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Avant-propos 
L’administration de médicaments par voie parentérale est une pratique incontournable dans la prise 
en charge des patients et présente de multiples bénéfices, mais ces médicaments peuvent contenir 
des particules. Chez les patients, les particules injectées avec le médicament atteignent la circulation 
générale et peuvent avoir un impact médical grave, ce qui en fait une préoccupation d’actualité pour 
les praticiens de santé, les agences réglementaires ainsi que les industries du médicament. 

A l’une des dernières conférences consacrée à ce sujet, qui s’est tenue à Vienne en Mai 2013, le Dr 
Langille, membre de la FDA, a rappelé quelques évènements indésirables graves qui ont marqué la 
communauté internationale ces dernières années : entre 1984 et 2009, 2 adultes aux USA1, et 6 
nouveaux nés en Europe2

 sont décédés d’embolie pulmonaire suite à la perfusion de mélanges 
médicamenteux incompatibles ayant induit la formation de particules, qui se sont révélés être des 
précipités de sels de Calcium. 
On a rapporté également le cas d’un décès en néonatologie, dû à un infarctus de l’intestin survenu à 
cause d’éclats de polypropylène3, et d’autres cas de granulomes pulmonaires, où l’autopsie a révélé 
la présence de fragments de verre et des fibres de coton.4 
Par ailleurs, quelques études menées sur des animaux ont permis d’établir un lien évident entre la 
présence de particules et le stress oxydatif pulmonaire5, des réponses inflammatoires systémiques 
ainsi que des pathologies hépatiques.6 

En résumé, selon Driscoll, les principaux risques associés à une contamination particulaire élevée 
peuvent être d’ordre embolique, métabolique, immunologique ou pharmacologique. C’est pourquoi 
il est important pour les industries du médicament de maîtriser ce paramètre au moment de la 
libération des lots et tout au long de la durée de vie, jusqu’à la date d’expiration du médicament.  

La constatation de non-conformités dans les produits destinés la voie parentérale les mène souvent à 
la quarantaine, et même au retrait du marché, comme nous avons pu le voir ces derniers mois chez 
quelques big pharma, que ceci soit une mesure préventive volontaire, ou corrective imposée par les 
autorités de santé suite à des réclamations. 

Au mois de Juin 2014 par exemple, la FDA a publié sur son site les récents rappels de lots, dont une 
grande partie est en rapport avec ce sujet : la présence dans les flacons de particules visibles issues 
du procédé de fabrication a amené Alexion à rappeler 9 lots de Soliris®. 
Par ailleurs, Hospira a rappelé un lot de Marcaine® en raison de la présence de particules visibles, 
dont l’origine est imputée au fournisseur des flacons. Et enfin, Bristol Mayer Squibb a dû rappeler 6 
lots de Coumadine® suite à des investigations menant à la découverte de particules dans des 
échantillons témoins. 
 
Pour conclure, et au vu des préoccupations des cliniciens, et des difficultés rencontrées par les 

entreprises quant à la maîtrise des processus de fabrication ou la stabilité des médicaments qui 

conduisent à la présence de particules, il convient de développer des méthodes de contrôle qualité 

adaptées à la quantification de la contamination particulaire pour intercepter toute non-conformité 

liée à ce paramètre critique, et mettre sur le marché des produits de la qualité requise, dans le but de 

soigner le patient tout en assurant sa sécurité.  

                                                           
1 Shay et. al. Infec. Cont. and Hosp. Epid. 1997 vol. 18, pp. 814-817 - Hill et. al. J. Parent. Ent. Nutri. 1996 vol. 20, pp. 81-87  
2 Bradley et al. Pediatrics 2009 vol. 123, pp. 609-613 - FDA Drug Safety Newsletter 2009 vol. 2, pp. 24-25. 
3 Cant et al, Brit. Med. Jour. 1988, vol. 296, pp. 968-969.  
4 Puntis et al. Arch. Dis. Child. 1992. Vol. 67 pp.1475-1477.  
5 Driscoll, Ling, Quist, Bristrian. 2005. Pathological consequences from the infusion of unstable lipid emulsion admixtures in guinea pigs.  
6 Driscoll, Ling, Andrersson, Bristrian. 2009. Hepatic indicators of oxidative stress and tissue damage accompanied by systemic inflammation 
in rats following a 24-hour infusion of an unstable lipid emulsion admixture.  
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« Tout est poison  
Rien n’est poison  
Seule la quantité fait le poison » 

Paracelse 

 

 

  



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

IX 
 

Table des matières  

LISTE DES ENSEIGNANTS DE L’UFR DE PHARMACIE -------------------------------------------------------------------------------- I 

REMERCIEMENTS --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- IV 

DEDICACE ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- VI 

AVANT-PROPOS---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- VII 

TABLE DES MATIERES --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- IX 

LISTE DES TABLEAUX ET FIGURES ------------------------------------------------------------------------------------------------------ XI 

LISTE DES ABREVIATIONS --------------------------------------------------------------------------------------------------------------- XIII 

GLOSSAIRE ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- XIV 

1. INTRODUCTION ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 2 

2. ELEMENTS DE THEORIE ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 4 

2.1 CIRCULATION SANGUINE ET VOIE PARENTERALE --------------------------------------------------------------------------------- 4 
2.1.1 Définition et intérêt de la voie parentérale ------------------------------------------------------------------------- 4 
2.1.2 Caractéristiques des médicaments destinés à l’usage parentéral -------------------------------------------- 4 
2.1.3 Circulation sanguine : destination des médicaments ------------------------------------------------------------ 5 

2.2 LES PARTICULES DANS LES MEDICAMENTS --------------------------------------------------------------------------------------- 6 
2.2.1 Introduction ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 6 
2.2.2 Survol historique de la réglementation des médicaments destinés à l’usage parentéral -------------- 7 
2.2.3 Effets cliniques des particules ------------------------------------------------------------------------------------------ 8 
2.2.4 Retraits de lots dus à la présence de particules ------------------------------------------------------------------- 8 
2.2.5 Origines et mesures de réduction des particules ------------------------------------------------------------------ 9 
2.2.6 Classification des particules-------------------------------------------------------------------------------------------- 11 
2.2.7 Limite de visibilité de l’œil humain ----------------------------------------------------------------------------------- 11 
2.2.8 Comptage des particules ----------------------------------------------------------------------------------------------- 12 

2.3 METHODE DE CONTROLE QUALITE ---------------------------------------------------------------------------------------------- 15 
2.3.1 Définition et types de méthodes : ------------------------------------------------------------------------------------ 15 
2.3.2 Gestion du risque de données incorrectes ------------------------------------------------------------------------- 15 
2.3.3 Cycle de vie d’une méthode -------------------------------------------------------------------------------------------- 17 
2.3.4 Validation de méthode -------------------------------------------------------------------------------------------------- 17 

3. MATERIEL ET METHODE----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 23 

3.1 OBJECTIFS GENERAUX ------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 23 
3.2 DESCRIPTION DES POCHES ------------------------------------------------------------------------------------------------------- 23 
3.3 PRODUCTION DES POCHES ------------------------------------------------------------------------------------------------------- 24 

3.3.1 Formage des poches ----------------------------------------------------------------------------------------------------- 24 
3.3.2 Insertion des systèmes de fermeture -------------------------------------------------------------------------------- 24 

3.4 MODE D’UTILISATION AU LIT DU PATIENT --------------------------------------------------------------------------------------- 25 
3.5 LA METHODE D’ANALYSE --------------------------------------------------------------------------------------------------------- 26 

3.5.1 Etapes de la méthode --------------------------------------------------------------------------------------------------- 28 
3.5.2 Les particules analysées ------------------------------------------------------------------------------------------------ 31 

3.6 ANALYSE DE RISQUE -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 31 
3.7 OPTIMISATION DE LA METHODE ------------------------------------------------------------------------------------------------- 36 

3.7.1 Recommandation d’amélioration continue ------------------------------------------------------------------------ 36 
3.7.2 Optimisation du taux d’extraction des particules ---------------------------------------------------------------- 37 

3.8 VALIDATION DE METHODE ------------------------------------------------------------------------------------------------------- 58 



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

X 
 

3.8.1 Introduction ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 58 
3.8.2 Méthode -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 58 
3.8.3 Résultats -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 63 
3.8.4 Discussion ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 63 

4. DISCUSSION GENERALE ----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 69 

4.1 PERSPECTIVES : ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 72 

5. CONCLUSION ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 74 

BIBLIOGRAPHIE ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 75 

ANNEXES -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 79 

LE SERMENT DES APOTHICAIRES ------------------------------------------------------------------------------------------------------ 92 

RESUME --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 93 

  



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

XI 
 

Liste des tableaux et figures 
Tableaux  
Tableau I  Principaux polymères utilisés dans l’industrie pharmaceutique  

Tableau II  Principaux paramètres de la méthode 2 (Monographie 2.9.19 de la Ph. Eur. 8.2) 

Tableau III  Principales différences entre les deux méthodes compendiales de comptage des particules 

Tableau IV  Limites des particules non visibles  

Tableau V  Critères classiques utilisés dans la validation de méthode  

Tableau VI  Durée de réalisation de l’analyse par étape d’une poche pour perfusion 

Tableau VII  Correspondances entre surface et diamètre équivalent d’une particule 
Tableau VIII  Description détaillée de la méthode d’analyse des poches pour perfusion 

Tableau IX Evaluation du risque de contamination sur les principales étapes de la méthode de test 

Tableau X  Facteurs de biais de surévaluation et sous-évaluation 

Tableau XI  Prélèvement et dilution du standard 

Tableau XII  Résultat par blocage de la lumière de l’évaluation du standard externe 

Tableau XIII  Analyse de risque de contamination particulaire durant le procédé de production 
Tableau XIV  Résultat par blocage de la lumière de l’évaluation du standard externe 
Tableau XV  Résultat par filtration sur membrane de l’évaluation du standard externe 

Tableau XVI  Comparaison entre les 2 types de standards (externe et interne) 
Tableau XVII  Comparaison entre la méthode de test et le protocole de développement   

  de la méthode de quantification du standard interne 

Tableau XVIII  Comparaison entre la 1ère extraction et les neuf suivantes lors du protocole   

  de développement d’une méthode de quantification du standard interne 

Tableau XIX  Nombre de particules extraites et taux de recouvrement lors de 10 extractions successives 

Tableau XX  Nombre de particules extraites et taux de recouvrement de 6 extractions successives 

Tableau XXI  Quatre conditions du test d’optimisation de solvant 

Tableau XXII  Conditions testées pour l’optimisation de la méthode 

Tableau XXIII  Gamme de conformité par tranches de taille de particules 

Tableau XXIV  Evaluation des critères de validation de la méthode 
Tableau XXV  Récapitulatif des critères de validation mis en place 
Tableau XXVI  Récapitulatif du protocole de validation 

Tableau XXVII  Matrice des échantillons par critère de validation 

Tableau XXVIII  Résultats du critère d’exactitude 

Tableau XXIX  Résultats du critère de précision 

Tableau XXX  Résultats du critère de précision intermédiaire (pour chaque série) 

Tableau XXXI  Résultats du critère de précision intermédiaire (entre les 3 séries) 

Tableau XXXII  Résultat des taux de recouvrement (approche alternative)  

Tableau XXXIII Evaluation des critères de validation (approches alternative) 

Tableau XXXIV Recouvrement des proportions de particules contenues dans les volumes filtrés (500-2000ml)  

Tableau XXXV  Ratio entre le dénombre partiel extrapolé et le dénombrement total (500ml) 

Tableau XXXVI Dérogations de la méthode aux textes de références  

 

 

Figures 
Figure n° 1  Poche de perfusion comprenant 3 compartiments 

Figure n° 2  Illustration du premier passage hépatique  

Figure n° 3 Illustration des diamètres des vaisseaux sanguins (d’après Pearson) 
Figure n° 4  Illustration de la circulation sanguine (d’après Widmaier)  

Figure n° 5  Proportions des motifs de retraits de lots publiés par la FDA en 2013 et 2014 

Figure n° 6   Illustration de la limite de visibilité (d’après Aldrich) 

Figure n° 7  Diagramme illustrant le principe de blocage de la lumière (d’après Groves) 
Figure n° 8  Microphotographies de particules communément analysées, respectivement de gauche 

  à droite : du polyéthylène, du carbonate de calcium, et des parties d’insecte (d’après Barber) 



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

XII 
 

Figure n° 9  Illustration des étapes classiques d’une méthode d’analyse (d’après Amarouche) 

Figure n° 10  Diagramme des 5 M 

Figure n° 11  Schématique typique du management de risques (d’après l’ICH Q9) 

Figure n° 12  Processus de validation d’une méthode (Norme ISO 17025) (d’après Amarouche) 

Figure n° 13  Concept de base de la validation: valeur de référence et limite d’acceptabilité   

  (d’après Feinberg) 

Figure n° 14 Schéma résumant le cycle de vie d’une méthode analytique 

Figure n° 15  Schéma de la composition du film plastique des poches souples 

Figure n° 16  Illustration du design d’une poche pour perfusion à trois compartiments 

Figure n° 17  Rupture des soudures pelables d’une poche multi-compartiments    

  (documentation B.Braun) 

Figure n° 18  Mélange du contenu d’une poche multi-compartiments (documentation B.Braun) 

Figure n° 19  Préparation de l’infusion pour l’administration au patient (documentation B.Braun)  

Figure n° 20  Illustration de l’analyse partielle de la membrane de filtration 

Figure n° 21  Enceinte à flux laminaire prête pour une session de travail 

Figure n° 22  Schéma simplifié de la méthode de comptage des particules dans les poches 

Figure n° 23  Photographie sous microscope de membrane après filtration de solution   
  (Grossissement à 90 fois)  
Figure n° 24  Illustration du risque d’erreur inhérent au facteur humain 

Figure n° 25  Photo d’un filtre présentant une probable contamination pendant l’étape de séchage  

  (Grossissement à 90 fois) 

Figure n° 26  Diagramme d’Ishikawa représentant les principales sources de contamination secondaire 

Figure n° 27  Illustration de l’amélioration continue au niveau du filtre de porosité 0.2 µm 
Figure n° 28  Illustration de l’amélioration continue au niveau du découpage 

Figure n° 29  Photographie par microscopie d’une partie de membrane contenant une particule  

  et une imperfection (Grossissement à 90 fois) 

Figure n° 30  Illustration des valeurs expérimentale et de référence 

Figure n° 31  Photographie des billes de polystyrène vue sous microscope au grossissement x90 

Figure n° 32  Diagramme représentant les principales sources de contamination en zone de production 

Figure n° 33  Vue sous le microscope au grossissement de 20 fois des particules du standard interne  

  (à droite) et celles analysées en routine (à gauche). 

