101,6 103,0 | 103,6
Analyse statistique du potassium de la formule « Intermédiaire »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICvm [-1,42 ; +1,42] [-1,42 ; +1,42] [-1,47 ; +1,47] [-1,47 ; +1,47]
Différence des
-0,503 -0,426 0,059 0,278 -0,093

moyennes d,
|C95u

[-1,088 : 0,081]

[-0,999 ; 0,148]

[-0,498 ; 0,615]
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Annexe 9 : résultats des dosages de calcium et analyses statistiques

Dosages du calcium de la formule « Standard » au différents temps (mmol/l)

Jour JO Jo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 14,0 14,7 14,8 14,4 14,6 14,6 14,8 13,7 15,8 15,0 14,6 15,2 14,7 15,4
Série 1 2 14,3 15,7 14,5 15,2 14,4 15,0 14,9 14,0 14,8 14,8 13,9 14,4 14,7 15,3
3 14,0 15,3 14,5 14,3 14,8 14,7 14,7 14,0 15,2 14,6 13,8 14,7 14,6 15,7
4 14,6 14,7 13,8 14,3 14,8 14,4 14,9 16,0 14,2 15,0 14,1 14,4 13,9 13,1
Série 2 5 14,2 14,5 13,9 14,5 14,6 14,5 14,9 16,2 14,7 16,4 14,5 14,8 14,0 14,3
6 14,2 14,8 13,9 14,2 15,0 14,7 15,0 15,0 14,6 14,6 14,4 15,0 14,4 14,7
7 14,6 14,5 14,6 14,6 15,7 15,2 14,8 14,8 14,6 14,3 14,8 14,2 14,0 14,1
Série 3 8 15,2 14,1 15,2 14,4 15,7 15,6 15,7 14,7 14,2 14,7 14,8 14,5 14,0 14,3
9 15,0 14,5 14,6 14,2 14,8 15,0 15,9 14,7 14,5 15,5 14,8 14,4 14,3 14,2
Moyenne 14,5 14,8 14,4 14,5 14,9 14,9 15,1 14,8 14,7 15,0 14,4 14,6 14,3 14,6
Ecart-
type 0,4 0,5 0,5 0,3 0,5 0,4 0,4 0,9 0,5 0,6 0,4 0,3 0,3 0,8
Variation
330 100,0 | 102,0 99,7 99,9 103,2 | 102,7 104,2 | 102,3 101,9 103,7 99,6 101,12 98,8 100,7
Analyse statistique du calcium de la formule « Standard »
J0-J28 J0-J56 J0-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICvm [-1,45; +1,45] [-1,45; +1,45] [-1,44 ; +1,44] [-1,43; +1,43]
Différence des
0,051 0,173 -0,292 -0,211 -0,278

moyennes d,
|C95u

[-0,238 ; 0,341]

[-0,344 ; 0,691]

[-0,917 ; 0,333]
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[-0,611 ; 0,189]

[-0,690 ; 0,134]



Dosages du calcium de la formule « Concentrée » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JO+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 17,7 17,3 16,5 16,0 15,9 17,0 17,0 15,9 17,4 17,8 16,5 16,4 16,7 17,9

Série 1 2 16,8 17,3 17,0 15,9 16,5 17,2 16,9 15,9 17,3 17,1 16,9 16,8 16,8 17,8
3 16,8 17,4 16,4 16,0 16,5 17,2 17,2 16,5 17,7 17,0 15,8 17,8 16,8 18,6
4 16,4 16,9 16,5 16,2 17,0 16,6 18,6 17,9 16,5 17,5 16,6 18,8 16,4 16,7

Série 2 5 16,3 17,3 15,8 17,0 17,5 16,8 17,5 17,7 16,8 17,3 17,2 17,9 16,5 16,8
6 16,3 17,5 15,7 16,5 17,6 17,2 17,8 18,3 16,6 17,2 17,0 17,3 16,4 16,9
7 171 17,6 17,0 17,4 17,8 17,6 17,5 17,2 16,7 17,0 17,2 16,5 16,6 16,1

Série 3 8 16,8 16,5 17,4 17,3 18,5 18,2 17,5 17,0 16,9 17,4 17,3 16,9 16,6 16,4
9 171 17,3 17,0 17,0 17,8 17,6 19,1 16,8 17,2 17,2 17,6 17,2 16,4 16,8

Moyenne 16,8 17,2 16,6 16,6 17,2 17,3 17,7 17,0 17,0 17,3 16,9 17,3 16,6 17,1

Ecart-

ype 0,5 0,3 0,6 0,6 0,8 0,5 0,7 0,9 0,4 0,2 0,5 0,8 0,2 0,8

;/jr(i)ation 100,0 | 102,5 98,7 98,7 102,5 | 102,7 105,1 | 101,3 101,2 102,8 100,6 | 102,8 98,6 101,8

Analyse statistique du calcium de la formule « Concentrée »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICvm [-1,68 ; +1,68] [-1,68 ; +1,68] [-1,69; +1,69] [-1,66 ; +1,66]

Différence des

moyennes d, -0,093 0,233 -0,418 -0,384 -0,533

ICosy [-0,648 ; 0,462] [-0,084 ; 0,551] [-0,829 ; -0,007] [-1,195; 0,426] [-1,077;0,010]
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Dosages du calcium de la formule « Croisiére » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 11,8 12,5 11,9 11,6 11,6 12,0 12,1 11,3 11,6 11,8 11,5 11,7 11,9 12,6

Série 1 2 12,1 12,3 11,7 11,8 11,8 11,5 12,1 11,6 12,7 12,4 11,8 12,0 12,1 12,4
3 11,9 12,5 11,7 11,8 11,6 11,9 12,0 11,4 12,4 11,9 11,3 12,2 12,1 12,4
4 12,2 12,0 11,2 11,8 12,0 11,8 12,2 13,2 11,6 12,0 11,8 12,0 11,4 11,6

Série 2 5 11,6 11,7 11,9 13,5 12,2 11,5 13,2 13,0 11,8 12,3 11,8 12,1 11,5 11,9
6 11,4 12,2 11,3 12,4 11,9 11,6 13,0 12,0 11,7 12,4 12,2 12,1 11,5 13,2
7 11,7 11,4 12,1 11,9 12,5 12,4 11,7 12,0 11,8 12,0 12,5 12,0 11,4 12,5

