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l. INTRODUCTION

Les dispositifs médicaux (DMs) de perfusion commercialisés sont dans la grande
majorité fabriqués avec du polychlorure de vinyle (PVC). Plus précisément, environ
40% des DMs (1) sont élaborés avec ce matériau. Le PVC, fortement rigide a
température ambiante, est assoupli grace a I'adjonction de plastifiants qui ne sont
pas lies de maniére covalente avec le PVC. L'un des plastifiants les plus utilisés est
le di-2-ethylhexyl phtalate (DEHP). Mais celui-ci, identifié comme reprotoxique pour
I'hnomme (2), a vu son utilisation réglementée. En effet, les plastifiants contenus dans
les DMs d’administration des médicaments peuvent migrer au contact de solutions
médicamenteuses, particulierement lipophiles, et ainsi étre perfusés aux patients. Le
rapport du Scientific Committee on Emerging and Newly-ldentified Health Risks
(SCENIHR) (2,3) a mis en exergue des situations cliniques dites a risque dans
lesquelles le patient pouvait étre le plus exposé aux plastifiants. A I'heure actuelle,
d’autres plastifiants, dits plastifiants alternatifs au DEHP, sont utilisés en
remplacement de ce dernier. Toutefois, les études de migration et de toxicité chez
'homme ne permettent pas d’étre certains de leur innocuité pour l'utilisation chez
'homme. D’autant plus que les études de toxicité chez les animaux révélent une
toxicité de ces plastifiants.

C’est dans ce contexte qu’un projet national, Assessment and Risk Management of
MEdical Devices in plastified PVC (ARMED), porté par le centre hospitalier
universitaire (CHU) de Clermont-Ferrand, a été financé par I’Agence Nationale de
Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM). L’objectif de ce projet est
d’évaluer la toxicité et le potentiel de migration des plastifiants alternatifs au DEHP
chez des patients présentant des situations cliniques a risque. Dans le cadre de ce
projet, auquel le laboratoire de Biopharmacie, Pharmacie galénique et hospitaliére de
I'équipe d’accueil 7365 et le centre hospitalier régional universitaire (CHRU) de Lille
ont participé, des méthodes de dosage des plastifiants ont été mises au point.
Plusieurs techniques sont développées : la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FT-IR), la chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de
flamme (CG-FID), la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM), la chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur
évaporatif a diffusion de lumiere (CLHP-DEDL), la chromatographie liquide haute

performance a détection ultra-violette (CLHP-UV), la résonance magnétique nucléaire
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(RMN), la chromatographie en phase supercritique couplée a un détecteur évaporatif
a diffusion de lumiere (SFC-DEDL).

L’objectif de ce travail est de mettre au point une technique analytique de dosage et
de quantification de I'ensemble de ces plastifiants alternatifs au DEHP, rapide et peu
colteuse, nécessitant un matériel disponible dans de nombreux laboratoires de

controle d’'une pharmacie a usage intérieur (PUI).
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Il. GENERALITES

1. Utilisation du PVC et des plastifiants dans la fabrication des dispositifs

meédicaux

Actuellement, le PVC (figure 1) demeure le matériau le plus utilisé dans la fabrication
des DMs de perfusion. On le retrouve, par exemple, dans les tubulures de perfusion,
les prolongateurs, les sondes d’intubation. Une étude menée en 2004 (4) a mis en
évidence que 40 dispositifs médicaux sur les 48 utilisés dans des services de

pédiatrie et de néonatologie en France étaient en PVC.

e
7Y
H H,

Figure 1 : Formule chimique du polychlorure de vinyle.

La grande utilisation de ce matériau est due a ses bonnes propriétés
physicochimiques : inertie, stabilité chimique, biocompatibilité, haute transparence,
durabilité, résistances chimique et mécanique, stérilisation facile et faible codt (5).
Toutefois, du fait de sa rigidité a température ambiante (la température de transition
vitreuse est comprise entre 75 et 105°C (6)), des plastifiants sont ajoutés au PVC de
maniére a rendre les produits en PVC plus flexibles. Ces plastifiants peuvent
représenter jusqu'a 50% (masse/masse) du poids du plastique en fonction des
propriétés finales désirées (5).

Les plastifiants les plus utilisés sont les phtalates. Il existe plusieurs classes de

plastifiants :

- Les phtalates : le benzyl butyl phtalate (BBP), le di-2-ethylhexyl phtalate
(DEHP), le di-2-ethylhexyl téréphtalate (DEHT) et le diisononyl phtalate
(DINP). Les phtalates (figure 2) constituent un groupe de produits chimiques
dérivés (sels ou esters) de l'acide phtalique. lls sont donc composés d'un
noyau benzénique et de deux groupements carboxylates placés en ortho et
dont la taille de la chaine alkyle peut varier.

- Les adipates : le di-2-ethylhexyl adipate (DEHA)
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- Les citrates : I'acetyl tributyl citrate (ATBC)
- Les cyclohexanes : le di-isononyl-1,2-cyclohexane-dicarboxylate (DINCH)
- Les trimellitates : le trioctyl trimellitate (TOTM).

O

o/R1

~

R2

Figure 2 : Structure des phtalates.

2. Utilisation du DEHP

Historiguement, le DEHP était le plastifiant le plus utilisé. En effet, il est le seul
plastifiant qui était inscrit a la Pharmacopée Européenne, édition 6.0 (7,8). Hormis
ses intéressantes propriétés physico-chimiques, le DEHP permet de conserver
l'intégrité de la membrane cellulaire entrainant une meilleure conservation de la
morphologie cellulaire et une baisse de I'hémolyse (9,10). C’est pourquoi il est

particuliérement utilisé pour les DMs de stockage de produits sanguins.

a. Toxicité du DEHP chez 'homme

Les plastifiants n'étant pas fortement liés au PVC (11-13), ils sont susceptibles de
migrer du DM vers les liquides en contact avec ces derniers (mélanges nutritifs,
solutions médicamenteuses, sang) et ainsi étre administrés au patient. Ce phénomeéne
de désorption, c’est-a-dire de migration du composé contenu dans le PVC hors du DM,
est d’'autant plus grave que ce DEHP a été classé Cancerogéne Mutagéne ou toxique
pour la Reproduction (CMR) de catégorie 1B selon la directive 67/548/CEE (14) et
classé comme un perturbateur endocrinien. Cette directive est remplacée depuis le 20
janvier 2009 par le réglement européen (CE) n°® 1272/2008 (15). Il a, en effet, été montré
que le DEHP pouvait entrainer des troubles sur la fertilité et la reproduction (16,17). Le
DEHP est le plastifiant dont la toxicité a été la plus étudiée. Plusieurs études dans la

littérature ont montré cette toxicité sur la reproduction.

Messerlian et al. (18) ont trouvé une corrélation négative entre les concentrations des
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métabolites urinaires du DEHP et le taux de follicules antraux (utilisés pour évaluer la
fertilité individuelle), chez 215 femmes infertiles.

Kim et al. (19), ont montré que les concentrations des métabolites urinaires du DEHP
étaient plus hautes chez les femmes souffrant d’endométriose que chez des femmes ne
souffrant pas de la pathologie. Les auteurs ont conclu que I'exposition au DEHP pouvait
conduire a une augmentation de I'envahissement et des activités prolifératives des

cellules endométriales entrainant une endométriose.

Dans les années 1980, le role potentiel des phtalates comme proliférateurs des
péroxysomes hépatiques a suscité un vif intérét. Le DEHP est associé a la production
de tumeurs hépatiques chez le rat et la souris. Son métabolite principal, le mono 2-
ethylhexyl phthalate (MEHP) a également été considéré comme un proliférateur de
péroxysomes (20). Le DEHP et le MEHP ont une action sur I'appareil reproducteur
femelle de différentes espéces (rat, souris, lapin), qui peut se manifester par une mort
foetale, une diminution de la taille et du poids du feetus, ou encore entrainer la stérilité
des femelles (20). Des cultures de testicules foetaux humains avec du MEHP ont permis
de montrer que le MEHP réduisait le nombre de cellules germinales en augmentant leur
apoptose (21).

De plus, I'exposition a certains phtalates (DEHP, DINP) est corrélée a un retard de
I'apparition des poils pubiens chez les filles (22). La distance anogénitale a été choisie
chez 'homme comme un index de masculinisation et de I'activité androgénique du
testicule. Une corrélation inverse a été trouvée entre la distance anogénitale mesurée
chez les garcons agés de 2 — 36 mois et les concentrations urinaires maternelles de
mono-n-butyl phtalate (MBP), de MEHP et d’autres métabolites monoesters de phtalates
mesurées a la fin de la grossesse (23).

Le dosage des phtalates dans le lait maternel a été corrélé aux niveaux d’hormones
reproductives chez les gargons agés de trois mois. L'étude a permis de conclure que le
développement et les fonctions des cellules de Leydig étaient vulnérables a I'exposition
des phtalates et que la virilisation des gargcons exposés prénatalement aux phtalates
était incomplete. D’autres études ont montré un lien entre I'exposition prénatale aux

phtalates et des malformations de I'appareil reproducteur (23,24).
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Une étude de 2005 (25), réalisée auprés de 54 nouveau-nés hospitalisés en soins
intensifs, avait pour objectif de mesurer la concentration urinaire du MEHP chez ces
patients au cours de leur hospitalisation. Les sujets ont été répartis en trois groupes
selon leur exposition au DEHP (faible, moyenne et haute) ainsi qu’en fonction des DMs
utilisés. Les résultats ont montré que la concentration urinaire de MEHP était corrélée a
la concentration en DEHP dans les DMs a l'origine de I'exposition des patients. De plus,
la concentration urinaire de MEHP retrouvée dans le groupe le plus exposé au DEHP

était 5,1 fois supérieure au groupe le moins exposé au DEHP (p=0,03).