Figure n° 34  Illustration des valeurs expérimentale et de référence, déterminée après N rinçages 

Figure n° 35  Illustration d’une poche pour perfusion avant la 1ère extraction (à gauche)   

  et avant chacune des 9 extractions suivantes (à droite) 

Figure n° 36  Profil d’extraction des particules au cours des rinçages successifs (poche 1) 

Figure n° 37  Profil d’extraction des particules au cours des rinçages successifs (poche 2) 

Figure n° 38  Profil d’extraction des particules au cours des rinçages successifs (poche 3) 

Figure n° 39  Illustration schématique de l’extraction des particules au fur et à mesure   

  des rinçages successifs, avec présence d’un bruit de fond de contamination secondaire 

Figure n° 40  Comparaison des taux d’extraction moyens des quatre solvants test ANOVA   

  (à l’aide du logiciel Minitab) 

Figure n° 41  Logigramme résumant les principales étapes et conclusions de l’optimisation de méthode 

Figure n° 42  Schématique des tests réalisés sur chaque poche 

Figure n° 43  Distribution autours de la cible des recouvrements par échantillon 
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Liste des abréviations 

5 M  5 thèmes : moyens, méthode, milieu, matière, main d’œuvre  

AMDEC  Analyse des modes de défaillances, de leurs effets et leur criticité 

AMM   Autorisation de Mise sur le Marché   

ANOVA  Analyse de Variance 

BPF  Bonnes Pratiques de Fabrication  

CV   Coefficient de variation 

CFR  « Code of Federal Regulation », code de la réglementation fédérale (USA) 

ECA   « European Compliance Academy », Académie Européenne de la Conformité  

EPPI  Eau Pour Préparations Injectables 

FDA   « Food and Drug Administration », Administration de l’agroalimentaire   

  et des médicaments (USA) 

GMP    « Good Manufacturing Practices », Bonnes Pratiques de Fabrication 

HEPA   « High Efficiency Particulate Air », filtre à particule aériennes à haute efficacité 

HLB   « Hydrophilic Lipophilic Balance », Balance Hydrophile-Lipophile 

HVAC   « Heating, Ventilation and Air-Conditioning », Chauffage, Ventilation et Climatisation  

ICH    « The International Conference on Harmonization », Comité International  

  pour l’Harmonisation 

IPC    « In Process Control », contrôle en cours de procédé 

IM  Intra-Musculaire 

ISO  « International Organization for Standardization », Organisation International  

  pour la Standardisation 

IV  Intra-Veineuse 

JP  « Japanese Pharmacopoeia », Pharmacopée Japonaise 

NIST   « National Institute of Standards and Technology », Institut National des Standards 

  et de la Technologie 

OOE   « Out Of Expectations », (Résultat) Non Attendue  

PA   Principe actif  

PDA   « Parenteral Drugs Association », Association pour les Médicaments destinés à 

l’usage parentéral 

Ph. Eur.  Pharmacopée Européenne 

PQRI  « Product Quality Research Institute », Institut de Recherche sur la Qualité  

  des Produits 

RCP   Résumé des Caractéristique du Produit 

ROW   « Reverse Osmose Water », eau purifiée par osmose inverse 

USP  « United State Pharmacopoeia », Pharmacopée des Etats-Unis  

ZAC   Zone à Atmosphère Contrôlée 
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Glossaire  
 

 

Actions correctives et 
préventives (CAPA)  

système d’implémentation d’action correctives et préventives résultat 
d’une investigation suite à des réclamations, rejets de lots, non-
conformité, rappel de lots, déviation, audits et autres inspections, 
tendances de procédé et monitoring de qualité des produits 

Compendial  se dit d’une méthode qui est fourni dans une monographie de la 
pharmacopée 

Contamination terme générique qui désigne la présence non désirée d’un matériau 
dans un lieu 

Danger source potentielle de dommage, de préjudice ou d'effet nocif 

Délaminage formation de lamelles à partir d’une matière, ou d’un matériau 
macromoléculaire  

Déviation  action de dévier, prendre une direction qui s’écarte de la ligne 
déterminée à l’avance 

Effet indésirable  réaction nocive et non recherchée, susceptible d’être liée à l’utilisation 
d’un produit de santé pouvant être d’intensité variable 

Effet indésirable grave  effet indésirable d’intensité majeure pouvant prolonger une 
hospitalisation, entraînant une invalidité importante ou durable, ou 
susceptible de mettre la vie en danger 

Filtrat (ou perméat)  molécules et/ou particules qui passent à travers la membrane lors du 
procédé de filtration sur membrane 

Formage  transformation des matières premières plastiques par modification de 
la forme de feuilles ou de plaques (Larousse) 

HLB  « Hydrophilic Lipophilic Balance », ou balance hydrophile-lipophile, 
grandeur caractéristique d’un tensioactif, qui varie de 0 à 20 non 
inclues. Plus la valeur est élevée, plus le tensioactif est hydrophile 

Infarctus mort brutale et massive de cellules, en rapport avec un manque 
d’oxygène suite à l’interruption de la circulation artérielle. L’infarctus le 
plus connu est celui du myocarde (muscle cardiaque) 

IPC  « In Process Control », contrôle en cours de production réalisé afin 
d’ajuster si nécessaire le procédé pour assurer que le produit est 
conforme à ses spécifications 

Lot quantité spécifique d’un médicament supposée avoir une qualité et des 
caractéristiques uniformes dans les limites spécifiées, et produite selon 
un cycle de production unique 

Poche de perfusion récipient rempli à sa capacité nominale avec la solution pour perfusion, 
muni de l’identification pour le stockage et pour l’administration 
parentérale de la solution pour perfusion 

Poche pour perfusion  récipient vide avec identification convenant à la réception, au stockage 
et à l’administration de la solution pour perfusion 

Retrait de lot mesure urgente de protection de santé publique visant à retirer du 
marché un produit pharmaceutique. Chaque titulaire d’AMM doit 
implémenter des procédures de rappel des lots défectueux produits 

Remplissage vasculaire technique médicale consistant à perfuser un soluté dans la circulation 
sanguine afin d’augmenter la volémie. Il s’agit d’une thérapeutique 
d’urgence en cas d’hypovolémie au cours d’un choc, pouvant mettre en 
jeu le pronostic vital 

  



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

XV 
 

Rétentat  molécules et/ou particules retenues par la membrane lors du procédé 
de filtration sur membrane 

Standard de référence un standard de référence, ou matériaux de référence, est une 
substance préparée pour une utilisation en tant que standard dans un 
test, identification, ou test de pureté. Il doit avoir la qualité appropriée 
à utilisation envisagée, pour laquelle il est souvent caractérisé et évalué 
par des procédures additionnelles autre que celles utilisées en routine 

Valeur de référence valeur d’une grandeur, dont l’incertitude de mesure associée est 
considérée communément comme suffisamment petite pour que la 
valeur puisse servir de base de comparaison pour les valeurs de même 
nature 

Vérification fourniture de preuves tangibles qu’une entité donnée satisfait à des 
exigences spécifiées 
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1. Introduction 
Le laboratoire B.Braun est un groupe non côté en bourse, appartenant à une famille allemande. Il est 

présent depuis 170 ans dans les domaines de la conception, de la production et de la 

commercialisation de matériel médico-chirurgical et de médicament. [1] 

Il possède 46 sites de production dans le monde, dont celui de Crissier (Vaud, Suisse) qui est un 

centre d’excellence spécialisé dans les médicaments pour la nutrition parentérale, les solutions de 

remplissages vasculaires et les systèmes de conditionnement primaire et secondaire en plastique. 

Dans le cadre de ce travail de recherche, on s’intéresse principalement aux conditionnements 

primaires, qui sont des poches pour perfusion faites principalement de polyoléfine, fabriquées vides 

dans un premier temps, puis contrôlées.  

Le processus de production des poches pour perfusion vides implique le contrôle qualité dans un 

premier temps, qui consiste en des tests physiques dont le dénombrement des particules non-

visibles, objet principal de cette recherche. L’intérêt de ce contrôle est de maîtriser le niveau de 

contamination particulaire de départ avant remplissage par une solution de perfusion. Une limite en 

nombre de particules a été instaurée par B.Braun pour les produits vides et est équivalente à 40% 

des limites compendiales appliquées aux produits remplis. Ceci permet de laisser une marge de 60% 

à l’apport de la solution de perfusion qui ne peut en être exempte, ainsi qu’au processus de 

remplissage, et d’aboutir ainsi à un produit fini conforme.  

Une fois la conformité avec les spécifications vérifiée, les poches vides sont libérées pour être 

remplies sur le site-même ou un autre site du groupe, où elles sont soumises à des nouveaux 

contrôles, dont le dénombrement des particules, avant d’être mises sur le marché.  

 

 
Figure n° 1 – Poche de perfusion comprenant 3 compartiments 

Au cours de son cycle de vie, la méthode de comptage des particules a subi des modifications 

majeures telles que : 

- L’introduction de la deuxième méthode de la pharmacopée européenne (Ph.Eur.) à la place 

de la première [2] 

- L’utilisation d’un tensioactif, le polysorbate 80 [3] 

Les problématiques résultant de ces changements sont les suivantes : 

A quel point les résultats sont-ils représentatifs de l’état de contamination particulaire effectif des 

poches pour perfusion analysés ?  

Existe-t-il un biais, et le cas échéant, la méthode peut-elle être améliorée et optimisée de manière à 

être plus fiable ? 
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2. Eléments de théorie 

2.1 Circulation sanguine et voie parentérale  

2.1.1 Définition et intérêt de la voie parentérale 
L’usage de la voie parentérale est incontournable dans la prise en charge des patients, et présente de 

nombreux avantages par rapport aux voies entérale et externe.  

Elle trouve principalement son intérêt dans les situations d’urgence, en cas d’inconscience, ou encore 

lorsque le premier passage hépatique présente un risque de dégradation métabolique pour le 

principe actif. 

L’administration parentérale du médicament permet alors de rendre le principe actif disponible 

directement dans la circulation générale, avec une biodisponibilité pouvant être absolue, et une 

action rapide. [4]  

 

Figure n° 2 – Illustration du premier passage hépatique  

L’adjectif « parentéral » est définit selon le dictionnaire Le Larousse, par opposition à l’administration 

entérale : qui s’administre par une voie autre que digestive. Celle-ci implique la résorption du 

principe actif à travers le tractus gastro-intestinal, et le conduit à travers le premier passage 

hépatique à la circulation sanguine. [5] 

Il y a une définition plus restrictive d’après la monographie « Préparations 

parentérales » de la Ph. Eur. : [6]   

 

Il existe de multiples voies d’abord de la circulation sanguine, dont les plus 

employées sont les voies intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanée. Les voies 

intraartérielle et intracardiaque sont moins courantes. [4] 

2.1.2 Caractéristiques des médicaments destinés à l’usage parentéral 
Les médicaments destinés à la voie parentérale doivent satisfaire, de manière très 

rigoureuse, à plusieurs essais dont celui de la stérilité, de contamination particulaire et des 

endotoxines bactériennes. [6]  

Pour préserver leur qualité, ces médicaments sont conditionnés dans des récipients en 

verre [7] ou des récipients fabriqués à partir d’un ou plusieurs polymères et peuvent 

contenir des additifs. Les plus utilisés sont le polyéthylène, le polypropylène, et le poly-

(chlorure de vinyle). Ils se présentent sous forme de poches flexibles ou flacons moulés, et 

sont étiquetés afin de permettre l’identification et la traçabilité. [8]    
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Tableau I – Principaux polymères utilisés dans l’industrie pharmaceutique [9] 

Symbole normalisé Nom chimique Formule chimique  

PE Polyéthylène   

PP Polypropylène 
 

PVC Poly-(chlorure de vinyle) 
 

PS Polystyrène 
 

 

PA 

Polyamides :  
                          PA 6 
                          PA 7 
                          PA 8 
                          PA 9 
                          PA 11 
                          PA 6-6 
                          PA 6-10  

D’après le code du 21 CFR, ces conditionnements ne doivent pas altérer la qualité des médicaments 

qu’ils conditionnent par rapport aux spécifications établies. [10]  

Dans le cas de la contamination particulaire, cela signifie que les récipients vides doivent y contribuer 

le moins possible. 

Le récipient en plastique vide, sujet principal de cette thèse, est défini dans la norme ISO 15747 : [11] 

 

2.1.3 Circulation sanguine : destination des médicaments 
Les médicaments administrés par voie parentérale se retrouvent directement dans la 

circulation sanguine. Celle-ci forme une boucle fermée, composée de deux circuits qui 

naissent et se terminent dans le cœur : [12] 

- La circulation pulmonaire où tout le sang est pompé par le ventricule droit à travers les 

poumons puis revient dans le ventricule gauche. 

- La circulation systémique qui part du ventricule gauche, passe à travers tous les organes et 

tissus de l’organisme – à l’exception des poumons – puis se termine dans le ventricule droit. 

Chaque organe reçoit alors une fraction du sang, comme le foie, la rate, l’intestin, les reins, le 

cerveau …etc. 
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Figure n° 3 – Illustration des diamètres des vaisseaux sanguins 

(d’après Pearson)  

Dans les deux circulations, les vaisseaux en s’éloignant du 

cœur se ramifient à un degré extraordinaire donnant un 

nombre considérable de très petits vaisseaux, les capillaires, 

dont les plus fins présentent un diamètre interne d’environ 

9 µm [13]. Ces derniers se réunissent ensuite pour former de 

plus gros vaisseaux en rejoignant le cœur.  

Au vue de cette arborisation et des diamètres faibles des 

capillaires sanguins qui irriguent les organes de l’organisme 

humain, il est aisé de comprendre les dégâts que peuvent 

engendrer des particules solides introduites 

involontairement dans ce système. 

 

 

2.2 Les particules dans les médicaments   

2.2.1 Introduction 
De manière générale, le mot « particule » trouve plusieurs significations dans la littérature 

scientifique selon le domaine concerné : chimie, physique, thermique …etc.  

Ainsi, dans le domaine pharmaceutique, la définition est donnée par la Ph. Eur. : [2] 

 

Les praticiens de santé et les agences réglementaires sont très au fait de l’impossibilité de 

fabriquer des médicaments complètement exempts de particules [14], quand bien même 

cela serait souhaitable et que les procédés de mise en forme pharmaceutique soient en 

constante amélioration pour tendre vers cet état de fait. [15] 

Depuis plus de 30 ans [16], les congrès se multiplient, réunissant d’éminents experts comme Scott 

Aldrich et Stephen Langille, pour discuter les problématiques de contamination particulaire 

rencontrés, ainsi que l’état de l’art en matière de nouvelles technologies de caractérisation et de 

réduction du risque de contamination. 