Série 3 8 12,4 11,4 12,2 11,9 12,4 12,3 12,1 11,8 12,0 12,1 12,4 12,0 11,6 11,6
9 12,2 11,7 12,4 12,1 12,0 12,3 11,9 12,4 11,9 12,1 13,0 12,4 11,5 11,4

Moyenne 11,9 12,0 11,8 12,1 12,0 11,9 12,3 12,1 12,0 12,1 12,0 12,1 11,7 12,2

Ecart- 0,3 0,4 0,4 0,6 0,3 0,4 0,5 0,7 0,4 0,2 0,5 0,2 0,3 0,6

type

Variation 100,0 | 100,4 99,2 101,3 | 100,7 | 100,0 102,8 | 101,4 100,2 101,5 100,9 | 101,21 97,9 102,1

aJo

Analyse statistique du calcium de la formule « Croisiére »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICum [-1,22 ; +1,22] [-1,22 ; +1,22] [-1,21; +1,21] [-1,17 ; +1,17]

Différence des

moyennes d, 0,255 -0,110 -0,045 -0,026 -0,511

ICosy [-0,060 ; 0,570] [-0,553;0,332] [-0,506 ; 0,416] [-0,398 ; 0,347] [-0,952 ;-0,070]
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Dosages du calcium de la formule « Intermédiaire » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JO+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 12,3 11,8 11,8 11,2 11,9 12,0 12,8 11,8 12,7 12,8 12,2 11,8 12,7 13,4

Série 1 2 12,3 13,3 11,8 11,2 12,4 12,3 12,3 11,9 12,7 12,4 13,3 12,5 12,7 12,9
3 12,2 12,8 12,2 12,2 12,1 12,2 12,5 11,8 12,1 12,8 11,9 12,4 12,7 13,1
4 12,4 12,2 11,9 14,0 12,7 12,4 13,1 12,9 12,3 12,6 11,9 12,8 12,1 12,4

Série 2 5 12,7 12,3 12,1 12,9 12,6 11,8 13,2 13,1 12,3 12,5 12,4 12,6 12,1 12,6
6 12,0 12,4 11,3 12,0 12,5 12,1 13,2 12,5 12,4 12,7 12,4 12,8 12,2 12,2
7 12,2 11,4 12,9 12,5 13,2 12,7 13,3 12,2 12,5 12,7 12,8 12,9 11,9 11,9

Série 3 8 12,0 11,6 12,3 12,5 13,2 13,0 12,7 12,5 12,3 12,5 13,2 12,9 12,0 12,0
9 12,6 11,6 12,5 12,2 12,9 13,2 13,4 12,6 12,4 12,4 13,1 12,9 11,9 11,8

Moyenne 12,3 12,2 12,1 12,3 12,6 12,4 12,9 12,4 12,4 12,6 12,6 12,6 12,3 12,5

Ecart- 0,2 0,6 0,5 0,9 0,4 0,5 0,4 0,5 0,2 0,1 0,5 0,4 0,3 0,6

type

Variation 100,0 | 98,8 98,2 99,9 102,5 | 100,8 105,1 | 100,5 100,9 102,4 102,3 | 102,6 99,6 101,4

aJo

Analyse statistique du calcium de la formule « Intermédiaire »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICum [-1,23 ; +1,23] [1,23 ; +1,23] [-1,26 ; +1,26] [-1,23 ; +1,23]

Différence des

moyennes d, -0,278 0,048 0,151 -0,041 -0,222

ICosy [-0,751; 0,195] [-0,303; 0,398] [-0,375;0,678] [-0,440 ; 0,358] [-0,439 ; -0,005]
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Annexe 10 : résultats des dosages de magnésium et analyses statistiques

Dosages du magnésium de la formule « Standard » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 1,98 1,94 2,11 2,01 1,93 1,96 1,95 1,80 1,98 2,02 1,86 2,01 1,87 2,11
Série 1 2 2,01 2,11 2,09 2,23 1,92 2,00 1,98 1,86 1,92 2,00 1,81 1,95 1,90 2,10
3 1,95 2,02 2,12 2,05 1,95 1,91 1,92 1,83 1,95 1,95 1,86 1,96 1,86 2,13
4 1,80 1,81 1,72 1,78 1,78 1,72 1,79 191 1,73 1,84 1,73 1,76 1,87 1,67
Série 2 5 1,78 1,83 1,73 1,83 1,81 1,80 1,80 1,97 1,83 2,04 1,79 1,83 1,89 191
6 1,88 1,99 1,76 1,92 1,96 1,90 1,90 1,97 1,95 1,94 1,90 2,00 2,09 2,10
7 1,80 1,74 1,85 1,76 1,88 1,87 1,81 1,82 1,76 1,80 1,83 1,92 1,83 1,86
Série 3 8 1,99 1,85 2,03 1,70 2,00 2,06 2,10 1,95 1,83 1,95 1,95 2,07 1,94 1,96
9 1,83 1,76 1,85 1,72 1,77 1,84 1,97 1,81 1,74 1,92 1,81 1,92 1,86 1,83
Moyenne 1,89 1,89 1,92 1,89 1,89 1,90 1,91 1,88 1,85 1,94 1,84 1,94 1,90 1,96
Ecart- 0,09 0,13 0,17 0,18 0,08 0,10 0,10 0,07 0,10 0,08 0,06 0,09 0,08 0,16
type
Variation 100,0 | 100,1 | 101,4 | 99,9 99,9 100,2 | 101,2 | 994 98,1 102,6 97,2 102,4 100,5 | 103,8
aJo
Analyse statistique du magnésium de la formule « Standard »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICvm [-0,189 ; +0,189] [-0,189 ; +0,189] [-0,184 ; 0,184] [-0,19; +0,19]
Différence des
0,053 -0,010 -0,003 -0,098 -0,062

moyennes d,
|C95u

[-0,004 : 0,111]

[-0,095; 0,075]

[-0,070 ; 0,064]
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Dosages du magnésium de la formule « Concentrée » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 2,02 1,92 1,95 1,87 1,73 1,85 1,79 1,66 1,80 1,87 1,76 1,77 1,74 1,96

Série 1 2 2,32 2,30 2,44 2,30 2,20 2,05 2,20 2,04 2,18 2,20 2,16 2,19 2,14 2,36
3 2,09 2,05 2,10 2,04 1,93 2,05 1,97 1,90 1,97 1,96 1,82 2,11 1,92 2,20
4 2,36 2,26 2,15 2,16 2,20 2,12 2,30 2,27 2,10 2,25 2,14 2,47 2,32 2,34