Les nouveau-nés sont sujets a une exposition différente aux phtalates par rapport aux
adultes. En effet, une équipe allemande (26) a dosé des phtalates (DEHP, DINP) dans
les urines de nouveau-nés aprés quelques jours de vie (2 a 5 jours). Les concentrations
de métabolites de phtalates a longues chaines (DINP, DEHP) retrouvées sont six fois
supérieures a celles retrouvées dans la population générale, alors que les métabolites
des phtalates a courtes chaines (di-n-butyl phtalate (DnBP), di-iso-butyl phtalate
(DiBP)) étaient en concentration inférieure a celles généralement retrouvées dans la
population générale. De plus, les urines du premier jour de vie des nouveau-nés ont été
dosées et les concentrations de phtalates retrouvées étaient similaires a celles obtenues
chez les femmes enceintes, ce qui laisse supposer que les phtalates pourraient se

transmettre par voie transplacentaire.

Ces différentes études ont permis de mettre en évidence la toxicité du DEHP,

imposant aux autorités de santé de réglementer son utilisation.

b. Réglementation concernant 'interdiction du DEHP

La directive 2005/84/CE (27) interdit dans la fabrication des jouets et des articles de
puériculture (destinés a faciliter le sommeil, la relaxation, I'hygiéne ainsi que
l'alimentation et la succion des enfants) la présence de plus de 0,1 % en masse de
matiére plastifiee des dérivés phtaliques : DEHP, BBP, DINP. En 2006, le réglement
européen n°1907/2006 (28) concernant I'enregistrement, I'évaluation, I'autorisation et les
restrictions des substances chimiques (« registration, evaluation, authorization and
restriction of chemicals » REACH) oblige les industriels a indiquer la présence de
phtalates si la concentration est supérieure a 0,1% (masse/masse).

En 2008, le rapport du SCENIHR (2) et plus réecemment dans sa mise a jour en 2015
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(3), a mis en évidence le risque lié a l'utilisation de DMs en PVC plastifie au DEHP dans
certaines situations médicales telles que I'hnémodialyse, la transfusion, la circulation
extra-corporelle (CEC) (lors de chirurgies cardiaques), I'Extracorporelle Membrane
Oxygénation (ECMO), les nutritions parentérale et entérale, ou encore la perfusion de
solutions lipophiles. Ainsi, en 2009, 'agence antérieure a ’Agence Nationale de Sécurité
du Meédicament et des produits de santé (ANSM), I'Agence francaise de sécurité
sanitaire des produits de santé (AFSSaPS) (29) a édité des recommandations
annoncgant la mise en application des exigences de la directive 2007/47/CE (30). Ces
recommandations sont adressées aux utilisateurs et fabricants des DMs en les invitant a
trouver des substitutions a l'utilisation des phtalates. Si la substitution n’est pas possible,
les fabricants doivent fournir une « justification spécifique a l'utilisation de ces DMs et
indiquer les mesures de précautions appropriées ». Les exigences de la directive
2007/47/CE concernent les DMs contenant des phtalates (BBP, DEHP) classés CMR 1
ou 2 (tableau 1). Dans ce cas, la présence des phtalates doit figurer sur I'étiquetage et
sur I'emballage du produit (figure 3), un avertissement de danger sur les risques
résiduels doit étre notifié dans la notice, et I'utilisation des phtalates doit étre justifiée.

Cette directive concerne les dispositifs mis sur le marché apres le 21/03/10.

Catégories Définition des catégories
1A Substances dont le potentiel pour I'étre humain est avére
1B Substances dont le potentiel pour I'étre humain est supposé

5 Substances suspectées d’étre cancérogenes, mutagenes

et/ou toxiques pour la reproduction pour ’lhomme

Tableau 1 : Catégories de substances CMR et définition de ces catégories au sens de
la réglementation européenne en vigueur selon le réglement (CE) n° 1272/2008 (15).

Figure 3 : Pictogramme a indiquer sur I'étiquetage et sur 'emballage en cas de présence
de phtalates dans le dispositif médical.
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L'article I. 5214-1 de la loi n°2012-1442 (31) a pour objectif d’interdire le DEHP dans les
DMs utilisés dans les services de peédiatrie, de néonatologie et de maternité. Toutefois,
au vu de la difficulté de substitution dans certaines situations comme la fabrication des
canules dECMO, des sets d’hémaphérese, de sondes, tubes et raccords des circuits
respiratoires, un amendement a été prononcé pour modifier I'article 11l (32) mais précise
que les établissements de soins doivent privilegier les DMs contenant la plus faible
valeur de DEHP (33).

Le DEHP est donc encore présent dans les services hospitaliers. En effet, Fisher
Fumeaux et al. (34) ont retrouvé du DEHP dans 6% des DMs utilisés dans leur service
et dans prés de 75% des DMs destinés a I'assistance respiratoire. Genay et al. (35) ont
montré des traces de DEHP dans les DMs étiquetés « sans DEHP ».

En Mai 2016, TANSM (36) a réalisé un controle de I'état du marché frangais des DMs
pour vérifier 'absence de phtalates classés CMR 1A ou 1B. Pour cela, les DMs en PVC
annoncés sans DEHP ont été choisis en privilégiant les DMs de I'hnémodialyse, de la
nutrition entérale et de la perfusion. Ainsi, 31 DMs ont été analysés par CG-SM grace a
une méthode analytique précédemment publiée (37). 70% des DM testés contenaient
des traces de DEHP, mais pour la grande majorité d'entre eux, a des taux inférieurs a
0,1% (m/m). D’autre part, TANSM a mis en évidence le manque d’informations

concernant I'étiquetage de ces DMs contenant les phtalates.

3.  Solutions alternatives a I'utilisation du DEHP

C’est dans ce contexte que les fabricants de DMs ont d( s’adapter et trouver des
solutions alternatives. L'une d’elle serait de délaisser le PVC au profit d’autres
matériaux comme le polyéthylene (PE), le polyuréthane (PUR), le silicone, les
matériaux co-extrudés (PE/PVC) ou multicouches (PE/ éthyléne-acétate de vinyle
(EVA)/ PVC). Toutefois, des études (38,39) ont montré que l'utilisation de matériaux
co-extrudés ou en multicouches ne prévenaient pas la migration de DEHP lors de
perfusions de solutions contenant du polysorbate 80. Le choix d’autres matériaux
n’est pas toujours possible, en particulier en termes de colt et d’isotechnicité.

La seconde alternative serait de conserver le PVC et d'utiliser d’autres plastifiants
comme ceux définis dans le rapport SCENIHR (2) : ’ATBC, le DEHT, le DEHA, le
DINP, le DINCH et le TOTM. C’est pourquoi les plastifiants alternatifs sont de plus en
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plus utilisés dans la fabrication des DMs. Les structures chimiques des plastifiants

ainsi que leur domaine d’utilisation en clinique sont représentés dans le tableau 2.
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Nom du plastifiant Identifiants Formules moléculaires et structures chimiques | Utilisation en clinique
| - SN
By CAS : 85-66-7 CioM200s D@ Non utilisé
O
Acetyl TriButyl Citrate ou c‘,'oo g Nutrition entérale et
Tributyl 2-acetylcitrate CAS : 77-90-7 C2oH340s e parentérale
(ATBC) ‘ ECMO
AL
Di-2-EthylHexyl-Phtalate . aq_ N o NS ECMO
(DEHP) CAS : 117-81-7 C24H3804 Lf\wfo\/li/v Transfusion
o
(o]
Di-2-ethylhexyl Adipate _ o Hémodialyse
(DEHA) CAS :103-23-1 CaoHa04 A/TO)W\OV Transfusion
i
Di-2-ethylhexyl . an. ~ AN N0 NN Perfusion
téréphtalate (DEHT) CAS - 6422-86-2 C24H3s04 O T//l\"'? ) Transfusion
(o]
- (i R1 Nutrition parentérale
Di-isononylphtalate (DINP) CAS : 28553-12-0 Ca26H1204 I . Perfusion
= T Transfusion
Diisononylcyclohexane-1,2- . 7a_ Nutrition entérale
dicarboxylate (DINCH) CAS - 166412-78-8 CasHag04 Perfusion
j J,/ Nutrition entérale et
. . . . ~ T I SN parentérale
Trioctyltrimellitate (TOTM) CAS : 3319-31-1 C33H5406 \/\/l o f\ o Hémodialyse

b G SN

o o ~

Transfusion

Tableau 2 : Structures chimiques des plastifiants et domaines d’utilisation selon les dispositifs médicaux.
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a. Métabolisation des plastifiants alternatifs au DEHP

Les métabolites primaires et secondaires des différents plastifiants sont listés dans le

tableau 3.
. Métabolites primaires Métabolites secondaires
Plastifiants N C
majoritaires majoritaires
ATBC (2) Monobutyl citrate
50H-MEHP
DEHP (40) MEHP 5¢cx-MEPP
50xo-MEHP
MEHHA
DEHA (41) MEHA MEOHA
MEHT
DEHT (42) TPA
2-EH
OH-MINP
DINP (2) MINP Oxo-MINP
Cx-MINP
OH-MINCH
DINCH (43-45) '\é'ﬂg’: Oxo-MINCH
Cx-MINCH
MOTM
TOTM (2) DOTM
2-EH

Tableau 3 : Liste des métabolites primaires et secondaires pour chaque plastifiant.

e  MEHP : mono-2- ethylhexyl phtalate - 50H-MEHP : mono-2-ethyl-5-hydroxyhexyl phtalate - 5cx-MEPP : mono-2-
éthyl-5-carboxypentyl phtalate - 50xo-MEHP : mono-2-ethyl-5-oxohexyl phtalate

o  MEHA : mono-2-éthylhexyl adipate - MEHHA : mono-2éthylhydroxyhexyl adipate — MEOHA : mono-2-éthyloxohexy!
adipate

e MEHT : monoéthylhexyle téréphtalate - TPA : acide téréphtalique - 2-EH : 2 éthylhexanol

e MINP : mono-isosonyl phtalate - OH-MINP : hydroxy-mono-methyloctyl phtalate — Oxo-MINP : oxo-mono-methyloctyl
phtalate — Cx-MINP : carboxy-mono-methyloctyl phtalate

. CHDA : cyclohexane-1,2-dicarboxylique acide — MINCH : cyclohexane-1,2-dicarboxylique acide-mono-4- methyloctyl
ester - OH-MINCH : cyclohexane-1,2-dicarboxylique monohydroxyisononyl ester — Oxo-MINCH : cyclohexane-1,2-
dicarboxylique monooxoisononyl ester — Cx-MINCH : cyclohexane-1,2-dicarboxylique monocarboxyisooctyl ester

e  MOTM : monooctyl trimellitate — DOTM : dioctyl trimellitate - 2-EH : 2 éthylhexanol

b. Toxicité des plastifiants alternatifs au DEHP

La toxicité des plastifiants alternatifs au DEHP n’a fait I'objet que de peu d’études
chez 'lhomme.