Figure n° 4 – Illustration de la circulation 

sanguine (d’après Widmaier)  
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L’association A3P [15] s’intéresse particulièrement aux particules visibles via des groupes de travail 

d’intérêt commun visant à évaluer, prévenir et réduire la contamination particulaire lors des 

procédés de fabrication. L’USP organise également des séminaires pour répondre aux problèmes 

récurrents posés par les industries de la santé, ainsi que la prestigieuse Académie Européenne de 

Conformité (ECA) [14] qui organise annuellement une conférence intitulée Particles In Parenterals 

(particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral) pour en discuter les sujets d’actualité 

et les perspectives. [17] 

Thomas Barber (2000) a entièrement dédié un ouvrage à ce sujet, et selon lui, ces problématiques 

sont apparues dès l’introduction des préparations injectables dans les pharmacopées. [18] 

2.2.2 Survol historique de la réglementation des médicaments destinés à l’usage 

parentéral   
A l’un des derniers congrès de l’ECA, qui s’est tenu à Vienne en Mai 2013, Aldrich a donné quelques 

repères historiques qui ont marqué l’évolution de la réglementation des médicaments en termes de 

contamination particulaire : [17] 

1905 Première référence aux solutions parentérales dans l’USP. Aucune mention sur la 
contamination particulaire 

1949 Publication dans la littérature scientifique de plusieurs événements indésirables graves 
incriminant les particules injectées 

1949 L’inspection visuelle est introduite, avec des précautions pour éviter la contamination des 
médicaments injectables 

1965 Première norme limitant le nombre de particules, émise par le National Biological Standards 
Laboratory (Canberra, Australie) qui a stimulé les activités menant à l’actuelle limitation.   

1973 Turco et Davis révisent les conséquences cliniques des particules injectées 

1974 Révision des limites en Australie et Grande-Bretagne, puis aux Etats-Unis (l’USP se base sur 
les études de la PDA en collaboration avec d’autres organismes) : 

Grande-Bretagne  Australie Etats-Unis  

1000 particules/ml ≥ 2 µm 
100 particules/ml ≥ 5 µm 

1000 particules/ml ≥ 2 µm 
250 particules/ml ≥ 3.5 µm 
100 particules/ml ≥ 5 µm 
25 particules/ml ≥ 10 µm 
2 particules/ml ≥ 20 µm 

50 particules/ml ≥ 10 µm 
5 particules/ml ≥ 25 µm 

  

1984 Les 2 méthodes (blocage de la lumière et microscopie) sont révisées : 
- Les préparations de grand volume sont analysées par microscopie 
- Les préparations de petit volume sont analysées par blocage de la lumière, et ont de 
nouvelles limites : 10 000 particules/ml ≥ 10 µm et 1000 particules/ml ≥ 25 µm. 

1990 L’USP définit de nouvelles limites selon le volume de la préparation : 
- Grand volume (> 100 ml) : 25 particules/ml ≥ 10 µm et 3 particules/ml ≥ 25 µm  
- Petit volume (< 100 ml) : 10 000 particules/ml ≥ 10 µm et 1000 particules/ml ≥ 25 µm  

1995 L’USP hiérarchise les 2 méthodes : le blocage de la lumière est préféré à la microscopie en 
raison de la facilité, objectivité, efficience, et expérience historique de la méthode. 
Les limites révisées sont toujours en vigueur dans la version actuelle de l’USP.   

2007 Les 3 principales pharmacopées (Ph. Eur., USP, JP) harmonisent le chapitre <788> de l’USP 
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Les limites réglementaires ont donc considérablement évolué au fil de l’amélioration des 

méthodes d’analyse et de quantification des particules, ainsi que des découvertes 

scientifiques de leur impact médical. 

2.2.3 Effets cliniques des particules  
Dans un ouvrage intitulé « Particle Toxicology » (toxicologie des particules) [19], une 

communauté de chercheurs détaille les mécanismes physiopathologiques engendrés par 

les particules, notamment les interactions avec les membranes cellulaire, l’inflammation, le 

stress oxydatif, la fibrose pulmonaire, ainsi que les effets génotoxiques et immunitaires.  

Le Dr. Langille liste les effets cliniques les plus couramment observés suite à l’injection accidentelle 

de particules : [20] 

- L’occlusion, thrombose, phlébite, et embolie 

- L’inflammation, les réactions antigéniques et immunologiques 

- Les granulomes, les fibroses, ou enfin la mort 

Selon lui, ils dépendent de plusieurs facteurs de risques dont : 

- le nombre et la nature des particules  

- l’âge du patient, ainsi que son alitement qui ralentit la circulation sanguine 

- et enfin, la voie d’administration 

En effet, les particules injectées par voie IM sont moins dangereuses en raison de l’efficacité de la 

réponse immunitaire tissulaire qui met en place rapidement la phagocytose et l’immobilisation. [18] 

A contrario, les particules injectées par voie IV arrivent dans la circulation générale et 

suivent selon toute logique le circuit du sang en se dirigeant vers le lit capillaire 

pulmonaire, où elles seront théoriquement piégées. 

Le poumon dispose également de ses propres mécanismes de défense, mais ceux-ci peuvent être 

dépassés en cas de forte contamination particulaire, ou si les particules présentent une taille 

importante : par exemple, au-delà de 50 µm, les particules sont plus enclines à s’y loger. Celles de 

plus petite taille sont plutôt susceptibles d’être bloquées au niveau du foie ou de la rate.  

En 1955, Bruning décrit 19 cas d’autopsie présentant des fibres et des particules cristallines dans les 

vaisseaux pulmonaires entourées par la réaction immunitaire. 

Sarrut et Nezelof ont traité en 1960 de 25 cas de lésions artérielles, caractérisés par la présence de 

macrophages dû à la contamination par des fibres de coton. 

Garvan et Gunner ont été, selon Barber, les précurseurs des études cliniques sur les particules. En 

1963, ils ont quantifié et classé les particules retrouvés dans des médicaments en Australie. Et en 

1964, ils ont présenté leur conclusion sur leurs effets indésirables, basée sur des expériences sur 

lapin, et des dissections de poumons humains post-mortem. 

2.2.4 Retraits de lots dus à la présence de particules 
La présence de particules dans la médication parentérale peut donc avoir un effet indésirable grave, 

pouvant mener à la mort des patients. Cela explique l’attention particulière qu’elle reçoit de la part 

des praticiens de santé qui considèrent, à tort ou à raison, ce paramètre comme l’indicateur principal 

de la qualité des médicaments destinés à la voie parentérale, bien qu’il fasse partie d’un plus large 

panel d’attributs, tel que la stérilité, l’osmolarité, ou encore le pH. [18] 

La facilité de détection des particules par une simple inspection - lorsqu’elles sont visibles à l’œil nu -  

en fait un motif répétitif de réclamations qui pousse les autorités de santé à imposer des mesures 
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correctives pouvant aller au retrait de lot. Ces mêmes mesures peuvent être également prises 

volontairement par les industries de santé à des fins préventives en cas de constatation de non-

conformités. 

Afin de situer le travail de cette thèse dans son contexte international, la figure n°5 résume 

les cas de retraits de lot du marché publiés sur le site de FDA [21] depuis 2013 et jusqu’à 

Septembre 2014 (annexe 1). 

 

Figure n° 5 – Proportions des motifs de retraits de lots publiés par la FDA en 2013 et 2014 

On peut voir que la présence non conforme des particules constitue 44,9% des motifs de retraits de 
lots, devant les diverses problématiques de stérilité, les erreurs d’étiquetages, la détection 
d’ingrédients non déclarés…etc. 
En 21 mois, pas moins de 214 lots de produits pharmaceutiques ont été retirés du marché autant en 
raison de la présence de ces particules que pour tous les autres motifs confondus. La nature et la 
taille des particules varient considérablement, on retrouve principalement des particules de verre, 
d’oxyde de fer et des filaments de cellulose et de polyester.  

En Août 2014, Cubist Pharmaceuticals a rappelé pas moins de 107 lots de Cubicin® en raison d’une 
potentielle présence de particules de verre. En Septembre 2014, le laboratoire Hospira a confirmé 
suite à une réclamation la présence d’une fraction de cheveu humain dans un flacon unique 
d’Héparine, tandis qu’en Octobre 2013, il s’agissait d’une particule de 3 mm d’oxyde de fer dans un 
flacon de Marcaine®. 

La présence de telles particules peut sembler impressionnante compte tenu de la destination des 
médicaments qui les véhiculent directement dans le sang, mais elle n’est que le reflet de la quantité 
infinie des particules provenant de différentes sources qu’elles soient environnementales ou pas, et 
de la difficulté à les maîtriser, quand bien même les industries veillent à implémenter des moyens 
pour empêcher la contamination particulaires des produits pharmaceutiques.  

2.2.5 Origines et mesures de réduction des particules 
Les industries du médicament doivent obligatoirement suivre une hiérarchie complexe de 

règlements, normes et standards pour maîtriser la contamination particulaire, déterminée par la 

contribution de plusieurs sources, environnementale, anthropiques ou encore endogènes, dont on 

en retiendra les six principales : [18] 

1. D’abord, l’environnement qui est une source très importante de particules de 

toutes natures, et sa réduction est maîtrisée par la production dans des locaux 

adaptés selon les BPF, tels que les salles blanches, et la classification des zones 

décrites dans la norme ISO 14644-1 (annexe 2).  
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Des mesures rigoureuses sont également mises en place telles que :    

- Systèmes d’épuration de l’air approvisionné, appelés HVAC, et gradients de pression 

atmosphérique 

- Stations de travail minimisant la génération de particules et approvisionnement d’air en flux 

laminaire filtré (HEPA)  

- Sélection des équipements et matériels à haute résistance à l’abrasion 

- Et autres contrôles environnementaux périodiques …etc. 

2. L’activité humaine est un facteur non négligeable, bien que l’habillement spécifique des 

opérateurs (combinaison, gants…etc.) présente une haute résistance à l’abrasion, les fibres 

de cellulose qui les composent persistent comme source particulaire communément 

identifiée. [18] [22] 

Sa minimisation est également réalisée de manière indirecte par la réduction du personnel en ZAC, la 

formation des opérateurs à une gestuelle lente générant peu de turbulences, le monitoring 

environnemental et les procédures gérant l’activité.  

Selon Barber [18], la contamination particulaire induite par le personnel dépend de l’environnement 

de travail et présente, par exemple en laboratoire, les proportions suivantes : 

≥ 10 µm ≥ 50 µm 
70 % 30 % 

3. Les procédés de production et de mise en forme pharmaceutique dont la maîtrise passe par 

la propreté et la conception adéquates du procédé incluant machinerie et locaux. La filtration 

en ligne des solutions fabriquées est également un moyen dont l’efficacité est largement 

prouvée. [20] 

4. Le conditionnement (ou contenant) qui peut être produit et fourni avec un certain niveau de 

contamination, ou contribuer à en générer lors de phénomènes de délamination ou d’éclats 

de verre. Selon Renger les facteurs d’aggravation sont la rugosité des surfaces intérieures 

dont les sommets peuvent être sujets à l’abrasion. [22] 

Il est important que la contamination des conditionnements servant à la mise en forme 

pharmaceutiques soit réduite au maximum. Son élimination par rinçage n’est efficace que pour les 

récipients en verre. Dans les autres cas, il s’avère moins efficace et généralement plus difficile à 

mettre en œuvre. [18] 

5. La composition de la formulation (ou contenu) peut induire également la dégradation du 

produit ou la formation de particules dans les produits, qui sont des phénomènes complexes. 

Ils peuvent impliquer la dégradation, l’agrégation, l’agglomération, la précipitation, la 

cristallisation, ou encore la sédimentation.   

6. Les interactions contenu-contenant sont plus difficiles à maîtriser. Elles requièrent des études 

de la qualité des composants du contenant, la consistance de ses matières premières et des 

tests de stabilité et de compatibilité. La littérature est notamment riche sur le sujet de ces 

interactions surtout avec le caoutchouc - des systèmes de fermeture -, et le PQRI publie 

régulièrement ses travaux et recommandations relatifs aux substances extractibles et 

migrantes. [18] 

En considérant le procédé de thérapie parentérale dans sa globalité, d’autres sources doivent être 

prises en considération : [18] 

7. Les dispositifs et autres tubulures utilisés pour l’administration des préparations 

parentérales, tel que les seringues et aiguilles. 

8. Les manipulations des médicaments par le personnel hospitalier ou le patient, tel que les 

reconstitutions, l’ouverture des ampoules ou le trocardage. 



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

11 
El-Hadeuf Wafa – Laboratoire B.Braun Medical AG 

9. Les mélanges de médicaments pouvant conduire à des incompatibilités physico-chimiques et 

mener à la formation de précipités, de cristaux ou de trouble. Un livre entier est dédié à ces 

problématiques, le Trissel’s Table (Trissel et Leissing 1996) dont la 17e édition est publiée en 

2013, sous le titre Handbook of Injectable Drugs. 

Les pratiques hospitalières d’administration peuvent inclure dans les dispositifs de perfusion des 

filtres en ligne d’une porosité de 0.2 µm ou 0.45 µm : des études ont démontré l’efficacité de la 

filtration finale d’une thérapie intraveineuse et des articles scientifiques mettent l’accent sur la 

nécessité de telles pratiques pour les patients en soins intensifs recevant des perfusions parentérales 

à répétition [23] [24]. Cependant, elles doivent prendre en considération l’affinité et le risque de 

liaison des principes actifs aux membranes filtrantes.   

A la lumière des considérations énoncées, il est évident que des mesures protectrices doivent contrer 

toute source de particules potentielle à chaque étape du processus de la thérapie parentérale, et 

minimiser son impact.  

Les limites compendiales semblent refléter la réalité des médicaments injectables qui contiennent 

inévitablement une faible quantité de particules, d’où l’importance de pouvoir correctement les 

identifier, caractériser et quantifier. [18] 

2.2.6 Classification des particules 
Les particules peuvent être classées selon plusieurs critères, leur origine ou morphologie : [18] 

- La forme arrondie, ou allongée comme une fibre 

- La surface peut être régulière ou rugueuse 

- La couleur peut varier selon la luminosité 

- Leur nature chimique et leur viabilité également peuvent entrer en compte 

- La taille et le diamètre, dont la détermination peut présenter des difficultés  

De manière générale, l’unité de mesure des particules est le micron, 10-6 mètre.  

1 µm constitue la frontière entre les particules fines (< 1 µm) et les autres. [18] 

Dans la norme ISO 8871-3 (2004), les particules sont classées selon leur taille :  

≥ 2µm ≥ 5µm ≥ 10µm ≥ 25µm ≥ 50µm ≥ 100µm 
La Ph. Eur. cite deux classes de particules : 

- Les particules visibles. 

- Les particules non-visibles dont la taille peut être ≥ 10 µm, ≥ 25 µm. 

2.2.7 Limite de visibilité de l’œil humain 
Dans un séminaire de l’USP de 2010, Scott Aldrich [25] évoque une zone grise de croisement entre 

les domaines du visible et non-visible, couvrant l’intervalle de 25 µm à 150 µm. Mickael Mulkerrin 

admet que la limite de visibilité de l’œil humain est acceptable à 50 µm. [26] 

Historiquement, cette valeur de 50 µm a toujours été admise d’après Barber, bien que l’inspection 

visuelle à l’œil nu soit sujette à de multiples sources d’erreurs incluant l’intensité lumineuse, le temps 

d’inspection, la subjectivité humaine et la fatigue. [18]  

D’après ce dernier, Garvan et Gunner ont décrit en 1963 un appareillage d’inspection visuelle qui a 

permis de voir des particules d’environs 10 µm et même de 5 µm, apparaissant comme des tâches 

scintillantes de lumières, changeant de couleur selon l’angle d’éclairage. 