Série 2 5 2,31 2,28 2,10 2,25 2,26 2,10 2,14 2,24 2,21 2,22 2,20 2,30 2,36 2,36
6 2,31 2,30 2,10 2,20 2,30 2,19 2,22 2,33 2,20 2,25 2,20 2,25 2,33 2,38
7 2,20 2,20 2,26 2,18 2,24 2,28 2,30 2,23 2,11 2,24 2,23 2,35 2,30 2,10

Série 3 8 2,15 2,07 2,26 2,16 2,30 2,32 2,30 2,20 2,11 2,24 2,20 2,39 2,24 2,15
9 2,20 2,21 2,27 2,11 2,23 2,29 2,47 2,22 2,16 2,25 2,30 2,43 2,27 2,33

Moyenne 2,22 2,18 2,18 2,14 2,15 2,14 2,19 2,12 2,09 2,16 2,11 2,25 2,18 2,24

Ecart- 0,12 0,13 0,14 0,13 0,19 0,15 0,20 0,22 0,13 0,15 0,19 0,21 0,21 0,15

type

Variation 100,0 | 98,1 98,3 96,5 97,1 96,4 98,6 95,6 94,3 97,5 95,2 101,5 98,3 101,1

aJo

Analyse statistique du magnésium de la formule « Concentrée »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICum [-0,222 ; +0,222] [-0,222 ; +0,222] [-0,211 ; 0,211] [-0,218 ; +0,218]

Différence des

moyennes d, 0,106 0,038 0,041 -0,139 -0,062

ICosy [-0,000 ; 0,211] [-0,069 ; 0,145] (0,008 ; 0,074] [-0,225 ; -0,053] [-0,182; 0,058]
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Dosages du magnésium de la formule « Croisiére » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 1,60 1,62 1,60 1,54 1,44 1,52 1,50 1,40 1,39 1,47 1,45 1,50 1,44 1,64

Série 1 2 1,62 1,60 1,59 1,59 1,48 1,50 1,53 1,50 1,55 1,57 1,50 1,52 1,45 1,64
3 1,64 1,64 1,62 1,62 1,47 1,54 1,53 1,44 1,55 1,52 1,50 1,55 1,47 1,65
4 1,71 1,73 1,65 1,72 1,71 1,67 1,66 1,87 1,66 1,69 1,64 1,74 1,77 1,77

Série 2 5 1,67 1,70 1,70 1,94 1,72 1,62 1,80 1,84 1,70 1,74 1,62 1,74 1,80 1,82
6 1,64 1,70 1,64 1,82 1,71 1,65 1,78 1,75 1,70 1,77 1,63 1,77 1,80 2,03
7 1,63 1,60 1,79 1,65 1,70 1,81 1,70 1,70 1,65 1,74 1,75 1,85 1,70 1,81

Série 3 8 1,77 1,61 1,81 1,66 1,70 1,80 1,75 1,68 1,66 1,76 1,74 1,84 1,72 1,75
9 1,74 1,67 1,89 1,66 1,63 1,79 1,70 1,77 1,66 1,74 1,79 1,92 1,72 1,70

Moyenne 1,67 1,65 1,70 1,69 1,62 1,66 1,66 1,66 1,61 1,67 1,62 1,71 1,65 1,76

Ecart- 0,06 0,05 0,11 0,12 0,12 0,12 0,11 0,17 0,10 0,11 0,12 0,15 0,15 0,12

type

Variation 100,0 | 99,0 101,7 101,2 | 96,9 99,2 99,5 99,5 96,6 99,9 97,3 102,7 99,0 105,2

aJo

Analyse statistique du magnésium de la formule « Croisiere »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICum [-0,167 ; +0,167] [-0,167 ; +0,167] [-0,162 ; 0,162] [-0,165 ; +0,165]

Différence des

moyennes d, 0,045 0,017 0,017 -0,090 -0,104

ICosy [-0,024 ;0,114] [-0,083;0,117] [-0,033; 0,068] [-0,121 ; -0,059] [-0,180 ; -0,029]
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Dosages du magnésium de la formule « Intermédiaire » au différents temps (mmol/l)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 1,78 1,68 1,73 1,79 1,64 1,67 1,73 1,60 1,62 1,76 1,70 1,62 1,65 1,89
Série 1 2 1,75 1,88 1,75 1,62 1,68 1,70 1,70 1,60 1,63 1,70 1,82 1,73 1,65 1,84
3 1,76 1,84 1,83 1,81 1,66 1,70 1,72 1,63 1,61 1,75 1,70 1,73 1,68 1,87
4 1,70 1,70 1,72 1,96 1,74 1,67 1,70 1,77 1,70 1,72 1,66 1,78 1,80 1,78
Série 2 5 1,70 1,70 1,66 1,78 1,69 1,58 1,70 1,81 1,64 1,70 1,61 1,73 1,80 1,84
6 1,64 1,74 1,58 1,71 1,74 1,65 1,75 1,76 1,72 1,78 1,68 1,79 1,83 1,81
7 1,70 1,56 1,81 1,66 1,70 1,78 1,85 1,70 1,68 1,78 1,73 1,94 1,72 1,64
Série 3 8 1,62 1,58 1,74 1,67 1,73 1,79 1,75 1,71 1,63 1,73 1,75 1,93 1,74 1,73
9 1,73 1,59 1,78 1,64 1,70 1,84 1,85 1,73 1,65 1,72 1,75 1,95 1,76 1,70
Moyenne 1,71 1,70 1,73 1,74 1,70 1,71 1,75 1,70 1,65 1,74 1,71 1,80 1,74 1,79
Ecart- 0,05 0,11 0,08 0,11 0,03 0,08 0,06 0,08 0,04 0,03 0,06 0,12 0,07 0,08
type
Variation 100,0 | 99,2 101,4 101,7 | 99,3 99,9 102,4 | 99,6 96,7 101,7 100,1 | 105,3 101,6 | 104,7
aJo
Analyse statistique du magnésium de la formule « Intermédiaire »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICym [-0,171 ; +0,171] [-0,171 ; +0,171] [-0,171 ; +0,171] [-0,174 ; +0,174]
Différence des
-0,002 -0,028 0,013 -0,089 -0,052

moyennes d,
|C95u

[-0,059 ; 0,055]

[-0,113 ; 0,057]

[-0,066 ; 0,092]
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Annexe 11 : résultats des dosages des vitamines