L’ATBC engendre, chez les rats, une induction du cytochrome P450 3A4, aucune
toxicité génique, ni reproductive n’est retrouvée (46). Chez 'homme, des études in
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vitro ont montré que I'ATBC était responsable d’une augmentation de I'ARN
messager du cytochrome P450 3A4, d'une augmentation de I'activité enzymatiques
des cellules intestinales humaines et d'une accélération de la dégradation du
catabolisme de la vitamine D (47). Toutefois, les données de toxicité sont trés peu
nombreuses. Dans le cadre du reglement REACH (28) régissant le contrdle des
substances chimiques, le Ministere de ['Environnement avait chargé en 2015
'agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du
travail (ANSES) de réaliser une analyse de la meilleure option de gestion des risques
concernant 'ATBC. L’ANSES ne considére pas que 'ATBC soit toxique pour la
reproduction et le développement. De plus, l'agence écarte le caractére de
perturbateur endocrinien pour I'étre humain, notamment en raison de l'insuffisance
ou de I'absence d'informations allant dans ce sens (48). En effet, aucune étude ne
s’est intéressée a la toxicité humaine (3).

Le DEHA favoriserait la prolifération du peroxysome chez I'homme (41,49). I
semblerait, de plus, avoir une toxicité sur le systéme reproductif et serait toxique sur
le développement embryofcetal.

Le DEHT, isomere structurel en para du DEHP, ne semble pas provoquer de
tumeurs et posséde un faible niveau de toxicité (50). Cette différence structurelle est
centrale en ce qui concerne le métabolisme et les effets toxicologiques entre le
DEHP et le DEHT. Les études ont montré que le DEHT ne provoquait pas de
troubles endocriniens, ni de carcinogénicité (50,51).

La toxicité du DINP semble similaire a celle du DEHP mais a des doses d’exposition
plus élevées. On retrouve chez les rats exposés au DINP, des anomalies du
développement embryonnaire et foetal (anomalies squelettiques et génito-urinaires).
Aprés une exposition par voie orale, une augmentation significative des tumeurs
hépatiques a été mise en évidence.

Chez les rats, le DINCH ne provoque pas de perturbation endocrinienne et ne
semble pas étre toxique pour la reproduction. Toutefois, a hautes doses, chez le rat,
aprés une exposition par voie orale, il est associé a une hyperplasie thyroidienne, a
des signes de toxicités rénale et hépatique (52,53). David et al. (54) n'ont pas mis en
évidence de toxicité chez les rats, apres une exposition de DINCH par voie
intraveineuse. La stabilité du DINCH dans les poches de sang a été étudiée, pour
remplacer le DEHP par ce plastifiant, mais I'étude menée par AuBuchon et al. (9) a
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montré que 24% des globules rouges de plus sont vivants dans les poches de PVC
plastifié au DEHP par rapport aux poches plastifiées au DINCH.

Le TOTM serait moins hépatotoxique que le DEHP pour les rats (2), mais peu de
données sont disponibles chez 'homme. Cependant, il serait a l'origine d’une
diminution du nombre de spermatozoides et de spermatides (3). La toxicité
hépatique plus faible semble étre liee a son métabolisme. En effet, 75% de la dose
orale ingérée est éliminée dans les féces sous forme inchangeée (46). Chez les rats, |l
a été mis en évidence que le TOTM affectait trois processus hépatiques : le cycle
cellulaire, le processus métabolique et lactivité oxydative (55). Aprés une
administration par voie injectable, 21% de la dose est retrouvée dans les fécés et 3%
dans les urines, ce qui laisse supposer que le TOTM a une longue demi-vie et
s’accumule dans les tissus (56).

C. Etudes de migration des plastifiants

Compte tenu des toxicités des plastifiants, il est intéressant de connaitre leur
potentiel migratoire pour apprécier les risques liés a leur utilisation pour les patients.
De fortes concentrations de DEHP ont été retrouvées dans des solutions de
principes actifs telles que les solutions de taxanes (cabazitaxel, docétaxel ou
paclitaxel) ou les solutions d’étoposide (57-60).

Les émulsions lipidiques injectables (2,61) sont également capables de conduire a la
désorption. Une équipe allemande a corrélé ['utilisation de lignes de perfusion en
PVC plastifié au DEHP pour I'administration de nutrition parentérale a I'apparition de
cholestases (62). Pour cela, deux groupes ont été comparés rétrospectivement.
L’utilisation de lignes de perfusion en PVC plastifié au DEHP augmentait d’'un facteur
5,6 le risque de développer une cholestase.

Kambia et al. (63) se sont intéressés a la migration du DEHP et du TOTM dans les
tubulures d’hémodialyse. Les auteurs ont dosé moins de plastifiants dans les éluats
issus des tubulures plastifites au TOTM que dans ceux issus des tubulures
plastifiees au DEHP. Bernard et al. (11,12) ont mis au point un modéle de migration
in vitro des plastifiants et 'ont étudiée au travers de tubulures en PVC plastifié par du
DEHP, du DEHT, du DINCH ou du TOTM. Pour cela, ils ont utilisé in vitro un
mélange « simulant » composé d’éthanol et d’eau 50/50. Ce modéle a permis

I'extraction des plastifiants de quatre tubulures commercialisées. Leur étude a permis
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de montrer que le DEHP était le plastifiant migrant le plus, suivi du DINCH puis du
DEHT. Le plastifiant qui migrait le moins était le TOTM.

Eckert et al. (64) ont également mené une étude en réalisant un dosage sanguin des
plastifiants et de leurs métabolites primaires (MEHP, di-2-ethylhexyl trimellitate
(DEHTM), mono-2-ethylhexyl trimellitate (MEHTM)) aprés passage dans des canules
d’ECMO plastifiées au TOTM ou au DEHP. L’étude a abouti aux mémes conclusions
que Bernard et al. puisqu’ils ont également montré que le DEHP migrait beaucoup
plus que le TOTM.

Ces données permettent d’affirmer que les plastifiants ne sont pas dénués de
toxicité, et qu’ils sont susceptibles de migrer comme le DEHP. Pour répondre a ces
questions, un projet national, Assessment and Risk Management of MEdical Devices
in plastified PVC (ARMED) a été développé dans plusieurs centres hospitaliers et

universitaires francgais.

4. Projet ARMED

Le projet ARMED (65) concerne I'évaluation et la gestion des risques liés aux DMs
en PVC plastifié. Compte tenu du peu de données disponibles concernant la
migration et la toxicité chez ’'homme de ces plastifiants alternatifs, TANSM a financé
ce projet lors de I'appel a projet de 2012 pour une durée de trois ans (2013-2015). Le
projet, porté par le CHU de Clermont-Ferrand est divisé en plusieurs axes et implique
des partenaires a Nantes et a Lille (Annexe I). L’axe 1 s’intéresse a la caractérisation
et la migration des plastifiants contenus dans les DMs. Pour caractériser les
plastifiants, plusieurs méthodes de dosage ont été mises au point. De plus, le
pouvoir de migration des plastifiants a partir des DMs a été évalué puis une
modélisation a ensuite été mise au point pour prédire la capacité migratoire d’un
plastifiant. L’axe 2 regroupe le protocole de recherche non interventionnelle qui s’est
déroulé dans quatre services du CHU de Clermont-Ferrand (service de réanimation
médicale, réanimation adulte, réanimation néonatale et service de bloc — chirurgie et
réanimation de chirurgie cardiovasculaire (CCV)) et dans deux services du CHRU de
Lille (réanimation néonatale et réanimation et bloc CCV). Ce protocole a pour objectif
d’évaluer I'exposition des patients aux plastifiants du PVC en situations cliniques « a
risque » décrites par le SCENIHR (dialyse, CEC, ECMO, plasmaphérese, nutrition

artificielle). A I'issue de cette étude de biomonitoring, les dosages des plastifiants et
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de leurs métabolites retrouvés dans les urines de patients seront effectués par
chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse, tandis que les taux
de plastifiants retrouvés dans tous les dispositifs utilisés lors de cette étude seront
évalués par une ou plusieurs des techniques développées dans I'axe 1. L’axe 3 est

dédié aux études de cytotoxicité et sont réalisées par I'équipe nantaise.

a. Meéthodes de dosage des plastifiants dans les dispositifs médicaux

Les méthodes analytiques mises au point permettent la détection des plastifiants
directement dans les dispositifs médicaux et/ou dans des éluats (sanguins (61),
urinaires (25,44,66)). Bernard et al. (17) ont conduit une revue de la littérature de ces
méthodes. Il existe une grande diversité de techniques analytiques : destructrices ou
non, directes ou indirectes. Les méthodes directes ne nécessitent pas d'étape
d’extraction du plastifiant avant sa quantification.

On compte, parmi les méthodes analytiques directes, la RMN (35), la technique par FT-
IR (13,67). Elles possedent une bonne spécificitt mais posent des problémes de
sensibilité, de durée d’analyse et de codt.