Notons que la norme ISO 8871-3 classe les particules de taille ≥ 25µm parmi les particules visibles et 

que la Ph. Eur. n’apporte pas de précision à ce sujet. [27] 
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Figure n° 6  – Illustration de la limite de visibilité (d’après Aldrich) 

Pour conclure, la limite de visibilité par l’œil humain est subjective et dépend de l’équipement utilisé. 

Elle se situe de manière générale entre 25 µm et 150 µm, avec une limite généralement admise par les 

scientifiques à 50 µm, sans exclure la possibilité de distinguer des particules de taille largement plus 

fine, avec une relation de proportionnalité entre la probabilité de détection d’une particule et sa taille. 

Dans le cadre de ce travail, on s’intéresse particulièrement aux particules non visibles. 

2.2.8 Comptage des particules   
De manière générale, le comptage des particules est un test physique. [18]  

L’ICH harmonise les textes des pharmacopées de la zone ICH, considérés comme interchangeables et 

équivalents pour la contamination particulaire non visible : [28] 

Ph. Eur. USP JP 
2.9.19 <788> <6.07> 

Notons que d’autres formes galéniques sont soumises à ce test : les médicaments ophtalmiques. 

2.2.8.1 Remplissage du conditionnement vide 

Les conditionnements vides doivent d’abord être remplis d’un liquide de rinçage avant l’analyse. 

La norme ISO 15747 décrit les exigences tant physiques, chimiques que biologiques auxquels doivent 

se conformer les récipients en plastique vides durant les étapes de développement, y compris la 

contamination particulaire, détaillée dans son annexe A7.  

Les conditionnements en plastique sont : [11] 

- remplis d’eau (EPPI) filtrée à travers des pores de 0.2 µm 

- traités selon l’utilisation envisagée (remplissage, stérilisation)  

- stockés au moins 12 heures  

- analysés par blocage de la lumière. Les résultats doivent être conformes aux limites 

compendiales.  

La norme ISO 8871-3 [27], intitulée « Eléments en élastomère pour administration parentérale et 

dispositifs à usage pharmaceutique » traite dans sa troisième partie du dénombrement des particules 

libérées et des conditions de remplissage des poches vides, qui doivent être analysées dans une 

station à air propre correspondant à la classe ISO 8, tel que défini dans la norme ISO 14644-1 7 (par 

exemple, une enceinte à flux laminaire), après remplissage d’eau exempte de particules : 

- contenant 0.3 ×10-3 de polysorbate 80, pour le dénombrement des particules visibles où le 

liquide de rinçage est filtré sur une membrane de porosité maximale de 0.8 µm 

- ou sans addition de polysorbate 80 pour le dénombrement des particules non visibles par 

blocage de la lumière. 

Le rôle du polysorbate 80 est de mettre en suspension les particules pour les extraire des poches. On 

pourrait s’étonner de son inutilisation pour l’analyse par blocage de la lumière. Cela peut s’expliquer 

par le fait qu’il mousse, et que les bulles formées présentent un risque de biais.   

                                                           
7 La classe ISO 8 contient au maximum 3. 52 × 106 de particules ≥ 0.5 µm et 832 × 103 de particules ≥ 1 µm et 293 × 103 de particules ≥ 5 µm.  
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2.2.8.2 Revue des méthodes compendiales 

Deux principales méthodes de comptage des particules sont détaillées dans la Ph. Eur. en vigueur : 

Méthode 1 : basée sur le principe de blocage de la lumière, où un laser est fournie par une diode 

pour éclairer les particules suspendues dans la solution et un détecteur mesure le voltage résultant 

pour en déterminer la taille des particules. [18]  

Les appareils classiques de comptage de particules, tel que Hiac Royco 9703 comptent les particules 

par intervalle de tailles :  

≥ 2 µm ≥ 5 µm ≥ 10 µm ≥ 25 µm ≥ 50 µm ≥ 100 µm 
 

Lors de la réalisation du test par cette méthode, un volume supérieur ou égal à 5 ml est 

prélevé à 4 reprises, le premier servant uniquement à rincer l’appareillage et les trois 

suivants à calculer un résultat moyen.  

 
Figure n° 7 – Diagramme illustrant le principe de blocage de la lumière (d’après Groves) 

Méthode 2 : basée sur le dénombrement par microscopie des particules retenues sur une membrane 

filtrante de porosité inférieure ou égale à 1.0 µm. 

 
Figure n° 8 – Microphotographies de particules communément analysées, respectivement de gauche à 

droite : du polyéthylène, du carbonate de calcium, et des parties d’insecte (d’après Barber) [18] 

Les paramètres principaux de cette méthode sont détaillés dans le tableau suivant : 

Tableau II – Principaux paramètres de la méthode 2 (Monographie 2.9.19 de la Ph. Eur. 8.2) 

Paramètre  Description résumée 

Conditions du test Conditions limitant la contamination particulaire (enceinte à flux laminaire)  

Vérification des 
conditions du test 

Analyse d’un témoin négatif pour confirmer que l’environnement est 
approprié, que l’eau est exempte de particules et que le matériel est 
nettoyé convenablement. 

Matériel et verrerie 1 Préalablement rincés à l’eau exempte de particules  

Membrane filtrante De couleur noire ou gris foncée, de porosité inférieure ou égale à 1.0 µm 

Filtration Filtration de la totalité du volume de l’échantillon 
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Paramètre  Description résumée 

Séchage 
Séchage des filtres dans des boites de Pétri partiellement fermées, au sein 
de l’enceinte à flux laminaire 

Microscope  Microscope binoculaire équipé d’un micromètre 

Eclairage Deux illuminateurs permettant un éclairage épiscopique et oblique avec un 
angle de 10-20°  

Grossissement 100 ± 10 fois 

Comptage Balayage de la membrane entière avec un possible comptage partiel suivi 
d’un calcul pour dénombrer les particules de tailles ≥ 10 µm et 25 µm.  

Détermination de 
taille  

Transformation mentale de l’image de chaque particule en un cercle et 
comparaison aux cercles de référence 

1 L’eau exempte de particules est obtenue par filtration de l’eau distillée à travers une membrane de porosité de 0.2 µm. [29] 

Dans un ouvrage consacré à la microscopie pharmaceutique, Carlton [30] explique que le concept de 

diamètre sphérique équivalent est très commun pour la détermination de taille. Il est défini comme 

étant le cercle ayant la même surface projetée, et calculé selon la formule : 

𝑑𝑖𝑎𝑚è𝑡𝑟𝑒 é𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡 = 2 × √
𝑆𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒

𝜋
 

Notons à titre indicatif qu’il existe de nombreuses autres méthodes de caractérisation des particules 

qui sortent du cadre de ce travail. 

2.2.8.3 Comparaison des deux méthodes  

Les principales différences entre les deux méthodes des pharmacopées sont résumées dans le 

tableau suivant : [30] [31]  

Tableau III – Principales différences entre les deux méthodes compendiales de comptage des particules 

Critère de comparaison 
Méthodes compendiales 

Méthode 1  Méthode 2  

Principe d’analyse Blocage de la lumière Filtration sur membrane et microscopie 

Temps d’analyse Relativement court 
Relativement lent, nécessitant des étapes de 
préparation d’échantillon 

Facteur de biais Bulles de gaz 
Erreur de préparation d’échantillon, et 
d’analyse d’image microscopique 

Détermination de taille 
Répartition statistique 
par intervalle de taille 

Taille précise pour chaque particule analysée 

Distribution des tailles Résolution modérée Haute résolution 

Estimation de la forme 
des particules 

Rendement quantitatif Rendement quantitatif et qualitatif 

 

2.2.8.4 Les limites compendiales  

Les médicaments destinés à la voie parentérale doivent être conformes aux limites de particules non 

visibles énoncées dans la pharmacopée. Celles-ci sont fonction du volume de la préparation 

parentérale et de la taille des particules : 

Tableau IV – Limites des particules non visibles [2] 

Volume de la 
préparation parentérale 

Taille des 
particules 

Méthode 1 Méthode 2 

> 100 ml 
≥ 10 µm 25 par ml 12 par ml 

≥ 25 µm 3 par ml 2 par ml 

≤ 100 ml 
≥ 10 µm 6000 par contenant 3000 par contenant 

≥ 25 µm 600 par contenant 300 par contenant 
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Notons que ces limites concernent les médicaments, et non leurs conditionnements vides, ces 

derniers n’ayant pas de limites propres. 

2.3 Méthode de contrôle qualité  

2.3.1 Définition et types de méthodes : 
Pour répondre au besoin de contrôler la qualité des produits pharmaceutiques, il existe trois types de 

méthodes : [32] 

- D’abord, les méthodes normalisées (ou compendiales) comme celles qui sont détaillées dans 

le précédent chapitre 

- Les méthodes adaptées à partir de normes ou de textes de références et utilisées en dehors 

de leur application prévue 

- Et enfin, les méthodes développées par le laboratoire 

Une méthode peut être définie comme « la description générique de l’organisation logique des 

opérations mises en œuvre dans un mesurage ». Ces opérations peuvent être classées dans trois 

étapes classiques, telles que schématisées dans la figure ci-dessous : 

 

Figure n° 9 – Illustration des étapes classiques d’une méthode d’analyse 

(d’après Amarouche) 

2.3.2 Gestion du risque de données incorrectes 
Il existe un niveau de risque associé à chaque opération et à chaque étape. Une 

erreur ou un événement non attendu peuvent fausser le résultat de la méthode 

servant à contrôler les médicaments. 

Il est nécessaire de maîtriser ce processus, afin de garantir le haut niveau de qualité et de pureté des 

médicaments, tel qu’exigé par les BPF et les agences réglementaires.  

Le point de départ peut être l’identification des facteurs de biais (causes d’erreurs) en dressant une 

liste aussi exhaustive que possible [32], pour en évaluer l’impact sur la qualité du médicament, ainsi 

que les données qui influencent les décisions impliquant son efficacité sur le patient et sa sécurité. [18] 

Le risque est communément défini comme étant la combinaison de la probabilité d’occurrence d’un 

danger et la sévérité de celui-ci. [33] 

Les lignes directrices de l’ICH (Q9) offrent une approche de la gestion du risque [33]. Plusieurs outils 

d’évaluation y sont détaillés, et peuvent être déployés en fonction des situations, des événements et 

des objectifs comme celui de l’amélioration continue. Les techniques les plus simples concernent 

l’organisation des données : 

- Les logigrammes 

- Les fiches de contrôles 

- Les cartographies des procédés 

- Le diagramme cause-effet, ou diagramme d’Ishikawa ou encore le diagramme des 5M : il 

permet à l’aide de ses 5 thèmes (moyens, méthode, milieu, matière, main d’œuvre) de 

structurer l’identification des principales composantes qui influencent un résultat final. [32] 
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- L’AMDEC (Analyse des modes de défaillances, de leurs effets et leur criticité) permet d’établir 

les risques d’un processus et d’en quantifier l’impact sur la performance. Elle doit se baser 

sur la bonne compréhension du processus, et chaque risque doit être évalué par degrés de 

gravité, de fréquence et de détectabilité. 

Chacun de ces trois indices est évalué sur une échelle de 10, dont le produit permet de calculer la 

criticité et ainsi de hiérarchiser les risques de manière quantitative.  

L’AMDEC permet également de mesurer l’efficacité des mesures implémentées de minimisation de 

risques en réévaluant le degré de fréquence et de détectabilité une seconde fois. 

Dans tous les cas, tous ces outils servent à évaluer des risques dans le but de les réduire à un niveau 

acceptable, comme l’explique la figure suivante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 11 – Schématique typique du management de risques (d’après l’ICH Q9) 

Selon Barber, la validation de méthode peut également être un outil de gestion de risque. [18]  

Figure n° 10 – Diagramme des 5 M 
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En plus d’identifier les composantes pouvant potentiellement fausser le résultat d’une méthode, il 

est important de les hiérarchiser pour mettre en évidence ceux qui peuvent présenter un impact plus 

important, afin d’orienter vers celles-ci les efforts de validation.  

L’idée est qu’un risque peut être réduit à un niveau très faible, et que la validation sert à démontrer 

son élimination. 

Cependant, des erreurs peuvent se produire durant les tests de validation eux-mêmes : l’analyste 

peut dévier par erreur des protocoles de validation établis et générer par exemple des données 

fausses ou ne pas en générer du tout. Il doit alors détecter ces erreurs, les corriger et évaluer leur 

impact sur la validation, ou alors ne pas les exploiter si nécessaire.  

2.3.3 Cycle de vie d’une méthode 
Il convient de préciser à quel moment la validation doit intervenir dans le cycle de vie d’une 

méthode. Celui-ci est décrit plus ou moins différemment selon les sources bibliographiques, on peut 

retenir les six principales étapes suivantes : [18] [32] [34] 

1. Expression des besoins de l’utilisateur et définition des objectifs de la méthode recherchée 

2. Développement ou sélection d’une méthode pour répondre au besoin de l’utilisateur  

3. Mise au point de la méthode et optimisation des étapes pour les adapter à la matrice et aux 

conditions opératoires 

4. Gestion du risque pour mettre en évidence d’éventuels risques d’erreurs et interférences 

avec le résultat de la méthode, dans l’objectif de leur minimisation à un niveau acceptable 

5. Validation de méthode qui ne doit intervenir que sur une méthode complètement mise au 

point et préalablement évaluée 

6. Utilisation en routine 

7. Evaluations périodiques et revalidation si nécessaire, en cas d’importantes modifications 

2.3.4 Validation de méthode 
La validation de méthode est définie par la norme ISO 17025 qui permet l’accréditation d’un 

laboratoire à réaliser des analyses [35]:  

 

Chaque méthode doit alors disposer d’un dossier de validation apportant les preuves de sa fiabilité à 

remplir les prescriptions particulières en adéquation avec les besoins. [18] 

La norme ISO 17025 détaille le processus de validation d’une méthode dans les grandes lignes en 

laissant le choix à l’analyste des outils et de la méthodologie. [35] 
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Figure n° 12 – Processus de validation d’une méthode (Norme ISO 17025) 

(d’après Amarouche) 

Les lignes directrices de l’ICH Q2 intitulées « Validation of Analytical Procedures : text and 

methodology » [36] (Procédures analytique de validation : texte et méthodologie) apportent plus  

de précisions, en définissant les critères de validation classiques qui peuvent être utilisés même en 

dehors du domaine pharmaceutique. Par souci de cohérence avec les nombreuses sources traitant 

de ce sujet, le tableau suivant les résume en utilisant les termes en français et en anglais : [28] 

Tableau V - Critères classiques utilisés dans la validation de méthode  
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Critères 
Brève description 

En anglais En français 
Accuracy 1 

(trueness) 
Exactitude 

(ou justesse) 
Proximité entre les résultats expérimentaux et la valeur 
réelle ou valeur de référence  

Repeatabi-
lity 

 
 

 

Répétabilité 

Proximité des résultats expérimentaux d’une série de 
mesures, obtenus dans les mêmes conditions opératoires 
durant une courte période 

Interme-
diate 

Precision 

Précision  
Intermé-

diaire  

Proximité des résultats expérimentaux d’une série de 
mesures, obtenus en incluant des variations intra-
laboratoire : jour, analyses, équipements différents… etc.  