Dosages de la vitamine E dans la formule « Croisiére sans lipide » (g/l) Dosages de la vitamine E dans la formule « Intermédiaire sans lipide » (g/l)
JOUR JO J1 J7 J28 J56 JOUR JO J1 J7 J28 J56

Série 1 | 0,015189 | 0,015262 | 0,016626 - | 0,010332 Sériel | 0,015752 | 0,016343 | 0,016964 - | 0,012576

Série 2 | 0,016049 - | 0,015428 | 0,000614 | 0,009715 Série 2 | 0,016945 - | 0,016227 | 0,002140 | 0,012439

Série 3 | 0,016580 | 0,016333 | 0,016274 | 0,011112 | 0,009182 Série 3 | 0,016832 | 0,016612 | 0,016582 @ 0,010806 | 0,009330
Moyenne 0,015939 | 0,015798 | 0,016110 | 0,005863 | 0,009743 Moyenne 0,016510 | 0,016478 | 0,016591 @ 0,006473 | 0,011449
Ecart-type 0,000702 | 0,000757 | 0,000616 | 0,007423 | 0,000576 Ecart-type 0,000659 | 0,000190 | 0,000369 @ 0,006128 | 0,001836
Variation a JO 100,00 99,11 101,07 36,78 61,13 Variation a JO 100,00 99,81 100,49 39,21 69,35
Dosages de la vitamine C dans la formule « Croisiére sans lipide » (g/l) Dosages de la vitamine C dans la formule « Intermédiaire sans lipide » (g/l)
JOUR JO J1 J7 J28 J56 JOUR Jo J1 J7 J28 J56

Série 1 | 0,197207 | 0,148679 | 0,097301 | 0,000108 | 0,000234 Sériel | 0,218031 @ 0,164781 | 0,115212 | 0,000088 | 0,000261

Série 2 | 0,185747 - | 0,098411 | 0,000135 | 0,000217 Série2 | 0,197108 - | 0,115056 | 0,000101 @ 0,000330

Série 3 | 0,189743 # 0,171803 | 0,010321 @ 0,000131 | 0,000335 Série 3 | 0,193494 @ 0,184331 | 0,044798 | 0,000108 | 0,000315
Moyenne 0,190899 | 0,160241  0,068677  0,000125 0,000262 Moyenne 0,202878 | 0,174556  0,091689 = 0,000099 | 0,000302
Ecart-type 0,005817 | 0,016352 @ 0,050541 | 0,000015 0,000064 Ecart-type 0,013247 | 0,013823 | 0,040609 | 0,000010  0,000036
Variation a JO 100,00 83,94 35,98 0,07 0,14 Variation a JO 100,00 86,04 45,19 0,05 0,15

119



Dosages de la vitamine B1 dans la formule « Croisiére sans lipide » (g/l)

Dosages de lavitamine B1 dans laformule « Intermédiaire sans lipide » (g/l)

JOUR Jo J1 J7 J28 J56 JOUR JO Ji J7 J28 J56
Série 1 | 0,006149 | 0,006052 | 0,006410 | 0,006089 | 0,005732 Série 1 | 0,006316 | 0,006369 | 0,006497 | 0,006274 @ 0,005994
Série 2 | 0,006395 - | 0,006172 | 0,005996 | 0,005888 Série 2 | 0,006610 - | 0,005809 | 0,006878 | 0,006271
Série 3 | 0,006789 | 0,006500 | 0,006267 | 0,006179 | 0,006243 Série 3 | 0,006619 | 0,007151 | 0,006307 | 0,006088 | 0,006263
Moyenne 0,006444 | 0,006276 | 0,006283 | 0,006088 | 0,005954 Moyenne 0,006515 | 0,006760 | 0,006204 @ 0,006413 | 0,006176
Ecart-type 0,000323 | 0,000317 | 0,000120 | 0,000091 | 0,000262 Ecart-type 0,000172 | 0,000553 | 0,000355  0,000413 | 0,000158
Variation a JO 100,00 97,38 97,50 94,47 92,40 Variation a JO 100,00 103,76 95,23 98,44 94,80
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Annexe 12 : résultats des dosages des acides aminés

Dosage des acides aminés de la formule « Croisiére sans lipide »

JOUR JO J7 J28 J56
Série 1 188839,8 182961,0 189254,1 191032,0
Série 3 198096,8 183056,3 194076,7 187752,1
Général Moyenne 193468,3 183008,6 191665,4 189392,1
Ecart-type 6545,7 67,4 3410,1 2319,3
Variation a JO 100,0 94,6 99,1 97,9
Série 1 952,2 846,3 924,1 944.,9
Série 3 921,6 875,3 1021,5 978,5
Taurine Moyenne 1037,4 931,4 1036,2 1013,1
Ecart-type 14,6 13,0 65,2 211
Variation a JO 100,0 89,8 99,9 97,7
Série 1 11442,8 11086,0 11789,8 12032,6
Série 3 11956,7 11112,5 12006,0 11473,6
Thréonine Moyenne 11699,8 11099,3 11897,9 11753,1
Ecart-type 363,3 18,7 152,9 395,2
Variation a JO 100,0 94,9 101,8 100,4
Série 1 13556,5 13233,7 13476,5 13749,8
Série 3 14267,2 13052,7 13827,5 13433,4
Sérine Moyenne 13911,8 13143,2 13652,0 13591,6
Ecart-type 502,5 128,0 248,2 223,7
Variation a JO 100,0 94,5 98,0 97,7
Série 1 18574,3 18164,1 18796,0 19082,9
Série 3 19569,0 18123,7 19223,9 18594,9
Acide Glutamique Moyenne 19071,7 18143,9 19009,9 18838,9
Ecart-type 703,3 28,6 302,6 345,1
Variation a JO 100,0 95,1 99,7 98,8
Série 1 16123,7 15699,4 15980,5 16321,6
Série 3 17097,8 15675,8 16803,7 16338,7
Glycine Moyenne 16610,8 15687,6 16392,1 16330,1
Ecart-type 688,8 16,7 582,1 12,1
Variation a JO 100,0 94,4 98,7 98,3
Série 1 26891,8 26027,5 26879,1 27291,2
Série 3 28004,3 25046,7 27558,4 27081,6
Alanine Moyenne 27448,0 25987,1 27218,7 27186,4
Ecart-type 786,7 57,1 480,4 148,2
Variation a JO 100,0 94,7 99,2 99,0
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Dosage des acides aminés de la formule « Croisiére sans lipide »