Parmi les méthodes indirectes, la CG et la CLHP sont les techniques les plus utilisées
pour le dosage des plastifiants. La CG, couplée soit a la spectrométrie de masse
(37,68) soit a un détecteur a ionisation de flamme (CG—FID) (69), permet la détection de
nombreux plastifiants en étant sensible et spécifique au cours d'une méme analyse. La
CLHP est une technique, quant a elle, trés largement diffusée et disponible dans les
laboratoires de contréle des PUI. Elle peut étre couplée a différents détecteurs qui
présentent des avantages et des inconvénients. Certaines méthodes ont déja été
développées. La CLHP couplée a détection UV utilisée par Radaniel et al. (70) a permis
la caractérisation de cinq plastifiants (le ATBC, le DEHP, le DEHT, le DINCH et le TOTM)
simultanément au cours d’'une seule analyse. La CLHP peut également étre couplée a
un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére (DEDL), technique développée par
Lecoeur et al. (71). Elle permet la détection de 'ATBC, le DEHA, le DEHT et le TOTM.
L'utilisation d’'une phase stationnaire en carbone graphitique poreux, en CLHP (72), a
permis la séparation de cing plastifiants (TATBC, le DEHA, le DEHP, le DEHT et le
TOTM).
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Genay et al. (35) et Gimeno et al. (37) ont montré que certains DMs n’étaient pas
uniguement composés d’'un seul plastifiant mais pouvaient contenir d’autres plastifiants
a I'état de traces comme le DEHT ou le DEHP. Il est donc nécessaire que ces méthodes
analytiques présentent des limites de détection (LD) et de quantification (LQ)

suffisamment basses pour permettre la détection de ces traces.

b. Procédures d’extraction

Les méthodes analytiques de dosage comme par exemple, la CLHP ou la CG,
nécessitent une étape préalable d’extraction des plastifiants avant la réalisation de
leur quantification. Wang et al. (73) et Genay et al. (35) ont publié une procédure
d’extraction utilisant un processus de solubilisation/précipitation du PVC avec du
tétrahydrofurane (THF) et du méthanol pour libérer le DEHP du maillage du PVC
constituant des tubulures de perfusion. Bernard et al. (69) a comparé trois
techniques d’extraction. La premiére correspond a I'extraction Soxhlet® dans de
I'éther di-éthylique et dans de l'acétate d’éthyle. La seconde consiste a dissoudre
I'échantillon de PVC dans du THF puis de le précipiter dans de I'éthanol. Le solvant
est ensuite évaporé, et les plastifiants sont séparés du PVC par filtration. La derniere
meéthode consiste a mettre en contact le PVC avec un solvant (I'acétate d’éthyle,
I'hexane ou le chloroforme) permettant ainsi I'extraction des plastifiants. L’extraction
utilisant le chloroforme est la technique qui présente des rendements d’extraction
des plastifiants les plus élevés. Toutefois, pour une technique CLHP-UV, le
chloroforme est incompatible et doit étre évaporé avant injection de I'échantillon dans
le systeme chromatographique. Cela nécessite donc une étape supplémentaire de
dilution de I'échantillon dans un solvant approprié comme I'acétonitrile. Radaniel et al.
(70) ont utilisé la technique d’extraction par THF/méthanol suivie d’'un dosage en
CLHP-UV pour extraire les plastifiants contenus dans des tubulures de PVC plastifié.
Les rendements d’extraction pour 'ATBC, le DEHP, le DEHT, le DINCH et le TOTM

étaient compris entre 91 et 104%.

La méthode de dosage de Radaniel et al. (70) permet la détection et la quantification
de cinq plastifiants dont quatre alternatifs au DEHP : 'ATBC, le DEHT, le DINCH et
le TOTM. Dans cette méthode, le BBP est utilisé comme étalon interne. En effet,
comme, le BBP est interdit dans les DMs, il peut étre utilisé comme étalon interne.

Parmi les six plastifiants alternatifs au DEHP autorisés par la réglementation en
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vigueur, la détection du DEHA et du DINP n’a pu étre réalisée car ces plastifiants,
dans les conditions analytiques de la méthode, étaient systématiquement co-élués
avec le DEHP et le DEHT respectivement. La figure 4 représente les

chromatogrammes obtenus avec la technique analytique de Radaniel et al.
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Figure 4 : Chromatogrammes illustrant les problémes de co-élutions rencontrées
par Radaniel et al. (70). Le chromatogramme noir représente I'élution des
plastifiants analysés par Radaniel et al. ; le chromatogramme rose le DEHA seul
et le chromatogramme bleu le DINP seul.

Nee—

5. Objectifs

Le premier objectif de ce travail est de résoudre les probléemes de co-élution
précédemment cités pour permettre la détection et la quantification du DEHP et de
tous les plastifiants alternatifs utilisés dans la fabrication des DMs de perfusion. Pour
résoudre cette problématique, nous utiliserons la dérivée premiére des spectres UV

des composés co-€élues.

Le second objectif est d’utiliser la méthode analytique pour valider la robustesse de
la technique analytique grace a une analyse a I'aveugle. Cette analyse a 'aveugle
porte sur la quantification des plastifiants utilisés dans dix DMs dont neuf sont
commercialisés et est réalisée par plusieurs techniques analytiques participantes au
projet ARMED.
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[l. MATERIELS ET METHODES

1.  Solvants et matériels

a. Plastifiants

Le DEHP et cing plastifiants alternatifs étudiés (ATBC, DEHA, DEHT, DINP et
TOTM) proviennent de Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Le DINCH
est fourni gracieusement par BASF SE Company (Ludwigshafen, Allemagne).

b. Solvants

L’acétonitrile (ACN) (HiPerSolv Chromanorm® gradient grade, VWR, Fontenay-sous-
Bois, France), le méthanol (HiPerSolv Chromanorm® gradient grade, VWR,
Fontenay-sous-Bois, France) et le THF (HiPerSolv Chromanorm® gradient grade,
VWR, Fontenay-sous-Bois, France) ont une qualité CLHP gradient grade pour les
analyses chromatographiques. Les solvants utilisés pour nettoyer le matériel afin de
réduire le risque de contaminations croisées entre les consommables sont de qualité
technique : méthanol (Brabant, Tressin, France) et THF (VWR Chemicals, Fontenay-
sous-Bois, France). De I'eau ultra-pure est également utilisée dans la méthode et est
obtenue gréce au systeme UHQ pure water system (Elga, Wasquehal, France).

C. Matériels

La verrerie est de classe A (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Les pointes de
micropipette (Epperdorf® loretention (Eppendorf®, Fontenay-sous-Bois, France) et
les microtubes de centrifugation (Eppendorf®, Fontenay-sous-Bois, France) sont en
plastique dépourvu de plastifiants (71). lls ont préalablement été validés comme ne
relarguant pas de plastifiants. Pour limiter au maximum les contaminations croisées
et environnementales, les matériels en verre (fioles, béchers, flacons pour CLHP) ont
eteé lavés au THF, puis méthanol et rincés a I'eau distillée avant chaque utilisation.
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2. Préparation des solutions méres et filles

Chaque jour, deux solutions méres de chaque plastifiant sont réalisées en pesant la
masse de plastifiant (balance 220 XT, précision + 0,1 mg, Precisa Gravimetrics AG,
Dietikon, Suisse) diluée avec de I'’'ACN. Du fait de la faible absorbance de certains
plastifiants, deux concentrations de solutions méres sont envisagées. Ainsi, la
concentration pour le BBP, le DEHP, le DEHT, le DINP et le TOTM est de 0,5 mg/mL
et pour 'ATBC, DEHA et DINCH de 10 mg/mL. La premiére solution permet la
préparation des contrbles de qualité (CQ) et la seconde la réalisation des standards
de validation (SV). Deux gammes de CQ et de SV sont réalisées. L'une des deux
gammes contient tous les plastifiants et le BBP sauf le DEHA et I'autre tous les
plastifiants et le BBP sans le DEHT. En effet, des résultats préliminaires, au
laboratoire, ont montré que le DEHA et le DEHT précipitaient s’ils étaient mis en

présence 'un de l'autre.

3. Méthode analytique

La méthode de dosage est développée avec un systéme de chromatographie liquide
ultra rapide (UFPLC : Ultra Fast Pressure Liquid chromatography) (Shimadzu®,
Japon). Le systéme est équipé d’un dégazeur de phase mobile DGU-20A3R, de
deux pompes a solvants LC-20ADXR (Prominence® UFLCXR series), d’'un passeur
d’échantillons automatique SIL-20ACXR, d'un four CTO-20AC et d’'un détecteur a
barrette de diodes (DAD) SPD-M20A. Le systéeme est piloté par le module i-PDeA™
du logiciel Labsolution® de Shimadzu®.

La phase mobile est composée d’un gradient composé d’ACN et d’eau ultrapure,
dont I'évolution de la composition au cours du temps d’analyse est décrite dans le
tableau 4. Le débit de la phase mobile est fixé a 2 mL/min, avec une durée de
chaque analyse de 13 minutes. La température du four est maintenue a 35°C. Le
passeur d’échantillon est maintenu a 4°C. La phase stationnaire est composée d’'une
précolonne Securityguard ULTRA™ C8 AJ0-8770 (Phenomenex®, Le Pecq, France)
et d’'une colonne Kinetex™ C8 2,6 ym 100 * 4,6 mm (Phenomenex®, Le Pecq,
France).
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Temps (min) Composition du mélange (% ACN/eau ultrapure)
0-3,75 65 -35
3,75-6,25 83 -17
6,25 - 11,00 95-5
11,00 — 13,00 65 -35

Tableau 4 : Description de I'évolution du gradient de concentration utilisé dans la
méthode de dosage des plastifiants.