Reproduci-
bility 

Reproducti-
bilité 

Proximité des résultats expérimentaux entre plusieurs 
laboratoires (appliquée lors de standardisation de 
méthodes) 

Linearity Linéarité 

Capacité à obtenir des résultats directement 
proportionnels à la concentration de l’analyte dans 
l’échantillon 

Range 2 
Intervalle de 

validité 

Intervalle entre la plus haute et la plus basse 
concentration de l’analyte pour lequel on peut démontrer 
un bon niveau de fidélité, exactitude et linéarité 

Specificity Spécificité Exprime le degré de biais et d’interférences 
Limit of detection Limite de détection Teneur la plus faible détectable 

Limit of 
quantification 

Limite de 
quantification 

Limite la plus basse pouvant être quantifiée avec fidélité et 
exactitude. 

Robustness Robustesse 
Capacité à rester inchangée malgré de faibles variations 
des paramètres de la méthode 

1 son estimation implique que l’on soit capable de définir une valeur de référence, et nécessite l’emploi de matériaux ou standard de 
références pour l’obtention d’une valeur de référence. Ce point sera développé dans la suite de ce rapport. [34] 
2 Barber rappelle qu’il n’est pas nécessaire de valider au-delà de la gamme d’utilisation (limites de conformité d’un médicament). [18] 

2.3.4.1 Standard de référence  

L’ICH Q6(A) définit le standard de référence de manière générale : [39] 

 
Dans le contexte de la mesure de particules, le NIST, fournisseur de standards calibrés certifiés, 

publie sur son site un grand nombre de standards de différentes natures physico-chimiques : 

- sphères de polystyrène 

- précipités de fluorure de calcium 

- particules de verre …etc. 

Dans la présentation de son représentant lors du séminaire de l’USP en 2010, le Dr Ripple, cite 

quelques propriétés communément souhaitées dont : 

- la structure irrégulière 

- l’aspect variable (de sphérique à longitudinal) 

- ainsi que la simplicité d’utilisation 

Selon Feinberg, il existe différentes stratégies de détermination de la valeur de référence, par 

l’utilisation de plusieurs types de standards, tel que : [34] 

- Les matériaux certifiés : la solution la mieux connue et la plus simple, car ils sont vendus 

accompagnés d’une valeur de référence par un organisme spécialisé (comme le NIST) 
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- Les matériaux de référence internes : dont la valeur de référence est assignée par 

l’utilisateur, et le prix est bon marché.  

2.3.4.2 Valider ou ne pas valider ? 

L’obligation de valider selon la norme ISO 17025 est accompagnée d’une grande latitude dans le 

choix de la méthodologie, laissé à la charge de l’analyste. Cette flexibilité semble refléter la nécessité 

de définir des protocoles de validation spécifiques aux besoins de l’utilisateur, aux objectifs de la 

méthode et au produit pharmaceutique contrôlé.   

Selon Barber [18], la décision de ne pas valider indique que les données générées par la méthode ne 

sont pas impliqués dans la sécurité ou l’efficacité du médicament. 

Dans le cas contraire, les méthodes servant à évaluer les attributs de qualité d’un médicament sont 

donc :  

- Validées lorsqu’il s’agit de méthodes développées ou adaptées de normes et références. 

- Vérifiées pour assurer leur adéquation avec les conditions de test du laboratoire [37] car 

considérées comme validées par les organismes d’accréditation [38].  

2.3.4.3 Validation de méthodes physiques 

Toutefois, l’ICH [36] ajoute que d’autres méthodes comme la détermination de taille des particules 

ne sont pas directement concernées par ses lignes directrices. En effet, comme nous l’avons 

précédemment vu, la détermination de taille des particules est une méthode physique.  

Carlton [30] va jusqu’à dire que le terme validation n’est approprié que dans le cas de mesures de 

paramètres chimiques, et qu’il est plus judicieux de parler d’analyse d’erreur pour le dénombrement 

et la détermination de taille des particules. Selon lui, ces méthodes physiques induisent 

automatiquement des erreurs, principalement au niveau de la justesse et de la fidélité des résultats: 

1. Les erreurs de justesse peuvent être liées à la préparation d’échantillon. En effet, les erreurs 

inhérentes à la préparation de l’échantillon peuvent impacter aléatoirement les résultats.  

L’estimation de la justesse est établie par la comparaison de résultats répétés d’un seul et même 

échantillon exprimés par la méthode et contenus dans la gamme d’utilisation du produit, et la valeur 

de référence. [36] 

On peut calculer le taux de recouvrement, à savoir « le pourcentage de la quantité de l’analyte 

obtenue par la méthode par rapport à la quantité d’analyte réellement présente » [34] 

2. Les erreurs de fidélité peuvent être générées par le choix des paramètres d’analyse.  

La fidélité peut être étudiée sur les deux niveaux intra-laboratoires :  

D’abord la répétabilité : elle peut être étudiée sur des échantillons (authentiques ou artificiellement 

préparés). Son évaluation est réalisée sous les mêmes conditions opératoires dans un court laps de 

temps pour évaluer la proximité des résultats d’une série d’au moins 6 mesures, dont la dispersion 

peut être appréciée par l’écart-type relatif ou Coefficient de Variation (CV). [36] 

La précision intermédiaire dépend des circonstances d’utilisation prévues et s’établit par l’étude des 

variations typiques telles que les analystes, les jours, et les équipements. La dispersion des résultats 

obtenus est également appréciée par le calcul du CV. 

 

La validation d’une méthode physique doit donc se concentrer sur les critères de justesse et fidélité. 

Cependant, l’éclatement des objectifs, critère par critères, peut nuire à la clarté de l’enjeu selon 

Feinberg [34]. Par exemple, l’analyste peut être amené à accepter des résultats qui s’éloignent de la 

valeur de référence, mais qui sont fidèles, comme dans l’exemple 2 de la figure.  
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Figure n° 13 – Concept de base de la validation : 

valeur de référence et limite d’acceptabilité (d’après Feinberg) 

 

Feinberg (2013) [34] propose une méthodologie globale de validation dénommée le profil 

d’exactitude, qui combine les 2 critères de justesse et de fidélité, et qui permet de caractériser un 

résultat de manière globale, pour fournir des garanties que chaque résultat obtenu en routine sera 

suffisamment proche de la valeur réelle (ou de référence). 

Selon lui, il faut fixer un objectif global de performance relatif à l’exactitude de la méthode 

et non des objectifs séparés. Les critères autres que la justesse et fidélité peuvent donc 

être étudiés s’ils sont applicables, en fonction des méthodes candidates à la validation, 

mais doivent être cohérents avec l’exactitude.  

2.3.4.4 Etapes de la validation 

De manière générale, la conduite d’une validation de méthode est réalisée selon les étapes clefs 

suivantes :  

1. Définition des objectifs de performances de la méthode qui dépend du besoin formulé. [32]  

2. L’exécution des tests de validation : le but ici est de planifier des expériences pour étudier 

chacun des critères dans le respect d’un objectif global, et de décrire, étape par étape, les 

procédures à exécuter et leurs critères d’acceptations. [18] 

3. Vérifier l’exactitude des résultats (profil d’exactitude).  

4. Documenter les résultats dans rapports de validation. 

D’autres étapes de la validation s’inscrivent dans le cycle de vie d’une méthode mais à un autre 

niveau et sortent du cadre de ce travail : tel que la qualification des équipements associés, la 

maintenance et la maîtrise des changements ainsi que les évaluations périodiques. 

En résumé, la validation a pour but de garantir un haut degré d’assurance de la fiabilité d’une 

méthode, elle n’a pas pour objectif le risque zéro. Le piège à éviter selon Barber [18] est la réalisation 

d’un nombre excessif de tests et de documentations qui n’augmentent pas la valeur ajoutée du 

produit pharmaceutique. 

Le plan de validation doit donc suivre une approche rationnelle telle que les erreurs d’un système 

puissent être détectées et évitées à un niveau raisonnable.  
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3. Matériel et méthode   

3.1 Objectifs généraux  
L’objectif général de ce travail est la validation de la méthode de comptage des particules non-

visibles par microscopie dans les poches pour perfusion vides. 

Avant d’entamer directement les tests de validation, il est important de comprendre la conception 

des poches, ainsi que leur mode d’utilisation au lit du patient afin d’appréhender au mieux l’impact 

de ce produit médicamenteux sur la santé et la sécurité du patient. 

La contamination particulaire des poches vides étant le principal sujet de cette thèse, nous 

détaillerons le procédé de fabrication de ces dernières et les méthodes d’analyse utilisées afin de 

mettre en évidence l’origine de leur contamination primaire (lors de la fabrication) ou secondaire 

(lors de l’analyse). 

Par la suite, le travail de validation de la méthode de dénombrement sera organisé en trois temps :  

1) D’abord la compréhension des paramètres de la méthode de test permet d’en évaluer 

l’impact sur les résultats au moyen d’une analyse de risque.  

2) Ensuite, son optimisation moyennant deux approches :  

- Des recommandations d’amélioration continue afin de réduire les risques d’erreur. 

- Des essais d’optimisation de méthode afin de maîtriser l’impact des paramètres de la 

méthode sur les résultats. 

3) Enfin, la méthode est validée en prouvant sa fiabilité et son adéquation avec l’objectif 

principal, qui est le dénombrement des particules non-visibles dans les poches pour 

perfusion. 

 

3.2 Description des poches 
Le laboratoire B.Braun fabrique des poches pour perfusion en plastique. Le film plastique servant à la 

fabrication des poches souples est constitué de deux fines couches :  

- la première en polypropylène (en contact direct avec la solution de perfusion)  

- la seconde en polyamide (couche externe), assurant la résistance mécanique de la poche 

Ces deux couches sont liées par une strate adhésive composée de polypropylène greffé. Il est à noter 

que, vu la composition du film, on peut s’attendre à ce que les particules ayant pour origine le film en 

polyoléfine ou d’autres polymères de synthèse, soient de nature essentiellement hydrophobes.  

 

Figure n° 15 – Schéma de la composition du film plastique des poches souples 

Les poches produites peuvent comporter un nombre de compartiments variant de deux à trois, et 

avoir un volume nominal allant de 625 à 2500 ml. L’intérêt des poches multi-compartimentées est de 

séparer, au sein d’un même produit pharmaceutique, des composants incompatibles entre eux sur 

une longue durée ou au cours de certaines étapes de fabrication telle que la stérilisation. 



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

24 
El-Hadeuf Wafa – Laboratoire B.Braun Medical AG 

Par exemple, une poche pour perfusion à 3 compartiments se présente comme illustré ci-dessous. 

Elle inclut 4 systèmes de fermeture : 

 

Figure n° 16 – Illustration du design d’une poche pour perfusion à trois compartiments 

- 1 système de fermeture capsulé d’origine 

- 3 systèmes de fermeture ouverts. Ils seront capsulés après remplissage par les solutions de 

perfusion 

3.3 Production des poches  
Tout processus de mise en forme pharmaceutique produit inévitablement des particules, et afin de 

comprendre l’origine des particules qui peuvent potentiellement contaminer les poches pour 

perfusion, il est important de détailler leur procédé de production, qui inclut deux étapes : le 

formage et l’insertion des systèmes de fermeture. 

3.3.1 Formage des poches  
Préalablement, les matières premières (bobines de film en plastique et systèmes de fermetures) sont 

déconditionnées dans un SAS matériel, à l’entrée de la ZAC (Zone à Atmosphère Contrôlée). Ensuite, 

les bobines de film sont installées sur les machines de formage, en vue d’y être déroulées, 

imprimées, soudées et découpées : 

- Dès que le film est déroulé, les données réglementaires y sont imprimées, incluant entre 

autres le nom du médicament, le N° d’AMM et la composition 

- Le film imprimé avance progressivement vers l’appareillage de soudure qui forme les parois 

des poches, puis vers un couteau en céramique dont le rôle est la découpe longitudinale de 

la lisière des poches soudées. Un aspirateur est localisé à ce niveau du procédé pour éliminer 

les particules générées par le système de découpe 

- Un couteau-navette assure la découpe transversale des poches  

- A l’issu de cette première étape de fabrication, les produits semi-finis sont soumis à des tests 

physiques au niveau d’un premier poste de contrôle IPC 

3.3.2 Insertion des systèmes de fermeture   
Les systèmes de fermeture sont placés dans des bols vibrants, qui les font avancer individuellement 

par un mouvement saccadé dans l’objectif d’éliminer d’éventuelles particules collées. Après une 

phase de préchauffe, les systèmes de fermeture sont insérés dans les poches formées, par le bras de 

convoyage et soudées au moyen de mors de soudure chauffants. 

Un deuxième poste de contrôle IPC permet de réaliser des tests sur les poches finies, et d’effectuer 

l’échantillonnage statistique pour le contrôle qualité.  

Les poches sont enfin emballées par trentaine dans un double sac en plastique, puis stockées dans 

des cartons en attendant la libération puis le transport au site de remplissage. 

Système de fermeture ouvert 

Système de fermeture capsulé 

Compartiments 
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3.4 Mode d’utilisation au lit du patient 
Dans le RCP, il est préconisé de mélanger les compartiments des poches pour perfusion juste avant 

l’administration au patient.  

D’abord, appliquer une légère pression pour rompre les soudures pelables qui séparent les différents 

compartiments de la poche de perfusion : [40] 

 
Figure n° 17 – Rupture des soudures pelables d’une poche multi-compartiments 

(documentation de B.Braun) 

Puis, retourner les poches de perfusion et mélanger le contenu des compartiments 

minutieusement avant d’infuser au patient : 

 
Figure n° 18 – Mélange du contenu d’une poche multi-compartiments 

(documentation de B.Braun) 

Et enfin, administrer au patient : 

 
Figure n° 19 – Préparation de la perfusion pour l’administration au patient 

(documentation de B.Braun) 
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3.5 La méthode d’analyse 
De manière générale, la méthode d’analyse est établie à partir de 3 références normatives : 

- la norme ISO 15747 qui décrit les tests à réaliser sur les poches vides de manière générale  

- la norme ISO 8871-3 qui décrit les conditions de remplissage des poches vides pour le 

comptage des particules 

- la Ph. Eur. (méthode 2 de la monographie 2.9.19) qui décrit les conditions de filtration de 

solvant, et de dénombrement au microscope ainsi que les limites d’acceptation.   

Elle comporte 3 phases : 

1) Le remplissage : les poches pour perfusion sont remplies au sein d’une enceinte à flux 

laminaire verticale à l’aide d’un solvant de remplissage exempt de particules, composé d’eau 

et de polysorbate 80. 