Valine

Méthionine

Isoleucine

Leucine

Tyrosine

Phénylalanine

Histidine

Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type

Variation a JO

11651,2
12219,0
11935,1
401,5
100,0
3281,1
3419,5
3350,3
97,9
100,0
9350,4
9581,5
9465,9
163,4
100,0
20241,1
21087,0
20664,0
598,1
100,0
1103,8
1142,2
1123,0
27,2
100,0
6089,8
6535,5
6312,7
315,2
100,0
5221,9
5148,5
5185,2
51,9
100,0
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11279,9
11324,9
11302,4
31,8
94,7
3141,4
3009,1
3075,2
93,5
91,8
9006,1
8976,8
8991,4
20,7
95,0
19681,3
19625,2
19653,3
39,7
95,1
1087,4
1078,6
1083,0
6,2
96,4
5911,9
5892,1
5902,0
14,0
93,5
47449
4789,5
47672
315
91,9

11734,3
11991,9
11863,1
182,2
99,4
2725,9
2874,8
2800,3
105,2
83,6
9420,4
9654,8
9537,6
165,8
100,8
20195,3
20928,3
20561,8
518,3
99,5
1125,5
1152,8
1139,2
19,3
101,4
6065,5
6253,3
6159,4
132,9
97,6
4851,6
5078,0
4964,8
160,1
95,7

11802,5
11554,7
11678,6
175,2
97,9
2518,8
2563,7
2541,3
31,7
75,9
9393,7
9363,7
9378,7
213
99,1
20717,5
20106,4
20412,0
432,1
98,8
1135,6
1090,7
11131
31,7
99,1
6200,4
5867,0
6033,7
235,7
95,6
4973,5
4614.,8
4794,2
253,7
92,5



Dosage des acides aminés de la formule « Croisiére sans lipide »

Lysine

Tryptophane

Arginine

Proline

Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type

Variation a JO

14243,5
14499,9
14371,7
181,3
100,0
2773,6
2837,4
2805,5
45,1
100,0
9090,3
9437,3
9263,8
245,4
100,0
17866,8
19827,8
18847,3
1386,7
100,0
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13492,8
13624,3
13558,5
93,0
94,3
2623,7
2554,1
2588,9
49,2
92,3
8712,8
8695,0
8703,9
12,6
94,0
17409,5
17826,1
17617,8
294.6
93,5

14003,1
14285,7
141444
199,8
98,4
2611,5
2752,5
2682,0
99,7
95,6
8880,0
9233,9
9057,0
250,2
97,8
18726,1
18451,3
18588,7
194,4
98,6

14146,3
13591,4
13868,8
392,3
96,5
2819,7
1899,6
2359,7
650,6
84,1
9187,2
8618,3
8902,7
402,3
96,1
17568,7
19558,2
18563,4
1406,8
98,5



Dosage des acides aminés de la formule « Intermédiaire sans lipide »

Général

Taurine

Thréonine

Sérine

Acide Glutamique

Glycine

Alanine

JOUR

Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type

Variation a JO

Jo
201589,9
217086,2
209338,0
10957,6
100,0
1047,7
1027,0
1037,4
14,6
100,0
12256,5
13152,5
12704,5
633,6
100,0
14549,8
15739,5
15144,7
841,3
100,0
19950,7
21586,4
20768,6
1156,7
100,0
16891,5
18372,5
17632,0
1047,2
100,0
28803,6
30856,9
29830,3
14519
100,0
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J7
201291,4
198719,5
200005,5
1818,6
95,5
940,7
922,2
931,4
13,0
89,8
12316,0
12070,1
12193,1
173,9
96,0
14655,0
14261,4
14458,2
278,3
95,5
20118,5
19802,9
19960,7
223,2
96,1
16969,7
16757,8
16863,8
149,9
95,6
28781,3
28388,5
28584,9
277,8
95,8

J28
203274,1
208663,3
205968,7
3810,7
98,4
990,1
1082,3
1036,2
65,2
99,9
12706,9
12903,5
12805,2
139,0
100,8
14527,9
14894.,4
14711,2
259,2
97,1
20279,1
20781,7
20530,4
355,4
98,9
16880,3
177211
17300,7
594,5
98,1
29089,6
29937,1
29513,4
599,3
98,9

J56
201188,0
193091,1
197139,6
5725,4
94,2
998,2
1028,0
1013,1
21,1
97,7
12743,8
12025,9
12384,9
507,6
97,5
14550,0
14074,8
14312,4
336,0
94,5
20329,0
19609,7
19969,3
508,6
96,2
16889,6
16695,4
16792,5
137,3
95,2
28995,4
279921
28493,7
709,4
95,5



Dosage des acides aminés de la formule « Intermédiaire sans lipide »

Valine

Méthionine

Isoleucine

Leucine

Tyrosine

Phénylalanine

Histidine

Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type

Variation a JO

12533,0
13521,0
13027,0
698,6
100,0
3511,0
3754,0
3632,5
171,9
100,0
10003,7
10588,4
10296,1
413,5
100,0
21650,8
23211,3
22431,1
1103,4
100,0
1204,6
1282,6
1243,6
55,2
100,0
6519,8
7188,5
6854,1
472,9
100,0
5573,2
5722,9
5648,0
105,8
100,0
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12487,2
12306,5
12396,9
127,8
95,2
3476,5
3379,5
3428,0
68,6
94,4
9999,5
0888,4
99439
78,6
96,6
21761,3
214543
21607,8
217,1
96,3
1215,5
1172,6
1194,0
30,3
96,0
6524,4
6441,3
6482,8
58,8
94,6
5294,7
52949
5294,8
0,1

93,7

12674,5
12909,0
12791,7
165,8
98,2
2960,1
3149,2
3054,6
133,7
84,1
10120,4
10434.,4
10277,4
222,1
99,8
21888,3
22522,9
22205,6
448,8
99,0
1201,5
1252,5
1227,0
36,0
98,7
6578,4
6777,2
6677,8
140,6
97,4
5304,9
5488,1
5396,5
129,5
95,5

12547,0
12105,3
12326,2
312,3
94,6
2750,7
2709,7
2730,2
29,0
75,2
9989,5
9691,7
9840,6
210,6
95,6
21935,6
21110,9
21523,2
583,2
96,0
1222,6
1194,7
1208,6
19,7
97,2
6559,8
6158,1
6358,9
2841
92,8
5102,0
4960,7
5031,3
99,9
89,1



Dosage des acides aminés de la formule « Intermédiaire sans lipide »