4. Traitement du signal

a. Contexte et probléme

Pour élucider les co-€élutions existant d’une part entre le DEHP et le DEHA et, d’autre
part, entre le DEHT et le DINP, nous avons décidé d'utiliser la dérivée premiére des
spectres UV de ces quatre plastifiants.

b. Principe

La dérivée premiere des spectres est une notion plutét bien décrite dans la
littérature. Parmar et al. (74) ont fait une revue de la littérature sur l'utilisation des
dérivées premieres des spectres en spectrophotométrie. lls listent les différents
avantages de l'utilisation des dérivées premieres : une augmentation de la résolution,
une détection et une augmentation des spectres des pics mineurs, une élimination
du bruit de fond et des matrices, I'assurance de détecter le bon composé, une
augmentation de la sensibilité et de la spécificité des composés en mélange, une
meilleure séparation des pics, une économie de réactifs, un gain de temps d’analyse
et de temps de personnel. Toutefois il note des inconvénients comme une moins
bonne reproductivité et sensibilité. La majorité des études présentes dans la
littérature compare ['utilisation des dérivées premieres des spectres en
spectrophotométrie et en CLHP. Ansari et al. (75) ont dosé du losartan dans des
comprimés. Pour étre certain de doser le principe actif et non pas les excipients, ils
ont utilisé, en spectrophotométrie, la dérivée premiére du spectre du losartan.
L’avantage d’avoir utilisé la dérivée premiere est d’éliminer linterférence due a
'absorbance des excipients. Uchiyama et al. (76) ont utilisé la dérivée seconde du

spectre du trimétoprime dans le miel pour doser ce principe actif par un systéme
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d’extraction en phase solide — CLHP. La dérivée seconde leur a permis d’effacer les
effets matrices dds au miel, que la dérivée premiére ne permettait pas. Hoang et al.
(77) ont dosé plusieurs principes actifs (chloramphénicol, dexaméthasone et
naphazoline) contenus dans des collyres en utilisant la dérivée premiére des
spectres en spectrophotométrie. Cette méthode a été comparée a une méthode de
référence par CLHP en phase inverse. Les résultats de la validation de la méthode
avec les deux techniques étaient statistiquement comparables en termes de

précision.

Le principe de l'utilisation de la dérivée premiére des spectres UV est schématisé
dans la figure 5. L’absorbance d’'un composé est fonction de la longueur d’onde
d’'intérét. Elle passe par une ou plusieurs longueur(s) d'onde d’absorbance
maximale(s) ou minimale(s). En dérivant mathématiquement I'équation des spectres
UV, I'absorbance du spectre dérivé passe une ou plusieurs fois par zéro. |l reste a
vérifier qu'a ces longueurs d’onde ou la dérivée premiere est nulle, 'autre composé

présente une absorbance non nulle (positive ou négative).

En CLHP, pour utiliser ce principe, un DAD et un logiciel de traitement des spectres

sont nécessaires (logiciel i-PDeA™ Shimadzu®).

Absorbance 1ére dérivée

1.01 Amax

| Dérivée premiére | 0.017

A=f(A) |:"> dA =f'(A)
0.5; 0.00 dA
-0.014
0.0 ,
Longueur d’onde - Longueur d’'onde

Figure 5 : Principe de l'utilisation de la dérivée premiére des spectres UV.
A : absorbance, A: longueur d’onde

C. Choix des lonqueurs d’onde

Pour détecter les plastifiants, en étant le plus spécifique et le plus sensible, la
longueur d’onde correspondant au maximum d’absorbance a été choisie pour le
BBP, 'ATBC, le DINCH et le TOTM. Pour les plastifiants co-élués, a savoir, le DEHP,
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le DEHA, le DEHT et le DINP, la longueur d’onde déterminée par I'étude de la
dérivée premiére des spectres UV a été utilisée pour les caractériser selon le

principe précédemment décrit.

4. Validation de la méthode analytique

La méthode est validée selon les recommandations proposées par Hubert et al. de la
Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) (78,79).
La validation est réalisée sur trois jours successifs. Pour chaque plastifiant, deux
solutions méres sont préparées, a la méme concentration et selon le méme procédé
de fabrication. Chaque jour, les SV et CQ sont analysés. Des résultats préliminaires,
au laboratoire, ont montré que le DEHA et le DEHT précipitaient s'ils étaient mis en
présence l'un de l'autre. Ainsi, deux gammes (tableau 5) ont été réalisées, I'une

contenant tous les plastifiants sauf le DEHA et l'autre sans le DEHT.

Concentrations en pg/mL

SV1|CQ1|(SV2|CQ2|SV3|CQ3|(SV4|CQ4|SV5|CQ5|SV6|CQ6|SV7 | CQ7 | SV8
BBP 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ATBC | 20 | 20 | 30 | 35 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100 | 200 | 250 | 400 | 500
DEHP | 03|03 |04 | 06 | 0,7 ] 0,8 1 2,5 5 10 | 15| 20 | 25 | 30 40
DEHA | 70 | 70 | 75 | 80 | 90 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 450 | 500 | 600 | 700 | 750
DEHT | 0303 04|05 |06 |07 08] 09 1 25| 5 | 75| 10 | 15 20
DINP 03(03|04)| 06|07/ 08 1 2,5 5 10 | 15| 20 | 25 | 30 40
DINCH | 70 | 70 | 75 | 80 | 90 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 450 | 500 | 600 | 700 | 750
TOTM | 03|03 04|06 ]|07] 08 1 2,5 5 10 | 15| 20 | 25 | 30 40

Tableau 5 : Concentrations des standards de validation et des contréles de qualité
des plastifiants utilisés lors de la validation.
SV : standards de validation, CQ : contrbles de qualité

La méthode est validée selon les parameétres suivants: spécificité, linéarité,
précision, limites de détection (LD) et limites de quantification (LQ). Les LD et LQ ont

été calculées selon les équations suivantes (78,79) :

3,3 X écart—type de 1’ordonnée a 1’ origine

Equation 1: LD =

pente

. 10 x écart—type de l’ordonnée a 1'origine
Equation 2: LQ = s - 8
pente
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5. Méthode d’extraction

Les plastifiants sont extraits du PVC selon une méthode publiée par Genay et al.
(35). 25 mg de I'échantillon de PVC sont pesés et mis en contact avec 900 yL de
THF et 100 pL de BBP (étalon interne) pendant une heure, pour dissoudre le PVC.
Les concentrations de BBP ajouté sont ajustées aux dilutions que devait subir
'échantillon de PVC pour l'analyse chromatographique, afin d’obtenir une

concentration cible de 1 pg/mL (tableau 6).

Plastifiants Concentration de la solution mére de BBP
I)DIEliéﬁ 0,2 mg/mL
ATBC 2 mg/mL
DEHP
DINP 10 mg/mL
TOTM

Tableau 6 : Concentrations de la solution mére de I'étalon interne.

Ensuite, 500 yL du précédent mélange sont ajoutés a 500 uL de méthanol pour
précipiter le PVC. Aprés 5 minutes de centrifugation (Centrifuge 5415R, Eppendorf,
Le Pecq, France) a 13000 tours/minute, le surnageant est dilué dans de 'ACN. La
dilution du surnageant dans 'ACN est adaptée a la capacité d’absorbance dans 'UV
de chaque plastifiant (71). Ainsi, pour le DEHA et le DINCH, qui absorbent peu en
UV, la dilution est de 1/10°™, pour 'ATBC de 1/100°™ et pour le TOTM, DEHP,
DINP et DEHT de 1/500°™ (figure 6).

Echantillon de 25 mg de PVC (pesé précisément)
+ 900 uL THF
et 100 uL BBP (étalon interne)

Dissolution

Jl 4 500 pL Méthanol

Précipitation

!

Dilution dans de ’ACN

DINCH et DEHA : 1/10éme

ATBC : 1/100éme

DEHP, DEHT, DINP, TOTM : 1/500%me

Reprise de 500 pL

Figure 6 : Schématisation de la méthode d’extraction des plastifiants.
ACN : acétonitrile, PVC : polychlorure de vinyle, THF : tétrahydrofurane
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6. Echantillons de dispositifs médicaux analysés a I'aveugle

Afin d’évaluer la robustesse de la méthode analytique, dix dispositifs médicaux, dont
neuf utilisés dans les services de soins, sont analysés en CLHP-DAD afin de
déterminer leur composition en plastifiants. Les renseignements concernant les DMs
sont résumés dans le tableau 7. Une tubulure Med 80, Raumedic® (Helmbrechts,
Allemagne) dont la composition en DEHA est connue (22% m/m) est également
étudiée.
Dans le cadre de I'axe 1 du projet ARMED, ces DMs sont analysés a I'aveugle par
les différentes équipes participant au projet. L'objectif de cette analyse a I'aveugle
est de caractériser les techniques analytiques en termes d’avantages et
d’'inconvénients. Ainsi, huit équipes ont participé a ce test a I'aveugle. Les différentes
techniques analytiques utilisées sont :

- LaFT-IR

- LaCG-FID

- LaCG-SM

- La CLHP-DEDL

- La CLHP-UV

- Notre technique CLHP-DAD

- LaRMN

- La SFC-DEDL

Pour chaque dispositif analysé, la composition quantitative de chaque plastifiant
majoritaire et minoritaire doit étre déterminé. La présence de DEHP ainsi que sa
quantification doit étre retrouvée si le DM en contenait.

Seule la composition quantitative en plastifiant de I'échantillon 10 (tubulure Med 80,
Raumedic®) est connue. Pour les autres échantillons, leur composition en plastifiants
n'est pas connue. Ceci explique lintérét de doser les échantillons avec plusieurs
meéthodes analytiques pour pouvoir croiser les différents résultats et en déduire la
pertinence des résultats obtenus.
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Echantillon Utilisation Nom ZtureDfﬁlrence Fournisseur Numéro de lot
Intrafix® Safeset B.Braun (Boulogne-
1 4063100 Billancourt, France) 3E30278T42
Sendal (Saint Genis Laval,
2 Perfusion Perfusend France) 03169
DM par
gravité X
3 KIS1X Doran I_nternat|onal 19.11.05B
(Toussieu, France)
4 Transfusion 41403 Bexen (Villeneuve d’Ascq, K293
France)
5 Plumset 14000 Hospira (Meudon-la-Forét, | 030409000.8268
France)
Perfusion pour pompe . Frésénius-Kabi (Sévres, 32377143
6 volumétrique Optima MS 10 France)
7 Vacuum 590-591- Carefusion (Voisins le 487822
598 Bretonneux, France)
8 Hydratation NE9012H Cair LGL (Lissieu, France) 13K01-T
Nutrition
enterale Covidien (Elancourt, 14A243FHX
9 Pompe Kangaroo pump r
rance)
Med 80 o
Prototype d’'une Raumedic™ (GmbH,
10 Prototype tubulure plastifiée Helmbrechts, Allemagne)
au DEHA

Tableau 7 : Liste des dispositifs médicaux analysés.

Chaque dispositif est testé trois fois. Le pourcentage de plastifiant est exprimé en

pourcentage de masse de g/100g de PVC (%). Les résultats sont présentés sous la

forme de moyenne + écart-type.
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V. RESULTATS

1. Développement de la méthode de dosage

Au cours d’une séquence analytique de 13 minutes, les huit plastifiants sont élués.