2) La filtration : le solvant de remplissage est filtré sur une membrane de porosité 0.45 µm qui 

retient les particules initialement contenues dans les poches.  

3) Le dénombrement : la membrane est observée sous microscope optique avec éclairage 

épiscopique (autours de l’échantillon) et oblique (par le côté). 

Cette méthode de test est chronophage. En effet, l’analyse d’un échantillon dure environ 45 minutes : 

Tableau VI – Durée de réalisation de l’analyse par étape d’une poche pour perfusion 

Etape Durée (minutes) 

Remplissage 10 

Filtration 20 

Dénombrement partiel 15 

Afin de réduire la durée de réalisation de l’étape de filtration (2) sous vide à moins de 10 minutes, 

seul un volume de 500 ml est filtré au lieu de la totalité, aboutissant à une analyse partielle. Cette 

analyse partielle du volume est citée seulement pour la méthode 1 de la monographie 2.9.19. Elle 

fera l’objet d’une évaluation lors de la validation de méthode. 

Le dénombrement au microscope (3) est réalisé en deux temps : 

- Dénombrement total de la membrane sans distinction de taille à un grossissement de 20 fois, 

réalisé à titre indicatif, exploité en cas d’investigation et à des fin statistiques (analyses de 

tendance). 

- Dénombrement partiel (selon la Ph. Eur.) à un grossissement de 90 fois, avec distinction de 

taille des particules ≥ 10 µm et ≥ 25 µm. Il est réalisé sur 8 fenêtres, distribuées en forme de 

Z de sorte qu’elles soient représentatives de la totalité de la membrane. Celles-ci sont fixes et 

réparties selon le schéma illustré ci-dessous, afin de permettre de standardiser l’opération.  

 

 

 

Figure n° 20 – Illustration de l’analyse partielle de la membrane de filtration 

La surface des 8 fenêtres représente 1/48ème de celle de la partie filtrante de la membrane. Sur celle-

ci, la détermination de la contamination particulaire est réalisée par extrapolation en multipliant par 

48. Puis, en divisant par le volume filtré, le résultat final est exprimé en « particule/ml ». 

Fenêtres analysées  
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Le dénombrement partiel de la membrane fera également l’objet d’une évaluation lors de la 

validation de méthode. 

La détermination de taille, n’est pas faite par comparaison à des cercles de référence tel que 

préconisée par la Ph. Eur., mais à l’aide d’un logiciel qui permet de déterminer la surface de chaque 

particule de manière précise et d’en calculer le diamètre équivalent selon la formule suivante : 

𝑑𝑖𝑎𝑚è𝑡𝑟𝑒 é𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡 = 2 ×  √
𝐴𝑖𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒 𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é𝑒

𝜋
 

Ainsi, on obtient les diamètres à partir des surfaces, comme suit : 

Tableau VII – Correspondances entre surface et diamètre équivalent d’une particule 

Surface Diamètre équivalent 

≥ 78.5 µm2 ≥ 10 µm 

≥ 491 µm2 ≥ 25 µm 

 

 
Figure n° 21 – Enceinte à flux laminaire prête pour une session de travail 

Notons que l’enceinte à flux laminaire est sujette à des procédures de nettoyage périodique qui 

permettent d’augmenter l’efficacité du flux laminaire. De ce fait, sa contribution à la contamination 

particulaire est jugée négligeable. 

   



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

28 
El-Hadeuf Wafa – Laboratoire B.Braun Medical AG 

3.5.1 Etapes de la méthode  
Tableau VIII – Description détaillée de la méthode d’analyse des poches pour perfusion 

Etape Image Description 

Remplissage 

 

Remplissage des poches par l’eau ROW, à 

travers un système de filtration de 

porosité de 0.2 µm dont le rôle est de la 

rendre exempte de particules  

Addition de 

Polysorbate 80  

 

Ajout de polysorbate 80 à l’aide d’une 

seringue munie d’un filtre de porosité de 

0.2 µm dont le rôle est de le rendre 

exempt de particules  

Bouchage 

 

Bouchage des ports avec une colle à 

séchage rapide  

Rupture des soudures 

pelables 

 

Pression manuelle sur les poches pour 

casser les soudures pelables, suivie d’une 

étape de mélange.  

A noter que les potentiels reliquats des 

soudures peuvent empêcher la circulation 

des particules entre les compartiments et 

vers l’extérieur de la poche lors de l’étape 

suivante de filtration. 

Ouverture des poches  

 

Découpage d’une portion de la poche avec 

une paire de ciseaux 
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Rinçage du matériel  

 

Rinçage à l’eau ROW exempte de 

particules du filtre à 0.45 µm de porosité 

et d’un entonnoir   

Placer le filtre 

 

Le filtre à 0.45 µm est placé sur le 

dispositif de filtration 

Placer l’entonnoir  

 

L’entonnoir est placé sur le dispositif de 

filtration 

Filtration  

 

Filtration du solvant, totale ou partielle, 

selon l’échantillon à analyser.  

  

Exemple : pour les poches de 2500 ml à 3 

compartiments, le volume filtré 

correspond à 500 ml.   

La filtration partielle sera évaluée lors de 

la validation. 

Séchage des filtres  

 

Les filtres sont placés dans des boites 

transparentes avec un couvercle 

entrouvert, dans l’enceinte à flux 

laminaire.  

Cette étape est décrite dans la Ph. Eur.  

Comptage des 

particules 

 

Dénombrement des particules au 

microscope   
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Figure n° 22 – Schéma simplifié de la méthode de comptage des particules dans les poches 

Dans le cadre de ce travail « la mise en suspension » est employée pour décrire le phénomène qui se 

produit à l’étape . En effet, lorsqu’une entité physique rencontre un solvant, elle est susceptible 

d’adopter l’un ou l’autre des deux comportements : 

1. Mise en solution : la particule est dissoute par le solvant à l’état moléculaire et n’est plus 

distinguée de celui-ci. Dans ce cas-là, elle ne répond plus à la définition de la particule, telle 

que donnée par la Ph. Eur. 

2. Mise en suspension : la particule est emportée par le solvant, sans y être dissoute. Elle reste 

distinguable soit à l’œil nu (particule visible) ou non (particules non-visible). Ceci aboutit à 

former une suspension composée du solvant de remplissage et des particules contenues dans 

la poche. 

La « mise en suspension » semble le plus adéquat pour décrire ce phénomène.  
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L’étape apparaît comme une étape cruciale dans la préparation de l’échantillon pour l’analyse. 

En effet, le solvant peut ne pas entraîner toutes les particules contenues dans la poche, sans possibilité 

à ce niveau-là de détecter le nombre de particules restées dans la poche.  

Il est, de ce fait, impératif d’évaluer le taux d’extraction des particules par le solvant, dans la suite de 

ce rapport. 

Aussi, on parle d’extraction des particules. De nouveau, est-ce le terme adéquat ? 

L’extraction désigne généralement un procédé de séparation physico-chimique, qui n’est pas l’objet 

de ce travail. Dans le cadre de celui-ci, l’extraction vient du verbe extraire, qui désigne l’action d’ôter 

ou de retirer un objet du lieu où il se trouve.  

A l’étape , l’analyste compte les particules retenues sur la membrane de 0.45 µm. 

3.5.2 Les particules analysées 
Les particules analysées en routine présentent un aspect blanchâtre, et sont de tailles variables, 

comme on peut le constater sur la figure ci-dessous. 

 
Figure n° 23 – Photographie sous microscope de membrane après filtration de solution  

(Grossissement à 90 fois)  

Du fait de la multiplicité des origines possibles des particules analysées en routine, on considère que 

leur nature physico-chimique peut être multiple, bien qu’homogène dans le temps.  

 

3.6 Analyse de risque 
Au microscope, les particules comptabilisées devraient refléter la contamination particulaire des 

poches, mais cela dépend de trois facteurs principaux : 

- L’aptitude de l’analyste à distinguer les particules au microscope optique 

- Le taux d’extraction des particules par le solvant 

- La contamination secondaire lors de la préparation de l’échantillon 

L’objectif de cette analyse de risque est d’évaluer leur impact sur le nombre des particules. 

1. Le facteur humain : 

L’évaluation de la présence d’une particule ou non se trouve soumise à la subjectivité humaine. En 

effet, l’analyste peut, en cas de fatigue oculaire, omettre de compter un certain nombre de particules, 

en les considérant par exemple comme des imperfections de la membrane. 
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Dans le cas d’un nombre élevé de particules, leur distinction en devient difficile si elles sont trop 

proches ou superposées. 

 

Figure n° 24 – Illustration du risque d’erreur inhérent au facteur humain 

Dans les premier et dernier exemples, ce facteur agit en faveur d’une sous-évaluation du résultat. A 

contrario, dans le 2e exemple, il agit en faveur d’une surévaluation.  

2. Le taux d’extraction des particules par le solvant :  

Si le solvant n’a pas la capacité d’emporter toutes les particules, cela entraîne une sous-évaluation du 

résultat. Ce point sera repris dans l’optimisation de la méthode.  

Le design de certaines poches pour perfusion peut présenter des caractéristiques en faveur de ce 

phénomène :  

- la grande surface du film, sur lequel les particules hydrophobes peuvent rester accrochées 

- le nombre élevé de compartiments dont les reliquats des séparations peuvent subsister après 

cassure des soudures pelables, et empêcher la libre circulation des particules vers l’extérieur.  

Le worst case serait donc les poches pour perfusion de 2500 ml à 3 compartiments.  

3. La contamination secondaire lors de la préparation d’échantillon :  

La maîtrise des particules non visibles dans l’environnement d’analyse présente des 

limites : la méthode de test peut comporter des étapes critiques pouvant favoriser une 

augmentation des particules durant la préparation de l’échantillon jusqu’à l’analyse (ou 

contamination secondaire) à deux niveaux possibles : 

- Les poches : échantillons analysés 

- Les membranes de filtration, servant au dénombrement sous microscope 

Afin de mettre en évidence les étapes à l’origine du risque de contamination secondaire, le tableau 

descriptif de la méthode de test est repris : 

  



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

33 
El-Hadeuf Wafa – Laboratoire B.Braun Medical AG 

Tableau IX – Evaluation du risque de contamination sur les principales étapes de la méthode de test 

Etape Evaluation du risque de contamination secondaire Image 

Remplissage - Présence de particules en aval du filtre  

- Contamination des poches via le système 

d’ouverture pendant le remplissage 

 
Bouchage - Relargage de particules par la colle qui est en 

contact avec le solvant de remplissage 

 
Rupture des 

soudures 

pelables 

- Génération de particules lors de l‘opération  

 

 
Ouverture des 

poches 

- Génération de particules lors du découpage du 

film  

 
Filtration - Exposition du solvant à l’environnement  

 
Séchage des 

filtres 

- Contamination secondaire des filtres par 

l’environnement  
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De manière générale, on peut citer le risque lié au facteur humain à toutes les étapes. Le nombre 

élevé de manipulations, longues et répétitives sur un seul échantillon, accroît le risque d’erreur avec 

ce qui est nommé la « contamination en amont ». 

Ce phénomène survient à chaque fois que l’opérateur met un objet (par exemple sa main) entre la 

source d’air propre (surface supérieure de la hotte à flux laminaire verticale) et l’échantillon 

manipulé : les particules sont transportées par voie aérienne et véhiculées par le flux laminaire lui-

même vers l’échantillon.  

La contamination des membranes filtrantes pendant l’étape de séchage peut être détectable. En 

effet, il se forme dans ce cas un nuage de particules en forme de croissant correspondant à la partie 

du filtre exposé à l’environnement, en raison de la position entrouverte du couvercle de la boite de 

Pétri. 

Dans l’image ci-dessous, on peut observer que la contamination secondaire au sein de l’enceinte à 

flux laminaire est causée par des particules de taille très fine :  

 
Figure n° 25 – Photo d’un filtre présentant une probable contamination pendant l’étape de séchage 

(Grossissement à 90 fois) 
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Figure n° 26 – Diagramme d’Ishikawa représentant les principales sources de contamination secondaire 

De manière générale, les 3 facteurs de biais dans cette méthode de test peuvent être 

classés comme suit: 
Tableau X – Facteurs de biais de surévaluation et sous-évaluation 

Facteur de biais 
Impact sur les résultats 

Surévaluation Sous-évaluation 

Facteur humain × × 

Taux d’extraction des particules 
par le solvant de remplissage 

 
× 

Contamination secondaire ×  

Les résultats peuvent donc être surévalués ou sous-évalués.  

La sous-évaluation (faux négatif) apparait comme étant plus grave que la surévaluation : en effet, il 

est plus dangereux d‘annoncer une contamination particulaire en apparence basse et conforme, 

alors que la valeur réelle pourrait être plus élevée voire même non-conforme, menant à un potentiel 

effet néfaste sur le patient. 

La surévaluation (faux positif) peut mener le fabricant à rejeter un lot qui serait en réalité conforme, 

et engendrer une perte de nature financière, mais ne représente aucun risque pour le patient.  

Dans un cas comme dans un autre, il est important de générer des données correctes, avec un 

résultat représentatif de l’état effectif de contamination particulaire des produits médicamenteux.  

Notons que l’outil AMDEC ne pouvait être utilisé dans le cas de cette méthode, car il est difficile 

d’évaluer objectivement la fréquence et la détectabilité des étapes et des facteurs de risques. Dans 

l’exemple de la contamination secondaire des filtres par l’environnement (dernière étape du tableau 

IX), bien que la figure n° 25 décrive un mode de détection de ce type de contamination, il n’est 

nullement discriminant : un croissant de fines particules peut se former sur le bord de la membrane 

filtrante dans d’autres situations. La fréquence est également difficile à évaluer, ce type de 

contamination peut se produire à chaque étape. 

Par conséquent, la criticité de ces éléments n’a pu être quantifiée.  
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3.7 Optimisation de la méthode 

3.7.1 Recommandation d’amélioration continue 
Basé sur l’analyse de risque, des recommandations d’amélioration continue sont proposées afin de 

réduire à son plus bas niveau les risques d’erreur, dont principalement : 

- Les bonnes pratiques de gestuelles au sein d’une enceinte à flux laminaire vertical afin de 

réduire les erreurs humaines par ce que l’on appelle « la contamination en amont » : la 

manière correcte d’opérer implique de déplacer les objets à l’aide d’un mouvement parallèle 

au plan de travail, et donc perpendiculaire au flux laminaire, sans jamais passer par-dessus 

l’échantillon pour ne pas l’exposer aux contaminants.  

- Le bon positionnement dans l’enceinte des filtres en cours de séchage : plus ils sont éloignées 

des manipulations en cours (vers le fond de l’enceinte par exemple), plus on réduit le risque 

de contamination secondaire par les particules générées par l’analyste.  

- Le rinçage interne et externe du dispositif de filtration en aval du filtre (voir image 

ci-dessous) afin de ne pas contaminer l’eau rendue exempte de particules à l’aide 

du filtre de porosité 0.2 µm. 