Lysine

Tryptophane

Arginine

Proline

Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type
Variation a JO
Série 1

Série 3
Moyenne
Ecart-type

Variation a JO

15280,7
16017,6
15649,1
521,0
100,0
3053,3
3199,1
3126,2
103,1
100,0
9750,3
10368,8
10059,6
437,4
100,0
19009,6
21497,1
20253,3
1758,9
100,0
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15002,9
14796,6
14899,7
145,9
95,2
29294
2780,4
2854,9
105,3
91,3
9678,9
94449
9561,9
165,4
95,1
19139,9
19557,3
19348,6
295,1
95,5

15058,4
15526,5
15292,5
331,0
97,7
2927,0
3069,3
2998,2
100,6
95,9
9655,6
9993,4
9824,5
238,8
97,7
20431,1
20220,8
20325,9
148,7
100,4

14886,2
14157,9
14522,0
515,0
92,8
2923,4

2923,4

93,5
9767,9
9232,3
9500,1
378,7
94,4
18997,2
20344,1
19670,7
952,4
97,1



Annexe 13 : résultats de I'analyse du diameétre moyen des globules lipidiques et analyses statistiques

Analyse du diameétre moyen des globules lipidiques de la formule « Croisiére » au différents temps (nm)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 312,8 | 314,9 312,6 315,9 | 315,7 | 315,8 317,2 | 326,6 319,6 306,1 315,121 | 310,8 315,2 | 314,7
Série 1 2 308,4 | 304,8 313,4 315,7 | 314,8 | 318,3 318,5 | 321,4 316,2 319,5 317,8 | 315,3 315,0 | 317,2
3 313,8 | 323,4 314,4 319,6 | 317,5 | 316,0 319,4 | 321,3 316,9 310,9 318,3 | 318,44 316,5 | 320,0
4 318,4 | 3184 319,7 320,2 | 323,6 | 318,9 313,12 | 310,5 319,6 317,8 314,9 | 3157 318,0 | 316,5
Série 2 5 317,3 | 317,3 320,9 317,5 | 322,8 | 314,9 315,0 | 307,2 315,5 315,5 317,6 | 316,4 316,4 | 317,3
6 - 314,0 313,6 315,5 | 316,2 | 322,3 302,8 | 310,9 314,8 319,8 317,6 | 321,6 316,2 | 316,1
7 316,6 | 316,7 |319,7 | 320,0 | 322,7 |313,8 | 3232 | 3189 317,6 | 319,7 311,9 | 314,2 312,0 | 321,8
Série 3 8 315,4 | 3252 | 3194 | 3206 |316,7 |3095 |317,8 | 3114 313,6 | 3225 317,0 | 315,7 3115 | 316,1
9 319,8 | 3280 |2329 | 317,8 | 3189 |3085 |316,9 | 3218 317,6 | 322,3 315,9 | 3154 315,6 | 322,5
Moyenne 315,3 |318,1 | 3074 | 318,12 | 318,8 | 3153 | 316,0 | 316,7 316,8 | 317,1 316,2 | 3159 315,2 | 318,0
Ecart- 3,6 6,9 28,1 2,1 3,4 4.4 5,7 6,7 2,0 5,5 2,0 2,9 2,1 2,7
type
Variation 100,0 | 100,9 | 97,5 100,9 | 101,1 | 100,0 | 100,2 | 100,4 100,5 | 100,6 100,3 | 100,2 100,0 | 100,9
aJo
Analyse statistique du diametre moyen des globules lipidiques de la formule « Croisiére »
J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICvm [-31,53 ; +31,53] [-31,53 ; +31,53] [-31,62 ; +31,62] [-31,52 ; +31,52]
Différence des
-0,963 0,213 -1,525 0,289 -2,867

moyennes d,
|C95u

[-4,700; 2,775]

[-3,497 ; 3,922]

[-5,107 ; 2,057]
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[-1,619 ; 2,197]

[-5,733 ; -0,000]



Analyse du diameétre moyen des globules lipidiques de la formule « Intermédiaire » au différents temps (nm)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 315,12 | 321,1 319,6 315,5 | 320,2 | 315,9 326,5 | 318,0 319,0 309,7 318,6 | 318,3 315,6 | 316,6
Série 1 2 319,2 | 3143 312,9 312,9 | 318,2 | 314,8 322,2 | 326,7 314,7 311,3 3155 | 3175 316,3 | 317,9
3 308,7 | 319,3 314,7 321,12 | 322,3 | 318,6 319,3 | 317,8 315,0 307,8 312,8 | 314,2 314,3 | 315,6
4 319,3 |320,3 | 3224 | 3208 |318,7 |3136 |317,1 |307,0 309,5 | 311,1 315,9 | 317,6 317,5 | 311,6
Série 2 5 319,3 | 319,3 |316,2 | 319,2 | 3230 |321,2 |316,2 |3111 316,4 | 314,3 3154 | 318,4 312,9 | 312,3
6 316,4 | 319,3 |316,3 | 316,8 | 3196 | 3175 |314,9 | 306,1 316,5 | 3153 314,0 | 32255 317,4 | 314,2
7 319,0 | 3219 |3156 | 3106 | 3115 |307,1 |317,0 | 3153 318,1 | 319,5 318,7 | 317,7 313,3 | 315,1
Série 3 8 318,1 | 3253 |3206 | 3194 | 3153 |3125 |3145 | 3157 315,7 | 319,9 316,8 | 316,4 318,0 | 314,1
9 3225 | 3251 319,5 324,2 | 315,0 | 304,1 313,6 | 313,7 311,3 320,1 310,8 | 316,4 311,2 3144
Moyenne 317,5 | 320,7 317,5 317,8 | 318,2 | 313,9 317,9 | 314,6 315,1 314,3 315,4 | 317,7 315,2 | 314,6
Ecart- 3,9 3,3 31 4,3 3,7 54 4,2 6,3 3,0 4,7 2,6 2,2 2,4 2,0
type
Variation 100,0 | 101,0 100,0 100,1 | 100,2 | 98,9 100,1 | 99,1 99,3 99,0 99,3 100,0 99,3 99,1
aJo
Analyse statistique du diamétre moyen des globules lipidiques de la formule « Intermédiaire »
J0-J28 JO-J56 J0-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24
ICym [-31,75; +31,75] [-31,75 ; +31,75] [-31,54 ; +31,54] [-31,52 ; +31,52]
Différence des
2,122 2,344 -3,144 -2,278 0,522

moyennes d,
|C95u

[-1,457 ; 5,701]

[-1,460 ; 6,149]