Les temps de rétention des plastifiants sont décrits dans le tableau 8.

Plastifiants | Temps de rétention (min)

BBP 1,9

ATBC 3,0

DEHP 6,3

DEHA 6,3

DEHT 7,0

DINP 7,0
DINCH 7,5

TOTM 8,4

Tableau 8 : Temps de rétention des plastifiants.

La figure 7a représente la co-élution DEHP/DEHA et la figure 7b la co-élution
DEHT/DINP.

(@ . (b)

50
40
30

20

6,6 6,8 7,0 7,2 7.4

Figure 7 : Chromatogrammes illustrant la co-élution DEHP/DEHA (a) et la
co-élution DEHT/DINP (b).
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La figure 8 représente les spectres d’absorption dans l'ultra-violet du DEHP, du
DEHA, du DEHT et du DINP.
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Figure 8 : Spectres d’absorption dans 'UV du DEHP (a), du DEHA (b), du
DEHT (c) et du DINP (d).

Aprés avoir déterminé les dérivées premiéres des spectres UV du DEHA et du
DEHP, les longueurs d’onde dont I'absorbance est égale a zéro sont déterminées.
Pour chacune de ces longueurs d’onde choisies, il est vérifié que I'autre composé
absorbait a cette méme longueur d’'onde. Les longueurs d’onde pour lesquelles la
dérivée premiere du DEHP est égale a zéro sont :

e 223 nm (longueur d’onde correspondant au maximum d’absorbance)

e 261 nm (longueur d’onde correspondant au minimum d’absorbance)
Toutefois, a 261 nm, la dérivée premiere du DEHA n’absorbant que trés faiblement,
cette longueur d’onde n’a pas été retenue, au profit de 223 nm.
Pour le DEHP, la méme démarche est appliquée. La dérivée premiéere du spectre UV
du DEHA s’annule a 208 nm et 250 nm. Mais, a 250 nm, la dérivée premiére du
DEHP absorbe faiblement. La longueur d’onde choisie pour détecter le DEHP est
208 nm.
Concernant le DEHT et le DINP, le méme raisonnement a été appliqué. Ainsi, la
longueur d’onde pour détecter le DEHT est 226 nm et pour le DINP 240 nm.
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Les figures 9 et 10 représentent les dérivées premiéres des spectres UV quatre
produits co-élués deux a deux : DEHP/DEHA et DEHT/DINP respectivement.

mAU DEHP mAU DEHA
2 \ 0.1
0 A N I 0,0
II \\\ ,”—
2 ! L -0
-4 ',’ -0,2
-6 :'l -0,3
i

-8 ',' -04
10 ,," -0,5
12 :' -0,6
14 :: -0,7
16 -0,8
-18 ,"‘ -0,9
-20 '“', -1,0

200 208 223 230 240 250 260 270 280 290 nm

— — = Spectre de la dérivée premiere du DEHP
——— Spectre de la dérivée premiere du DEHA

Figure 9 : Spectres des dérivées premieres du DEHP et du DEHA.
mAU DINP
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F o5

/N oo

é-o.s
5-1.0
5-1.5
5-2.0

[-2,5
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Spectre de la dérivée premiére du DEHT
Spectre de la dérivée premiere du DINP

Figure 10 : Spectres des dérivées premiéres du DEHT et du DINP.

La figure 11 représente les chromatogrammes des deux co-élutions et les
chromatogrammes des composeés seuls a la longueur d’onde déterminée par I'étude
de la dérivée premiere. Le DINP est élué dans I'analyse, a 7 minutes sous forme de
trois pics dont deux sont trés largement majoritaires. Pour l'intégrer, I'aire des deux

pics majoritaires est utilisée.
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Figure 11 : Chromatogrammes représentant les coélutions et les composés seuls a la

longueur d’onde déterminée par I'étude de la dérivée premiére.

Pour augmenter la sensibilité de la méthode développée par Radaniel et al. (70), les

autres plastifiants sont analysés a la longueur d’onde correspondant a leur longueur

d’onde d’absorbance maximale (figure 12). Les longueurs d’onde choisies sont

résumées dans le tableau 9.

c | DINCH

6 280 290

b [ATBC

0 280 290

Figure 12 : Spectres d’absorption dans I'ultra-violet du BBP (a), de 'ATBC
(b), du DINCH (c) et du TOTM (d).
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Plastifiants Longueur d’onde (nm)

BBP 210

ATBC 210

DEHP 208

DEHA 223

DEHT 226

DINP 240
DINCH 210

TOTM 232

Tableau 9 : Longueurs d’onde (nm) d’analyse pour chaque plastifiant étudié.

2. Validation de la méthode de dosage

a. Validation de la méthode

L’homogénéité des variances est vérifiée par un test de Cochran, nous autorisant a
réaliser une analyse de la variance (ANOVA). Les paramétres de régression de la
méthode sont résumés dans le tableau 10. Les SV permettent de calculer I'équation
de la droite de régression qui correspond a :

y (aire plastifiant/aire BBP) = a x (concentrations pyg/mL) + b
Les coefficients de corrélation (r’) sont compris entre 0,9974 (DEHP) et 0,9997
(DEHT). Ainsi, la linéarité entre le rapport de l'aire du plastifiant et du BBP et la

concentration des plastifiants est satisfaisante pour une quantification.

. Concentrations 2 Ordonnée LD LQ
Plastifiants (ug/mL) r pente a Porigine | (ug/mL) (Mg/mL)
ATBC 20 - 500 0,9993 0,012 0,016 3,1 6,3
DEHP 0,3-40 0,9974 0,359 0,026 0,1 0,2
DEHA 70 - 750 0,9992 0,006 -0,055 7.4 14,8
DEHT 0,3-20 0,9997 0,760 0,002 0,1 0,3
DINP 0,7 -40 0,9991 0,151 -0,047 0,5 0,8
DINCH 70 - 750 0,9993 0,005 0,000 6,9 13,8
TOTM 0,3-40 0,9994 0,369 0,000 0,2 0,2

Tableau 10 : Paramétres de validation des gammes de plastifiants et les limites de détection
et quantification.

La précision de la méthode a également été déterminée par les CQ, au travers des

biais relatifs (BR) (tableau 11). Pour calculer ces biais, les concentrations mesurées
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sont calculées en utilisant la droite de calibration, puis en utilisant la formule décrite

dans I'équation 3:

Equation 3 : BR =  concentration mesurée — concentration théoriqgue x 100

concentration théorique

Les biais relatifs sont inférieurs a 5% pour 'ATBC, le DEHP, le DEHA et le DINCH et
inférieurs a 10% pour le DEHT, le DINP et le TOTM.

ATBC DEHP DEHA DEHT DINP DINCH TOTM
Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR
20 -0,7 0,3 -2,0 70 0,2 0,3 0,6 0,7 8,8 70 -3,1 0,3 7,1
30 1,9 0,4 -0,3 75 -0,1 0,4 -0,3 1 8,2 75 -4,7 0,4 -7,0
40 -0,6 0,7 -0,1 90 -2,2 0,7 7,4 5 10,0 90 -2,7 0,7 -2,7
60 1,4 1 4,6 150 1,8 1 4,7 15 4,4 150 1,3 1 -1,1
80 -0,1 5 1,4 250 34 5 5.2 25 3,3 250 1,2 5 1,7
100 2,2 15 1,9 450 1,4 15 4,0 40 0,2 450 0,3 15 3,0
250 -0,8 25 -1,3 600 -0,4 25 1,1 600 0,2 25 1,7
500 2,0 40 1,9 750 0,8 40 0,6 750 -0,7 40 3,2

Tableau 11 : Biais relatifs pour chaque plastifiant étudié.
BR : biais relatifs en %, Conc. : concentration en pg/mL

b. Limites de détection et quantification

Les LD et LQ sont présentées dans le tableau 10. Ces valeurs sont compatibles avec
leurs détection et quantification en tant que plastifiant majoritaire ou minoritaire dans
les DMs.

3. Echantillons de dispositifs médicaux analysés a I'aveugle

Le tableau 12 et la figure 13 ci-dessous résument les concentrations de plastifiants
calculés dans les 10 dispositifs médicaux étudiés a I'aveugle qui sont dosés en
CLHP-DAD. Le tableau 13 correspond aux quantifications des plastifiants retrouvés

avec les autres techniques qui ont participé au projet ARMED.
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. Plastifiant Plastifiant
Echantillon majoritaire % (m/m) minoritaire % (m/m)
1 DEHT 25,410 £ 0,442 ND ND
2 DINP 37,201 £ 0,873 ND ND
3 TOTM 29,022 + 1,292 DEHT 0,186 + 0,004
DEHT 0,248 + 0,016
4 TOTM 30,605 + 0,374
DEHP 0,125 + 0,012
DEHT 0,134 + 0,006
5 TOTM 30,835 + 0,460
DEHP 0,011 + 0,002
DEHT 0,231 + 0,045
6 TOTM 39,136 + 0,087
DEHP NQ
DEHT 0,175 + 0,003
7 TOTM 33,330 £ 0,642
DEHP 0,016 + 0,001
8 DINCH 29,414 £ 0,291 DEHT NQ
9 ATBC 22,505 = 0,401 ND ND
ATBC 1,329 + 0,045
10 DEHA 19,153 + 0,901
DEHP 0,008 + 0,003

Tableau 12 : Quantification des plastifiants retrouvés dans les dispositifs médicaux testés.
Moyenne + écart type.
ND : plastifiant non détecté
NQ : plastifiant non quantifié (la concentration est inférieure a la LQ)
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Figure 13 : Quantification des plastifiants retrouvés dans les dispositifs médicaux testés.
L’axe vertical de gauche correspond a I'échelle des plastifiants majoritaires et I'axe de droite