 

Figure n° 27 – Illustration de l’amélioration continue au niveau du filtre de porosité 0.2 µm 
 

- La limitation du découpage de la poche sur la plus petite portion possible (figure n° 28). Plus 
la partie découpée est petite, plus le nombre de particules potentiellement générées est 
réduit. Par ailleurs, un outil de découpe propre et bien affûté réduira aussi le risque de 
contamination secondaire.  

 
Figure n° 28 – Illustration de l’amélioration continue au niveau du découpage 

 

- La variation de l’angle d’illumination des lampes rasantes permet une meilleure distinction 

des particules lors du comptage par microscopie, en mettant en évidence leur 3e dimension 

par rapport aux imperfections de la membrane. Ce point est proposé par les techniciens du 

laboratoire B.Braun.   
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Figure n° 29 – Photographie par microscopie d’une partie de membrane  

contenant une particule et une imperfection (Grossissement à 90 fois) 

On peut observer à gauche du cadre agrandi une particule de forme arrondie et de couleur blanchâtre. 

Elle présente une ombre sur sa droite, dont la taille varie en fonction de l’angle d’éclairage de la lampe, 

qui confère à la particule une forme tridimensionnelle. 

A l’inverse, on peut observer à droite du cadre une imperfection de la membrane en forme de trou. 

Une partie en forme de croissant est éclairée par les lampes, alors que le creux ne l’est pas et reste à 

l’ombre sauf si on positionne les lampes à un angle de 90°. 

Ainsi, le fait de bouger les lampes d’éclairage rend plus distinguables les formes, les tailles des 

particules, ainsi que les imperfections de la membrane. 

De manière générale, la subjectivité humaine est un facteur non quantifiable. De ce fait, « faire de son 

mieux » n’est de toute évidence pas une recommandation, et la prolongation du temps d’analyse, déjà 

chronophage, n’est pas une solution optimale, car elle conduit à une fatigue oculaire qui nuit à la 

qualité des résultats. 

Il est à noter que ces recommandations ont étés suivies lors de tous les protocoles de tests décrits dans 

ce travail, en plus de la vérification des conditions du test selon la Ph. Eur. 

 

3.7.2 Optimisation du taux d’extraction des particules  
Ce travail d’optimisation de méthode a pour objectif de sélectionner le solvant de remplissage, 

principal paramètre influençant le taux d’extraction des particules.  

Il nécessite des étapes préalables, comme nous le verrons dans les pages suivantes, et pour les besoins 

du présent test, nous considérons les deux classes de particules comme suit, afin de pouvoir apprécier 

à tout moment la proportion entre les particules de taille fine et celles de taille moins fine :  

- particules ≥ 10 µm mais < 25 µm 

- particules ≥ 25 µm 
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On peut également considérer le temps et la vitesse de mélange (étape suivant le remplissage) comme 

des paramètres influents, mais cela laisse supposer que les particules sont difficiles à détacher pour 

nécessiter plus de temps de contact avec le solvant ou un mélangeage plus vigoureux. Ce type de 

particules n’est pas concerné par ce travail, car de toute évidence si elles étaient à ce point collées aux 

parois intérieures des poches pour perfusion, elles n’atteindraient jamais le patient au cours d’une 

perfusion ordinaire. 

Par ailleurs, le taux d’extraction ou taux de recouvrement des particules exprime la proportion entre 

le nombre de particules extraites à l’aide du solvant de remplissage (valeur expérimentale) et celles 

contenues réellement dans la poche vide (valeur de référence), selon la formule : 

Taux de recouvrement (%) = (
𝐕𝐚𝐥𝐞𝐮𝐫 𝐞𝐱𝐩é𝐫𝐢𝐦𝐞𝐧𝐭𝐚𝐥𝐞

𝐕𝐚𝐥𝐞𝐮𝐫 𝐝𝐞 𝐫é𝐟é𝐫𝐞𝐧𝐜𝐞
)  100 

Mais comment obtenir une valeur de référence ? 

Pour ce faire, l’idée de départ était de rincer une poche un nombre de fois suffisant pour la rendre 

exempte de particule, et lui apporter par la suite une contamination artificielle préalablement connue. 

Cette méthodologie postule la possibilité de rendre une poche complètement exempte de particules, 

ainsi que la mise en œuvre de conditions opératoires permettant de prélever une quantité connue de 

particules sans en modifier le nombre, tel qu’un standard de particules dont le nombre et la taille sont 

déterminé par le fabricant du standard. 

 

Figure n° 30 – Illustration des valeurs expérimentale et de référence 

Mais quel standard choisir ? Et comment rendre une poche pour perfusion exempte de particules ? 

Pour répondre à la deuxième question, il est nécessaire dans un premier temps de choisir un standard 

de particules. Il en existe une multitude sur le marché, et ils diffèrent par la taille des particules et leur 

nature chimique.  

Le choix tiendra compte en premier lieu de la taille :  

La norme ISO 8871-3 présente 4 classes de tailles pour les particules non-visibles : ≥ 2 µm, ≥ 5 µm, ≥ 

10 µm, ≥ 25 µm, alors que les critères d’acceptation normatives de la Ph. Eur. ne concernent que les 

deux dernières classes : ≥ 10 µm, ≥ 25 µm.  

Les valeurs des deux premières (≥ 2 µm, ≥ 5 µm) n’étant pas normés, ces classes ne sont pas prises en 

comptes dans ce travail d’optimisation de méthode. 

Afin de définir des tailles fixes, les particules employées sont de tailles égales à 10 µm et 25 µm. 
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3.7.2.1 Standard externe de microsphères de polystyrène 

Introduction : 

Le choix premier s’oriente vers des billes de polystyrène calibrées de taille égale à 10 et 25 µm, 

conditionnées dans deux flacons séparés. 

Ce choix est motivé par la facilité de se procurer ce standard très répandu, peu coûteux et utilisé pour 

la qualification annuelle des équipements de comptage des particules par blocage de la lumière. 

Chaque flacon contient : (Annexe 3) 

- 65×106 particules de 10 µm  

- 8.5×106 particules de 25 µm  

Objectif et stratégie : 

Le test suivant a pour objectif d’évaluer l’utilisabilité de ce standard. La stratégie repose sur la 

détermination de la valeur de référence dans des conditions semblables à celles décrites dans la 

méthode de test, à l’aide d’un matériel rendu exempt de particules, et en incluant les principales 

étapes qui sont : 

- Mise en suspension dans l’eau exempte de particules. 

- Addition de 0.1% de polysorbate 80.  

- Filtration d’un volume donné sur une membrane de porosité 0.45 µm. 

- Comptage des particules par microscopie.  

Une analyse par blocage de la lumière est réalisée à titre indicatif, avant l’addition du polysorbate 80. 

Précautions particulières préalables : 

Le matériel et la verrerie (embout de pipette et bécher) destinés à être mis en contact avec la 

suspension du standard sont rincés 3 fois à l’eau ROW chauffée à 80°C et additionnée de quelques 

gouttes de polysorbate 80, avec un traitement aux ultrasons. 

Le chauffage de l’eau permet d’abaisser la viscosité du tensioactif afin de faciliter sa solubilisation. Ce 

dernier a pour rôle de laver le matériel, et les ultrasons servent à faire se détacher les particules collées 

sur les parois. 

Ce traitement vise à rendre le matériel exempt de particules pour ne pas modifier la qualité du 

standard de particules. 

Prélèvement et dilution du standard : 

Pour chaque standard, un volume de 100 µl est prélevé à l’aide d’une pipette et mis en solution dans 

1000 ml d’eau exempte de particules, aboutissant à 2 solutions : 

Tableau XI – Prélèvement et dilution du standard 

1 Calculs en annexe 4. 

  

Origine/Contenant Volume (ml) 
Nombre de particules dans la solution 

Particules de 10 µm Particules de 25 µm 

Flacon 15 65 × 106 8.5 × 106 

Prélèvement 1 0.1 433 333 56 667 

Bécher contenant 1ml dilué au  
1/1000e  

1 433 56 
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Méthodes d’analyse : 

a) Blocage de la lumière :  

Les 2 suspensions de particules sont analysées comme suit : 

- Disposer un volume suffisant (> 100 ml) dans un bécher préalablement traité 

- Placer l’échantillon au centre de la cible du compteur 

- Faire descendre la sonde de prélèvement à 1 cm du fond de l’échantillon 

- Réaliser 4 cycles de mesures : le résultat du premier est rejeté car il sert à rincer l’appareillage 

de comptage, seuls les 3 suivants, automatiquement moyennés par l’appareil de mesure 

servent à la récolte de résultats.  

b) Filtration sur membrane : 

Après analyse par blocage de la lumière, chaque suspension de particule est : 

- Additionnée de polysorbate 80 à une concentration de 0.1% 

- Un volume de 500 ml est filtré sur membrane de porosité 0.45 µm  

- Suivi du comptage par microscopie, au grossissement de 90 fois.  

Résultats : 

a) Blocage de la lumière : 
Tableau XII – Résultat par blocage de la lumière de l’évaluation du standard externe 

Standard 
Résultats (particules/ml) Moyenne 

(particules/ml) 
Ecart-
type 

Valeur 
attendue N°1  N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 

10 µm 173 180 186 172 178 169 176 6.2 433 

25 µm 5 7 3 4 5 5 4 1.3 56 

b) Filtration sur membrane : 

Non réalisable (voir discussion ci-dessous).  

 
Figure n° 31 – Photographie des billes de polystyrène vue sous microscope au grossissement x90 
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Discussion des résultats : 

a) Blocage de la lumière : 

Il existe un écart considérable entre la valeur attendue et la valeur obtenue. Il ne peut s’expliquer que 

par un manque d’homogénéité dans l’échantillon testé.  

Le polystyrène est un polymère hydrophobe de densité égale à 1.05 g/cm3, tandis que l’eau a une 

densité de 0.999 g/cm3.  

Il est possible, par exemple, que les particules de polystyrène s’agglutinent entre elles ou sur les parois 

du bécher du fait de leur hydrophobie, ou précipitent au fond de celui-ci du fait de leur densité 

relativement plus grande. 

Il est à noter qu’en pratique, les billes de polystyrène calibrées ne sont pas destinées à des 

manipulations telles que le pipetage, le transvasement hors du flacon original ou les dilutions. 

L’entreprise Skan, fournisseur des systèmes de comptage par blocage de la lumière de marque Royco, 

les utilise, par exemple, dans leurs conditionnements d’origine pour les qualifications annuelles de ses 

équipements.  

Pour finir, durant le test, les échantillons de standard analysés ont été exposés à l’environnement qui 

a pu contribuer à en modifier la qualité, au augmentant le nombre de particules. Mais cette hypothèse 

n’est pas valable compte tenu des résultats plus bas que les valeurs attendues. 

b) Filtration sur membrane : 

Le comptage des particules par microscopie n’est pas réalisé en raison de l’aspect des billes de 

polystyrène : elles présentent un aspect sphérique, transparent et sont agglutinées en amas, ce qui 

rend difficile leur distinction et par conséquent leur comptage.  

L’agglutination en amas peut s’expliquer par l’hydrophobie, ce qui rejoint l’hypothèse précédemment 

émise. 

Conclusion :  

Le dénombrement et la détermination de taille par filtration sur membrane n’est pas applicable au 

standard externe constitué de billes calibrées de polystyrène de tailles égales à 10 µm et 25µm, 

principalement pour 2 raisons : 

- leur aspect agglutiné au microscope 

- les erreurs de mesures inacceptables engendrées par les opérations de manipulation (pipetage 

et dilution) 

Cette conclusion peut être généralisée à d’autres standards, de toute nature physico-chimique. En 

effet, les standards externes peuvent avoir un aspect différent et non représentatif des particules 

blanchâtre analysées en routine. Il est possible de commander d’autres standards et de les tester, mais 

pour des raisons d’économie de temps, cela n’est pas réalisé.  

Par ailleurs, le standard externe calibré perd son attrait principal qui est la valeur de référence -ou 

valeur théorique- et remet en question son utilisation même. Si les manipulations indispensables au 

test (opérations de transvasement, pipetage et dilution) en affectent la qualité, cette valeur de 

référence devra nécessairement être déterminée de nouveau, et à posteriori par d’autres méthodes 

internes qui restent à développer. 
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3.7.2.2 Standard interne issu de la zone de production 

Compte tenu des difficultés rencontrées lors de l’utilisation d’un standard externe de billes calibrées, 

on s’oriente vers un échantillon de particules visibles et non-visibles (standard interne ou in-house) 

récolté en zone de production : en effet, comme nous l’avons précédemment vu, tout procédé génère 

inévitablement des particules. Et bien que les multiples précautions prises limitent considérablement 

la contamination particulaire en zone de production et au niveau des poches pour perfusion, nous 

allons évaluer la possibilité d’y récolter des particules et de s’en servir dans le cadre de ce travail.    

Le principal avantage d’un tel choix est que les particules in-house sont probablement les plus 

représentatives de celles analysées en routine en termes de structure, nature physico-chimique et 

taille, bien que celles-ci soient de taille très hétérogène. Elles ne comprennent pas les autres éventuels 

contaminants minoritaires (particules de bois, fibres textiles, métal ou verre). 

Les inconvénients majeurs sont : 

-  la difficulté de retrouver des particules en grande quantité dans une zone où leur présence 

est bannie et combattue par tous les moyens  

- L’absence de valeur de référence qui doit être déterminée. 

Dans les pages suivantes, nous allons déterminer un lieu adéquat pour la récolte de 

l’échantillon de particules, évaluer son applicabilité puis développer une méthode de 

quantification du contenu particulaire. 

3.7.2.2.1 Récolte de l’échantillon de particules 

Introduction : 

Afin de réussir à isoler et collecter une grande quantité de particules, il est nécessaire de déterminer 

les principales sources de celles-ci en zone de production, et de définir le principal contributeur 

comme lieu exact de récolte. 

Les poches pour perfusion sont produites dans une ZAC de classe D, pouvant contenir jusqu’à 

3.52×106 particules ≥ 0.5 µm par m3 d’air et 29×103 particules ≥ 5 µm par m3 d’air selon les BPF.  

Méthode : 

Une investigation sur les sources de contamination particulaire est menée sur chaque étape de 

production des poches et résumée dans le tableau suivant : 
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Tableau XIII – Analyse de risque de contamination particulaire durant le procédé de production 

Etape en image Brève description 
Evaluation de la source de 
contamination pariculaire 

Formage des poches 

 

Déballage des bobines de film 
et installation sur la machine 
de formage 

Présence de particules à 
l’intérieur des mandrins 
(noyau de la bobine, en 
matière synthétique) 
 

 

 

Impression sur le film et 
soudure pour le formage des 
poches et des compartiments 

Résidus d’encre séchée ; 
particules générées par les 
cadres de sérigraphie 

 

Découpage des poches 
(séparation des poches et 
découpage des lisières du 
film) 

La découpe génère des 
particules dans 
l’environnement de la 
même nature que le film  

 

Aspiration puissante des 
particules générées par le 
système de découpe 

L’aspiration a, au contraire, 
pour objectif de réduire la 
contamination particulaire 
générée  

 

Contrôle visuel à la fin de la 
ligne de formage pour 
détecter toute anomalie 

La contamination par les 
opérateurs, réduite par le 
port de tenues adéquates. 