[-6,580 ; 0,291]
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[ -4,647 ; 0,092]

[-1,861 ; 2,905]



Annexe 14 : résultats de I'analyse du pourcentage de globules lipidiques > 1 pm

Pourcentage des globules lipidiques > 1 um de la formule « Croisiére » au différents temps

Jour

Série 1

Série 2

Série 3

Moyenne
Ecart-

type

O 0O N O O A W NP

Jo

0,890
0,226
0,918
0,996
0,984
1,059
1,036
1,060
0,896
0,278

JO+24
0,186
0,190
0,323
0,722
0,574
0,555
1,050
1,059
0,774
0,604
0,331

J3

0,972
0,996
0,645
1,045
1,005
0,986
1,068
1,020
1,031
0,974
0,127

J3+24
0,776
0,431
0,609
0,993
0,356
0,995

0,693
0,275

J7

1,285
1,039
0,986
0,958
1,036
1,017
1,027
0,672
0,668
0,965
0,192

J7+24
0,182
0,164
0,543
0,208
0,574
0,338
0,929
0,202
0,177
0,369
0,263

J14

1,018
0,965
0,974
0,348
0,560
0,575
0,607
1,103
1,063
0,801
0,277

129

J14+24
1,174
0,999
0,185
0,184
0,210
0,213
0,189
0,206
0,202
0,396
0,394

J21

0,568
0,578
0,632
0,721
0,569
0,588
1,043
1,046
0,995
0,749
0,215

J21+24
0,186
0,211
0,180
0,058
0,161
0,180
0,323
0,180
0,176
0,184
0,068

J28

1,096
0,991
0,854
1,022
1,017
0,994
1,084
1,035
1,030
1,014
0,070

J28+24
0,295
0,429
0,149
1,066
0,156
0,149
0,208
0,465
0,269
0,354
0,292

J56

1,057
0,859
1,000
0,709
0,860
0,535
1,044
1,048
1,044
0,906
0,184

J56+24
1,017
0,138
0,198
0,429
0,140
0,271
0,528
0,152
0,186
0,340
0,289



Pourcentage des globules lipidiques > 1 um de la formule « Intermédiaire » au différents temps

Jour

Série 1

Série 2

Série 3

Moyenne

Ecart-type

1

2
3
4
5
6
7
8
9

Jo

1,0422
1,0168
1,0380
0,9999
0,9955
1,0175
1,0602
1,0781
1,0714
1,0355
0,0302

JO+24

0,1963
0,2364
0,2348
0,5632
0,5612
0,3741
1,0514
1,1398
0,7655
0,5692
0,3529

J3

1,0669
1,0786
1,0572
1,0398
1,0867
1,0135
1,0464
1,0763
1,0430
1,0565
0,0232

J3+24

0,2135
0,2112
0,2301
0,7079
0,4766
0,4955

0,3891
0,2041

J7

1,0867
1,1035
1,0602
1,0048
1,0225
1,0003
1,0460
1,0510
1,0618
1,0486
0,0348

J7+24

0,1888
0,2130
0,1938
0,5479
0,5637
0,3090
0,6006
0,1814
0,1865
0,3316
0,1839

J14

1,0986
1,0740
1,1002
0,5842
0,1815
0,5652
1,0708
0,7710
0,6194
0,7850
0,3247

130

J14+24
1,1162
0,7913
1,0600
0,1513
0,1624
0,1699
0,1853
0,2079
0,1810
0,4473
0,4159

J21

1,0599
0,7851
1,0897
0,5711
0,5741
0,5518
1,0503
1,0530
1,0606
0,8662
0,2429

J21+24
0,1735
0,1909
0,1874
0,1747
0,1592
0,1702
0,5801
0,1791
0,1988
0,2238
0,1341

J28

1,0799
0,4823
1,0838
0,7418
0,5527
1,0696
1,0631
1,0457
1,0409
0,9066
0,2456

J28+24
0,6224
0,1931
0,1880
0,1347
0,5154
0,5105
0,5775
0,1594
0,5861
0,3874
0,2109

J56

1,0536
1,0706
1,0912
0,7396
0,5115
0,5441
0,5699
0,5686
0,7579
0,7674
0,2433

J56+24
0,0103
0,1793
0,1909
0,2631
0,5044
0,1647
0,5638
0,3544
0,1620
0,2659
0,1778



Annexe 15 : résultats de I'analyse du potentiel z&ta et analyse statistique

Analyse du potentiel zéta de la formule « Croisiére » au différents temps (mV)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 -36,4 -35,9 -34,8 -34,0 -35,6 -35,3 -32,3 -34,2 -36,2 -35,4 -35,8 -35,0 -37,6 -35,5

Série 1 2 -35,5 -34,8 -34,5 -37,3 -36,9 -36,1 -32,3 -31,1 -31,1 -35,5 -33,2 -33,5 -35,9 -36,4
3 -35,5 -35,1 -36,5 -34,7 -36,0 -36,0 -31,0 -32,6 -35,0 -35,7 -35,5 -35,3 -35,1 -36,5
4 -36,1 -36,0 -34,6 -35,3 -35,8 -32,1 -34,6 -35,7 -36,1 -34,3 -35,0 -34,0 -35,0 -35,3

Série 2 5 -37,1 -36,6 -35,4 -33,2 -31,8 -36,4 -34,6 -35,0 -33,8 -34,0 -34,8 -33,3 -36,6 -35,6
6 - -35,8 -34,2 -35,0 -31,5 -32,5 -36,8 -35,9 -33,9 -35,1 -35,4 -34,9 -36,6 -35,7
7 -30,9 | -334 -34,0 -33,3 | -345 | -343 -34,8 | -35,6 -35,7 -32,5 -34,3 | -34,1 -35,7 | -355

Série 3 8 -35,7 | -36,1 -36,6 -31,6 | -34,2 | -357 -34,3 | -33,7 -34,5 -35,6 -35,6 | -35,3 -34,5 | -353
9 -39 | -331 -34,0 -336 | -32,7 |-351 -32,3 | -34,2 -34,2 -33,9 -355 | -32,9 -351 | -33,3

Moyenne -34,9 | -35,2 -35,0 -34,2 | -343 | -348 -33,7 | -34,2 -34,5 -34,7 -350 | -34,3 -358 | -35,5