I'échelle des plastifiants minoritaires.
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Echantillon | CLHP—DAD CG—SM SFC—DEDL CLHP—DEDL RMN CLHP—UV FT-IR CG—FID
DEHT 33,4% DEHT :29,5% | DEHT : 29,5% DEHT : 28,0%
N o) ’ H H . [v) . 0 . o) ’
1 DEHT : 25,4% DEHP 0.1% TOTM : 0,2% TOTM : 0,2% DEHT : 36,3% DEHT : 21,8% DEHT : 31,5% DEHP : 2.8%
DINP 35,2% DINP : 32,9% DINP : 32,1% DINP : 19,0%
. 0, ’ . . ’ ’ . 0, ’
2 DINP : 37,2% DEHP 0.03% DINP : NQ DINP : NQ DEHP - ND TOTM - NQ DINP : 30,1% DEHA : 95%
. 0, . 0,
3 TOTM : 29,0% E(émﬂ : god;(f TOTM:31,7% | TOTM:30,6% | TOTM:31,7% | TOTM:26,1% | +o1Mm - 33.2% TSETHMP'_%%?,/"
DEHT : 0,2% DEHT'_O'ZJ DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,2% DEHT : 0,14% nOe e DEHTj1’3[y‘:
.U, 27 Ly
TOTM : 34,9% TOTM : 38,4%
. o) ’ ’ . 0,
A Té)ETlLV.'r'_%O’zﬁ/" DEHP:02% | TOTM:404% | TOTM:36.8% | DEHP:02% | TOTM:27,1% | i\ 4, a0, TSETHMP'_326§(3,//°
DEHP:0'1(£ DEHT : 0,2% DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,2% DEHT : 0,13% SOTe DEHA:1’80/‘;
e DEHA : 0,1% DEHA : 0,1% b
TOTM : 36,0%
. 0 . 0, ?
5 TSETM'_%Oﬁ/" E(émﬂ ; g%g(f TOTM:39,7% | TOTM:37,7% | TOTM:38,3% | TOTM:229% | +o1Mm - 38.2% DEHP : 2,5%
Ay POeds DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,1% DEHT : 0,13% FUPeo DEHT : 1,0%
DEHP:0,01% | DEHT:0,02% DINP - 3.0%
TOTM:39,1% | TOTM: 38,8% , . . 0 . 0
6 DEHT:0,2% | DEHP:0,03% | TOTM:427% | TOTM:40,0% TL())ETI-IY'lr'-%Oély/O Lo 561’% ToTM:383% | | Or’ 2669/"
DEHP : NQ DEHT : 0,3% e n e e
TOTM : 33,3%
. o) ’ . 0,
, Té)ETlLV.'r'_%&;;/" DEHP:0,02% | TOTM:381% | TOTM:335% | TOTM:360% | TOTM:175% | — o\ oo TSETHMP'?ZOQ,/A
DEHP'-O'OZ:A; DEHT : 0,06% DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,2% DEHT : 0,12% B DEHT:1’0‘V:
i DINCH : 0,5% -
DINCH : 28,8%
DINCH : 29,4% A ) _ DINCH : 32,4% DINCH : NQ , . , .
8 DEHT - NQ BE:? : 8,810//0 DINCH : NQ DINCH : NQ DEHT : 2.6% DEHT - 0.01% DINCH : 35,0% | DINCH :29,0%
.U, ()
. 0, . . 0,
9 ATBC : 22,5% é;ﬁg : %46%2 ATBC :22,4% | ATBC:19,6% | ATBC:22,6% ATBC : 16,5% ’SEEfT: : ',:'18 /BTEBHCA' _220’50/?
DEHA:192% | DEHA:218% | DEHA:21,4% | DEHA:21,7% , ) , ) , )
10 ATBC:13% | DEHP:0,03% | DEHP:NQ DEHP : NQ ?s\ET';/?:'-aZé%/f DEHA : NQ D[E)E/QT' _2%\],2/0 iETHBﬁ\:'-L%%/f
DEHP : 0,08% ATBC : 2,6% ATBC : 1,8% ATBC : 2,6% b ' "

Tableau 13 : Quantification des plastifiants retrouvés dans les dispositifs médicaux testés par les autres techniques du projet ARMED (80)
NQ : plastifiant non quantifié (la concentration est inférieure a la LQ)

En rouge : les plastifiants majoritaires
En noir : les plastifiants minoritaires
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V. DiSCUSSION

1. Méthode analytique

Cette méthode est la premiére méthode CLHP permettant de doser I'ensemble des
plastifiants alternatifs au DEHP ainsi que ce dernier. C'est une méthode simple et
rapide. Les autres techniques de CLHP n’ont actuellement pas permis de doser ces
sept plastifiants simultanément (70,71). Deux méthodes CLHP-UV sont a ce jour,
publiées : la méthode de Radaniel et al. qui n’a pas permis de doser le DEHA et le
DINP, et la méthode de Lecoeur et al. qui n’a pas permis de doser 'ATBC, le DEHA,
le DINP et le DINCH. En revanche, les méthodes développées par la CG-SM, de
Bourdeaux et al. (68) et de Gimeno et al. (37), permettent de doser les sept
plastifiants simultanément. Mais cette technique nécessite un appareillage complexe,
qu’il n’est pas toujours possible de posséder en PUI. Une autre technique, la RMN
(81), permet la détection de ces sept plastifiants. Toutefois, comme pour la CG-SM,
'achat et la maintenance de cet appareil sont extrémement colteux. De plus,
l'utilisation de ces deux appareillages nécessite une formation du personnel

beaucoup plus complexe qu’en CLHP.

L'utilisation des dérivées premiéres des spectres UV est une technique
mathématique permettant de quantifier précisément des composés avec des
parameétres de régression satisfaisants, comme ceux obtenus avec la quantification
directe de signaux UV. Ainsi, les avantages décrits par Parmar et al. (74), dans la
revue de la littérature portant sur cette utilisation en spectrophotométrie sont
retrouvées en CLHP. En effet, cette utilisation a permis de séparer des pics co-élués,
le DEHA et le DINP respectivement co-élués avec le DEHP et le DEHT. De plus, les
pics observés sont identifiés de maniére certaine puisque la dérivée premiére des
spectres de chaque plastifiant est utilisée.

Les coefficients de corrélation sont compris entre 0,9974 pour le DEHP et 0,9997

pour le DEHT. Le coefficient de corrélation du DEHP est le plus faible. Ceci peut

s’expliquer par le retravail de la longueur d’'onde et par des basses concentrations.
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En effet, pour étre en conformité avec les réglementations en vigueur, les DMs ne
contiennent plus de DEHP comme plastifiant majoritaire (sauf mention contraire
clairement libellée sur les différents emballages du DM) mais peuvent tout de méme
en contenir comme plastifiant minoritaire sans jamais dépasser le seuil de 0,1% m/m.
Nous avons donc été contraints de mettre au point le dosage du DEHP en cherchant
a quantifier des concentrations trés basses. Dans cette méthode analytique, le DINP
est élué sous la forme de trois pics. L'aire totale des deux premiers pics majoritaires
a été utilisée pour l'intégration. Le DINCH est, quant a lui, élué sous la forme d’un
massif, I'aire totale du massif a été intégrée. Les coefficients de corrélation obtenus
pour ces deux plastifiants sont également trés satisfaisants puisqu’ils sont égaux a
0,9991 et 0,9993 respectivement.

L’utilisation de la dérivée premiére des spectres UV est donc une technique simple
permettant de résoudre les problémes de co-élution avec précision et spécificité. La
précision est mesurée par les biais relatifs, compris dans cette méthode entre 5 et 10
%. Les biais relatifs sont plus élevés pour le DINP car il s’agit du plastifiant le plus

difficile a intégrer a cause de son élution en plusieurs pics.

Cette méthode analytique permet la détection et la quantification des plastifiants
majoritaires, minoritaires et les traces de plastifiants utilisés dans la fabrication des
DMs. En effet, dans le cadre de la réglementation européenne (REACH), les
plastifiants peuvent étre présents a des concentrations inférieures a 0,1% (m/m). Les
LD et LQ obtenues par cette méthode de dosage satisfont a cette recherche pour
'ensemble des sept plastifiants.

Contrairement a la méthode analytique développée par Radaniel et al., chaque
plastifiant est analysé a sa longueur d’'onde spécifique, ce qui permet d’étre plus
spécifigue et d’obtenir des LQ généralement plus basses ou égales a celles
obtenues dans la méthode de Radaniel et al. : 6,3 vs 22,9 pyg/mL (ATBC), 0,2 vs 0,3
pug/mL (DEHP), 13,8 vs 52,8 ug/mL (DINCH), 0,2 vs 0,2 ug/mL (TOTM), 14,8 ug/mL
(DEHA) et 0,8 pg/mL (DINP), sauf pour le DEHT, pour lequel la LQ obtenue avec
notre méthode est tres Iégérement supérieure a celle de Radaniel et al. 0,3 vs 0,2
pMg/mL. Les plastifiants qui absorbent le moins dans I'UV, a savoir, 'ATBC, le DEHA
et le DINCH présentent des LD et des LQ plus hautes que ceux qui possédent plus

de groupements chromophores dans leur structure chimique.
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Les résultats émanant de la technique CG-SM de Bourdeaux et al. montrent des LQ
plus basses que les nétres sauf pour le TOTM (0,5 pg/mL) et le DINP (1,5 pg/mL).
Cette technique permet la quantification de I'ensemble des plastifiants étudiés. La
CG-SM et la CLHP-DAD sont donc deux techniques rapides pour détecter
I'ensemble des plastifiants étudiés avec une bonne sensibilité.

2. Comparaison des résultats obtenus dans I'analyse a I'aveugle

L'analyse en aveugle des 10 échantillons a permis de tester la fiabilité de la
technique et le processus de dilution a I'aveugle d’'un échantillon pour valider la
meéthodologie. Les résultats obtenus avec d’autres techniques analytiques ont été
compareés avec les résultats obtenus avec notre technique.

Toutes les méthodes détectent le méme plastifiant majoritaire dans les DMs. La CG—
SM et la RMN montrent des taux trés proches pour tous les plastifiants tandis que la
CG-FID a tendance a sous quantifier les plastifiants, particulierement pour le DINP
et ’ATBC. De plus, la CG—FID retrouve des taux de plastifiants minoritaires (DEHA a
2,8% dans I'échantillon 1; DEHA a 9,5% dans I'’échantillon 2 ; ATBC a 9% dans
I'échantillon 10) beaucoup plus élevés que dans les autres méthodes analytiques,
laissant supposer un probléme d’identification de certains plastifiants.

Les résultats obtenus avec notre technique ont donc été comparés aux résultats
obtenus en CG-SM et en RMN (tableau 13).

Pour I'échantillon 1, le DEHT est retrouvé a 25,4% par notre technique contre 33,4%
pour la CG-SM et 36,3% pour la RMN. Pour I'échantillon 2, la concentration de DINP
quantifiée par notre technique (37,2%) est proche de celle quantifiée par la CG-SM
(35,2%) et par la RMN (32,9%). Concernant, les échantillons 3, 4, 5, 6 et 7, qui
contiennent tous du TOTM comme plastifiant majoritaire, la concentration de TOTM
dosée par notre technique est tres proche de celle dosée par CG-SM et RMN, sauf
pour I'échantillon 4 ou la concentration de TOTM est sous-quantifiée par notre
technique comparée aux deux autres techniques (30,6% par notre technique, 34,9%
par la CG-SM et 38,4% par la RMN). Concernant I'échantillon 8 qui contenait du
DINCH, comme plastifiant majoritaire, la quantification de notre technique (29,4%)
est trés proche de celle retrouvée en CG-MS (28,8%) et de celle de la RMN (32,4%).

La quantification de I'ATBC, contenu dans [I'échantillon 9 est également trés
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satisfaisante (22,5%) puisque la RMN a quantifié ce plastifiant a 22,6% et la CG-SM
a24,4%.

Parmi les plastifiants principaux, le DINCH, le DINP, 'ATBC et le DEHA sont les
plastifiants les plus difficiles a doser, étant quantifiés seulement par 5, 6, 7 ou 7
techniques respectivement. L'ATBC, le DEHA et le DINCH ne possédant pas de
groupements chromophores, ils absorbent peu dans I'UV. Le DINP est difficile a
quantifier a cause de I'élution en plusieurs pics.

Pour sept tubulures analysées, le plastifiant majoritaire était du TOTM, ou nous
trouvons systématiquement des traces de DEHT et DEHP. Cette contamination peut
étre due a la fabrication de différents DMs contenant différents plastifiants produits
sur la méme chaine de production. Néanmoins, il est établi dans la littérature (37)
que la production de TOTM peut conduire a des impuretés de fabrication sous forme
de DEHT et de DEHP. Cela expliquerait en partie les traces de DEHP et/ou de DEHT
quasi systématiquement retrouvées dans nos échantillons étudiés a I'aveugle. Cela
reste compatible avec une utilisation en France, avec 'amendement prononceé (32),
tant que les taux de DEHP restent inférieurs a 0,1% (m/m) et tant que le DEHP n’est
encore pas totalement supprimé des DMs. Cependant, la réglementation de 2015
(31) interdisait complétement l'utilisation du DEHP dans les DMs. Or, si le DEHP est
systématiquement trouvé comme plastifiant minoritaire du TOTM, l'utilisation de ce
dernier sera compliquée. Dans ce cadre, la méthode analytique mise au point
permettra de tester le marché des DMs avant le référencement dans un centre
hospitalier et de rechercher la présence et la quantification du DEHP pour étre
conforme a la réglementation.

Cependant, la présence de traces de plastifiants minoritaires (DEHP et DEHT) a
également été mise en évidence dans d’autres tubulures, notamment plastifiees au
DINCH (correspondant a | ‘échantillon 8), la concentration du DEHT était inférieure a
la LQ.

Les résultats de I'échantillon 10 (prototype d’une tubulure plastifiée au DEHA),
considéré comme I'échantillon de référence puisque sa concentration est connue,
sont bien représentatifs. La quantité annoncée (22%) correspond a la quantité de
plastifiant mélangé a la poudre de PVC, mais pas a la quantité retrouvée a la fin du
processus de fabrication de la tubulure. Ainsi, le taux annoncé correspond au taux de

plastifiant utilisé pour la fabrication de la tubulure, non pas celle mesurée par
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Raumedic® dans le produit fini. Les méthodes qui ont retrouvées un taux de DEHA
trés proche des 22% annoncés par le fournisseur sont la CG-SM (21,8%), la RMN
(22%) et la CLHP-DEDL (21,7%). Notre technique a permis de détecter le DEHA a
19,2% tandis que la seconde technique CLHP-UV, qui n’utilise pas les spectres de
la dérivée premiére n’a pas réussi a quantifier le DEHA.

Le prototype DEHA présente les traces d'ATBC (1,329% (m/m) £ 0,045) et de DEHP
(0,008% (m/m) £ 0,003). Grace a l'utilisation de la dérivée premiére des spectres UV
de ces deux composes, il n'est pas possible de confondre le DEHP avec le DEHA.
De plus, contrairement a d'autres techniques analytiques qui ont testé la méme
tubulure, nous pouvons détecter les traces de DEHP. En effet, seule la CG-SM a
réussi a quantifier les deux plastifiants minoritaires dans la tubulure. La SFC-DEDL
et la CLHP-DEDL a également réussi a les détecter mais ne pouvaient pas quantifier
le DEHP.

La détection de traces de DEHP est toujours possible par la technique la CG-SM,
technique la plus sensible des huit testées, capable de le quantifier pour des taux
allant de 0,01 a 0,16% m/m. Les deux techniques utilisant une détection DEDL, la
CLHP et la SFC, ne peuvent jamais le quantifier dans aucun échantillon, tout comme
la seconde méthode CLHP-UV et la CG-FID. La RMN, quant a elle, peut le
quantifier mais a partir de taux dépassant les 0,2% (m/m).

3. Comparaison des techniques de détection par chromatographie liquide

Ainsi, dans le projet ARMED, trois modes de détection de CLHP sont utilisés : 'UV
monocanal, le DEDL et le DAD (notre technique).

Contrairement a la méthode CLHP-UV décrite par Lecoeur et al., notre technique
chromatographique permet la détection de 'ATBC et du DEHA, molécules qui
absorbent faiblement dans I'UV. Cette différence est surement due a I'analyse a une
longueur d’onde unique a 240 nm.

Toutefois, le détecteur DEDL est trés peu utilisé en CLHP mais permet de détecter
plus simplement les molécules n’absorbant que trés peu dans I'UV. Néanmoins,

cette technique décrite par Lecoeur et al. ne permet pas de détecter le DINCH et le
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DINP, malgré I'utilisation d’'un détecteur DEDL. Pour plusieurs plastifiants (le DEHP,
le DEHT et le TOTM), les techniques CLHP-UV publiées présentent des LQ plus
basses que notre technique : 0,06 pg/mL pour DEHP ; 0,02 ug/mL pour DEHT et
0,04 pg/mL pour TOTM. L'utilisation du détecteur DEDL couplé a la SFC permet
I'obtention des LQ plus basses pour les plastifiants non aromatiques (0,8 ug/mL pour
'ATBC et 0,7 pg/mL pour le DEHA). Ainsi, le DEDL semble étre trés intéressant pour
la quantification de ces molécules non aromatiques. Cette technique reste toutefois
trés peu disponible dans les pharmacies a usage intérieur et donc peu accessible, ce
détecteur est en effet trés colteux.

Finalement, la méthode de CLHP-DAD est la troisieme méthode « ARMED »
permettant la caractérisation et la quantification précise des sept plastifiants en une
seule analyse. Cette méthode utilise un appareil plus accessible en termes de colt
que la CG-SM. Nos résultats démontrent que nos LQ sont suffisantes pour identifier
la présence de plastifiants minoritaires dans les DMs commercialisés et les quantifier
jusqu’a 0,1 % m/m en masse de matiére plastique. De plus, la détection des traces
de DEHP est possible avec cette technique, en adéquation avec le nouvel
amendement prononcé (32) qui précise que les établissements de soins doivent
privilégier les DMs contenant la plus faible teneur de DEHP.

Cette méthode pourra donc tout a fait étre utilisée pour tester les DMs sur le marché
francgais afin de s’assurer de I'absence de DEHP et de classer les DMs en fonction de
leur teneur en DEHP.

De plus, dans le cadre du projet ARMED Néo, faisant suite au projet ARMED, ciblé
sur I'étude des plastifiants en réanimation néonatale, cette méthode sera utilisée
pour quantifier les DMs utilisés dans ce service. En effet, dans le cadre de I'étude
observationnelle, une corrélation sera établie entre la composition des DMs utilisés

pour le patient et les concentrations urinaires des plastifiants.
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VI. CONCLUSION

L’utilisation des spectres dérivés a permis la caractérisation des plastifiants
alternatifs au DEHP et du DEHP dans les dispositifs médicaux. La comparaison des
taux de plastifiants majoritaires et minoritaires retrouvés dans les DMs par différentes
techniques a permis de montrer que les résultats obtenus avec cette technique
étaient trés proches de ceux obtenus avec les autres techniques.

Pour conclure, notre technique analytique présente tous les avantages d’une
détection UV : simple, faible colt, rapide (I'analyse dure 13 minutes). Cette méthode,
posséde, également I'avantage d’étre écologique comparée a la spectrométrie de
masse qui utilise des solvants CMR. De plus, la technique CLHP-DAD est beaucoup
moins onéreuse que la RMN, la CLHP-DEDL ou la CG-SM.

Dans le cadre du référencement de nouveaux dispositifs médicaux a I'hdpital, cette
méthode CLHP, pourra tout a fait étre utilisée pour doser les éventuels plastifiants
dans les DMs et dans les éluats dans le cadre des études de migration. Les résultats
obtenus permettront de s’assurer de la composition des DMs et d’étre en conformité
avec la réglementation en vigueur.

Cette technique sera utilisée pour la quantification de plastifiants dans les DMs
utilisés en réanimation néonatale dans le cadre du futur projet ANSM, ARMED Néo.
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VIIl.  ANNEXE : Les différents axes du projet ARMED_(65)
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data on toxicity
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Task 0: Management and steering committee
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Plasticizers’risk priorization
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