Ecart- 2,2 1,2 1,0 1,6 1,9 1,6 1,8 1,6 1,6 11 0,8 0,9 1,0 0,9

type

Variation 100,0 | 100,9 | 100,2 | 98,1 98,4 99,8 96,5 98,1 98,9 99,4 100,4 | 98,2 102,6 | 101,6

aJo

Analyse statistique du potentiel z&ta de la formule « Croisiére »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICvm [-3,49 ; +3,49] [-3,49 ; +3,49] [-3,5; +3,5] [-3,58 ; +3,58]

Différence des

moyennes d, 0,062 0,988 0,575 -0,756 -0,333

ICosy: [-2,127 ; 2,252] [-0,873 ; 2,848] [-1,555 ; 2,705] [-1,422 ;-0,089] [-1,253; 0,586]
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Analyse du potentiel zéta de la formule « Intermédiaire » au différents temps (mV)

Jour JO JOo+24 | J3 J3+24 | J7 J7+24 | J14 J14+24 | J21 J21+24 | J28 J28+24 | J56 J56+24
1 -33,6 -37,1 -36,7 -36,2 -38,5 -36,0 -34,3 -35,2 -34,4 -36,7 -34,6 -35,0 -37,9 -36,0

Série 1 2 -36,7 -36,7 -39,0 -35,4 -36,6 -37,1 -36,1 -33,9 -36,9 -36,8 -31,6 -35,7 -35,7 -36,4
3 -35,9 -37,1 -36,4 -36,0 -37,4 -35,5 -32,2 -35,8 -35,4 -35,5 -34,6 -35,0 -35,2 -35,2
4 -34,6 | -36,0 -33,9 -316 | -34,2 |-336 -32,4 | -34,0 -34,8 -33,3 -33,2 | -34,8 -34,7 | -36,1

Série 2 5 -37,2 | -36,5 -36,5 -30,0 |-353 |-34,7 -34,1 | -36,2 -35,3 -34,6 -34,4 | -33,0 -34,1 | -35,3
6 -36,7 | -34,1 -34,2 -329 |-30,7 |-325 -33,1 | -355 -36,1 -32,9 -34,5 | -35,3 -339 | -374
7 -34,8 | -33,0 -35,9 -29,9 | -32,7 | -32,7 -33,8 | -33,7 -41,3 -34,3 -35,1 | -34,3 -34,3 | -34,2

Série 3 8 -31,6 | -35,0 -33,4 -36,3 | -353 |-353 -346 | -35,6 -35,1 -34,5 -34,4 | -34,7 -355 | -34,0
9 -351 | -359 -35,1 -32,7 | -28,7 |-338 -355 | -33,6 -34,7 -35,9 -33,6 | -35,7 -36,5 | -36,2

Moyenne -35,1 | -35,7 -35,7 -334 | -344 | -34,6 -34,0 | -34,8 -36,0 -34,9 -34,0 | -34,8 -353 | -35,6

Ecart- 1,8 1,4 1,7 2,6 3,2 1,5 13 1,0 2,1 1,4 11 0,8 1,3 11

type

Variation 100,0 | 101,6 101,5 95,2 97,8 98,4 96,8 99,1 102,5 99,5 96,8 99,1 100,5 | 101,5

aJo

Analyse statistique du potentiel z&ta de la formule « Intermédiaire »

J0-J28 J0-J56 JO-J0+24 J28-J28+24 J56-J56+24

ICum [-3,51 ; +3,51] [-3,51 ; +3,51] [-3,4; +3,4] [-3,53 ; +3,53]

Différence des

moyennes d, -1,133 0,178 0,578 0,833 0,333

ICosy [-2,894 ; 0,627] [-1,830; 2,185] [-1,038; 2,193] [-0,417 ; 2,084] [-0,915; 1,582]
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Résumé

L’instruction de la DGOS du 20 mars 2015 relative au rapport de 'lGAS sur les nutritions
parentérales pédiatriques (NPP) recommande ['utilisation de NPP standard ainsi que la
réalisation de leur étude de stabilité. Le but de ce travail a été de déterminer la stabilité de
mélanges standards. Quatre formules (2 binaires et 2 ternaires) locales conformes aux
recommandations de TESPGHAN ont été analysées a différents temps et jusqu’a J56 aprés
conservation a 4°C a l'abri de la lumiére puis aprés 24h a température ambiante. Plusieurs
stabilités ont été étudiées : stabilité galénique de I'émulsion lipidique (potentiel zéta, répartition
granulométrique et observation visuelle) ; stabilité chimique (électrolytes, pH et osmolalité,
acides aminés et vitamines) et essai de stérilité. Les résultats des différentes analyses ont
permis de dégager les profils de stabilité des différents éléments. Point critique de la stabilité
des NPP ternaires, les émulsions lipidiques ont montré une stabilité pendant 56 jours. Seuls 3
éléments (vitamines C et E, méthionine) ne sont pas stables pendant la totalité de I'étude.
Malgré leur dégradation, les quantités retrouvées a J7 pour la vitamine C et a J28 pour la
vitamine E couvrent encore les besoins journaliers d'un prématuré. En tenant compte des
différents résultats, il serait envisageable de fixer la stabilité des formules a 28 jours ; une
supplémentation en Y pour la vitamine C serait alors nécessaire.

Title: Standardised paediatric parenteral nutritions: a stability study of binary and ternary
mixtures for neonatology

Summary

The instruction of the DGOS of March 20, 2015 relating to the report of the IGAS on paediatric
parenteral nutrition recommends the use of standard MPNs as well as the realization of the
corresponding stability study. The purpose of this work was to determine the stability of
standard mixtures. Four local formulas (2 binaries and 2 ternaries) compliant to ESPGHAN
recommendations were analysed at different times and until D56 after storage at 4°C with light
protection and after 24 hours at room temperature. Several stabilities were studied: galenic
stability of lipid emulsion (zeta potential, particle size distribution and visual observation);
chemical stability (electrolytes, pH and osmolality, amino acids and vitamins) and sterility test.
The results of these analyses enabled us to identify the stability profiles of all elements studied.
As a critical point in the stability of ternary MPNs, we noticed that lipid emulsions showed
stability for 56 days. Only 3 elements (vitamins C and E, methionine) are not stable during the
entire duration of the study. Despite their degradation, the amounts found at D7 for vitamin C
and D28 for vitamin E still cover the daily needs of a premature baby. Considering the results,
it would be possible to set the stability of the formulas at 28 days; Y supplementation for vitamin
C would be necessary.

Mot-clés : nutrition parentérale pédiatrique, standardisation, stabilité physico-chimique,
néonatologie, mélange ternaire
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