 

Stockage des poches en 
attente de « queutage » 
(insertion des systèmes de 
fermeture), puis transfert 
dans la machine d’insertion 
des ports 

- 

Insertion des systèmes de fermeture  

 

Ouverture des lieux 
d’insertion des systèmes de 
fermeture 

Aspiration des particules 
vers l’intérieur des poches 
par le mouvement 
d’ouverture  
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Insertion et soudure des 
systèmes de fermeture 

Entrée des particules de 
l’environnement vers 
l’intérieur des poches 

 

Contrôle visuel des particules 
visibles avant 
conditionnement final 

Manipulation de poches 
avec des ports ouverts. 
Cette étape a également 
pour objectif de réduire le 
risque de contamination 
des poches en rejetant les 
unités contaminées par des 
particules visibles.    

 

 

Figure n° 32 – Diagramme représentant les principales sources de contamination en zone de production 

Discussion : 

La contamination particulaire résulte certainement d’une combinaison entre tous les facteurs décrit, 

mais un élément apparait comme le principal contributeur : l’étape de découpe des poches par un 

couteau en céramique.  

De plus, l’état d’usure de ce dernier doit également être considéré : plus l’usure du couteau est 

prononcée, plus on y observe une quantité importante de poussière fine et blanchâtre attribuée au 

film plastique pouvant participer à la contamination des poches. Ces particules générées peuvent se 

retrouver en suspension dans l’environnement et être la principale source contamination des 

poches.  

Il est important de mentionner que chacune de ces sources est ciblée par une batterie de mesures 

préventives visant à éliminer les particules générées, et à empêcher toute entrée en contact avec les 

poches pour perfusions produites. Ces mesures incluent notamment le renouvellement permanent 
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de l’air de la ZAC, les audits chez le fournisseur de film plastique visant à réduire les particules dans 

les matières premières, la formation du personnel, l’élimination des particules générées par un 

aspirateur puissant ainsi que le nettoyage et entretien des équipements (dont le couteau de 

découpe). 

Le laboratoire B.Braun réalise une évaluation périodique des mesures prises au regard de données 

collectées, tel que le monitoring environnemental de la ZAC. 

L’efficacité de ces mesures peut s’apprécier directement au niveau de la qualité des poches pour 

perfusion produites, qui sont non seulement toujours conformes à 40 % des limites compendiales, 

mais dont la teneur faible, voire même nulle, en particules est démontrée par les études de suivi 

internes ; toute valeur non attendue (OOE) pouvant donner lieu à des enquêtes investigatrices puis 

des mesures correctives et préventives. 

Conclusion : 

L’étape de découpe des poches par un couteau en céramique est retenue pour la récolte de 

l’échantillon de particules, servant comme standard de référence.  

A la fin d’une session de production, la machine de formage est arrêtée par les opérateurs de 

maintenance pour les divers nettoyages et changements d’équipements :  

- démonter l’appareillage pour accéder au couteau de découpe ayant servi à la précédente 

session   

- récolter à l’aide d’un écouvillon la poussière fine et blanchâtre qui s’y est déposée 

-  la mettre en suspension dans un flacon en verre de 250 ml rempli d’eau exempte de 

particules 

- terminer la préparation de cette suspension de particules par traitement aux ultrasons visant 

à casser les amas particulaires. 

A noter que le flacon en verre a préalablement subi un traitement de 15 minutes aux ultrasons après 

rinçage à l’eau exempte de particules, avec le même objectif : le rendre exempt de particules. 

 

3.7.2.2.2 Evaluation de l’applicabilité du standard interne 

Introduction : 

Le standard interne se présente sous forme d’une suspension de particules visibles et non-visibles de 

taille et nombre inconnus.  

Objectif est stratégie :  

De même que l’évaluation du standard de billes de polystyrène, le test qui suit a pour objectif 

d’évaluer l’utilisabilité de ce standard. Sa stratégie repose sur la détermination de la valeur de 

référence dans des conditions semblables à celles décrites dans la méthode de test, en prenant les 

mêmes précautions particulières décrites dans le test précédent. 
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Méthode d’analyse : 

a) Blocage de la lumière : 

La suspension de particules est analysée comme suit : 

- Transvaser un volume suffisant (> 25 ml) dans un bécher préalablement rincé à l’eau 

exempte de particules, et traité 15 minutes aux ultrasons.  

- Placer l’échantillon au centre de la cible du compteur 

- Faire descendre la sonde de prélèvement à 1 cm du fond de l’échantillon 

- Réaliser quatre cycles de mesures : le résultat du premier test est rejeté car il sert au rinçage 

de l’appareillage de comptage, seuls les 3 suivants servent à la récolte de résultats 

b) Filtration sur membrane : 

- Rincer une pipette de verre à l’eau exempte de particules 

- Prélever environs 1 ml du standard interne et le filtrer sur la membrane de porosité 0.45 µm 

tel que décrit dans la méthode de test  

- Analyser la membrane par microscopie  

- Répéter l’opération 3 fois pour obtenir 3 résultats dans les mêmes conditions 

Résultats : 

a) Blocage de la lumière : 

Tableau XIV – Résultat par blocage de la lumière de l’évaluation du standard externe 

Taille des 
particules 

Résultats (particules/ml) Moyenne 
(particules/ml) 

Ecart-type 
Coefficient de 
variation (%) 1 N°1 N°2 N°3 

≥ 10 µm 525 522 505 517 11 2.1 

≥ 25 µm 243 230 232 235 7 3.0 
1  𝐶𝑉 =  

𝐸𝑐𝑎𝑟𝑡−𝑡𝑦𝑝𝑒

𝑀𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒
  

b) Filtration sur membrane : 

Tableau XV – Résultat par filtration sur membrane de l’évaluation du standard externe 

Taille des 
particules 

Résultats (particules/ml) Moyenne 
(particules/ml) 

Ecart-type 
Coefficient de 
variation (%) N°1 N°2 N°3 

≥ 10 µm 215 618 285 372 215 57.8  

≥ 25 µm 156 365 188 236 112 47.5  

 

Discussion : 

a) Blocage de la lumière :  

L’écart entre les 3 essais est faible : les 3 prélèvements présentent un nombre de particules 

sensiblement proches. 

b) Filtration sur membrane : 

Il y a un écart important entre les 3 résultats, probablement dû à l’inhomogénéité de la préparation 

(suspension de particules dans l‘eau), conduisant à des prélèvements non homogènes, ceci en dépit 

du traitement aux ultrasons et des volumes de prélèvement précis et égaux.  

Il sera donc difficile de doper les poches pour perfusion avec des quantités égales de ce standard. 

Par ailleurs, les particules se présentent au microscope sous forme d’entités individuelles, bien 

séparées les unes des autres, de formes irrégulières et d’aspect blanchâtre, sans formation d’agrégats.  

Elles ont une apparence similaire aux particules non-visibles retrouvées en routine dans les poches 

vides, telle qu’illustré dans l’image ci-dessous. 
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Figure n° 33 – Vue sous le microscope au grossissement de 20 fois des particules du standard interne  

(à droite) et celles analysées en routine (à gauche) 

Comparaison standard interne vs standard externe : 

Tableau XVI – Comparaison entre les 2 types de standards (externe et interne) 

Paramètre de 
comparaison et 

d’évaluation 

Standard externe (par ex. billes 
de polystyrène) 

Standard interne récolté en zone 
de production 

Valeur 
théorique 

Avantage 

Taille homogène et nombre 
préalablement connus et fournis 
par le fabricant dans le certificat 
de calibration  

- 

Inconvénient 

Valeur théorique est biaisée par 
les opérations du test, et doit 
être déterminée de nouveau par 
une méthode restant à définir 

Tailles hétérogènes1, nombre 
devant être déterminés par une 
méthode qui reste à définir 

Aspect 
Avantage - 

Représentatif des particules 
analysées en routine 

Inconvénient 
L’aspect agglutiné ne permet 
pas l’analyse du standard 

- 

1 Ce qui est un inconvénient peut aussi être considéré comme un avantage : le fait que les particules présentent des tailles hétérogènes 

constitue un critère de similitude aux particules retrouvées en routine. 

Bien qu’il soit possible de tester plusieurs standards externes jusqu’à trouver celui qui présente le 

plus de similitudes avec les particules retrouvées en routine, l’utilisation d’un standard interne 

apparaît plus intéressante car elle requiert moins de temps, sans plus d’effort pour la détermination 

d’une valeur de référence que le standard externe. 

Conclusion : 

Le dénombrement et la détermination de taille par filtration sur membrane est applicable au 

standard interne constitué d’un échantillon de particules récoltées en zone de production. Celui-ci 

présente sous le microscope un aspect similaire à celui des particules analysées en routine, mais 

l’inhomogénéité de la préparation ne permet pas la détermination d’une valeur de référence unique 

pour tous les prélèvements. 

La solution retenue consiste à doper chaque poche avec une contamination particulaire inconnue, et 

de récupérer celle-ci après plusieurs rinçages dont le nombre est à définir. La valeur de référence 

sera déterminée de manière individuelle pour chaque poche, par addition des valeurs de tous les 

rinçages. Les particules contenues initialement dans les poches feront, de ce fait, partie de cette 

valeur de référence.  
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3.7.2.2.3 Développement d’une méthode de quantification du standard 
Introduction : 

Le développement d’une méthode de quantification du standard a pour objectif de déterminer un 

nombre N d’extractions (ou rinçages successifs) nécessaires à la récupération de la majeure partie 

des particules non visibles contenues dans les poches. 

La somme des particules extraites lors de ces rinçages successifs sert à déterminer la contamination 

particulaire initiale (valeur de référence) pour le calcul du taux d’extraction (ou recouvrement) –

principal objet de cette optimisation- selon la formule : 

Taux de recouvrement (%) = ( 𝐂𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐚𝐮 𝐩𝐫𝐞𝐦𝐢𝐞𝐫 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞

𝐒𝐨𝐦𝐦𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐜𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞𝐬 𝐝𝐞 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐝𝐞𝐬 𝐍 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞𝐬
)  100 

Figure n° 34 – Illustration des valeurs expérimentale et de référence, déterminée après N rinçages 

Stratégie :  

La stratégie de ce test repose sur l’exploration du profil d’extraction des particules lors de 10 rinçages 

successifs de 3 poches, préalablement dopées à l’aide du standard interne. 

Les poches utilisées correspondent au worst case (2500 ml, 3 compartiments), ainsi les résultats 

pourront être généralisés à tout type de poche. 

Les résultats attendus impliquent la baisse du nombre de particules extraites à partir des poches au 

fur et à mesure des rinçages. Lorsque le nombre de particules extraites cessera de diminuer de 

manière significative d’une extraction à l’autre, ceci indique que le nombre de rinçage N est atteint. 

Méthode : 

L’utilisation de 3 poches permet de récolter suffisamment de données, et le dopage des poches sert 
à augmenter la contamination particulaire de départ pour distinguer significativement l’évolution du 
nombre de particules en fonction des extractions successives. 
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Celles-ci sont réalisées selon la méthode de test utilisée en routine par le laboratoire B.Braun , mais 
avec les différences suivantes : 

Tableau XVII – Comparaison entre la méthode de test et le protocole de développement de la méthode de 

quantification du standard interne 

Paramètre de comparaison Méthode de test Protocole d’optimisation 

Volume filtré1 500 ml 2500 ml 

Comptage des particules1 Partiel, sur 8 fenêtres Complet, sur l’intégralité de la 
membrane  

Grossissement2 90 fois 60 fois 

Nombre d’extractions 1 10 
1 Permet de s’affranchir des approximations. La filtration partielle sera évaluée lors de la validation. 
2 Constitue le meilleur compromis permettant à la fois une bonne observation des petites particules, et demandant un balayage moins 
important de l’ensemble de la membrane. 

 
Dans le dernier point de comparaison, on réalise 10 extractions, la première opération diffère des 9 

suivantes, toutes similaires. Le tableau suivant liste les points de différence : 

Tableau XVIII – Comparaison entre la 1ère extraction et les neuf suivantes lors du protocole de développement 

d’une méthode de quantification du standard interne 

 Etape 1ère extraction 9 extractions suivantes 

Remplissage par les ports  Par l’ouverture qui a servi à la 1ère filtration   

Bouchage avec la colle appliquée sur 
les ports 

clamper l’ouverture : 
ne pas la souder pour l’utiliser lors des 
remplissages suivants.  

Rupture des 
soudures 
pelables 

Oui non réalisée :  
Les soudures sont déjà rompues, cette opération 
est unique et effectuée lors de la 1ère extraction.  

Ouverture aux 
ciseaux 

Oui non réalisée :  
la poche est déjà ouverte lors de la 1ère extraction. 

Lors de l’étape de bouchage, les poches sont clampées et reposent sous le flux laminaire 

environ 24 heures, entre les extractions successives, et pas 12 heures comme indiqué dans 

la norme ISO 15747, et ce pour des raisons pratiques.  

Ce clampage est susceptible d’avoir un impact important. En effet, entre les extractions successives, 

il est important d’opter pour un mode de bouchage qui permet de garder inchangé le nombre de 

particules contenues dans chaque poche. A cet effet, différents moyens ont été évalués: 

1- Bouchons en bromobutyl 
2- Papier aluminium 
3- Parafilm® 
4- Clamp 

Les 3 premières propositions sont insatisfaisantes : même après plusieurs rinçages à l’eau exempte 

de particules, et un traitement aux ultrasons, ils continuent d’apporter une contamination 

secondaire. Seule la quatrième proposition est jugée satisfaisante et a donc été retenue.  
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Figure n° 35 – Illustration d’une poche vide avant la 1ère extraction (à gauche)  

et avant chacune des 9 extractions suivantes (à droite) 

Résultats : 

Le tableau suivant résume les résultats de comptage particulaire durant les 10 opérations 

d’extractions, sans distinction de taille. Les résultats détaillés par taille sont en annexe 5. 

Tableau XIX – Nombre de particules extraites et taux de recouvrement  

lors de 10 extractions successives  

N° 
d’extraction 

Poche 1 Poche 2 Poche 3 

Nombre de 
particules 

Recouvrement1 
Nombre de 
particules 

Recouvrement1 
Nombre de 
particules 

Recouvrement1 

1 610 41 % 443 32 % 387 58 % 

2 197 54 % 238 49 % 58 67 % 

3 175 65 % 96 56 % 18 70 % 

4 46 68 % 23 58 % 21 73 % 

5 63 73 % 37 61 % 17 76 % 

6 20 74 % 19 62 % 34 81 % 

7 238 (2) 90 % 257 (2) 81 % 39 87 % 

8 118 98 % 155 92 % 35 92 % 

9 17 99 % 61 97 % 28 96 % 

10 19 100 % 48 100 % 25 100 % 

Total 1503 - 1120 - 662 - 
1𝑅𝑒𝑐𝑜𝑢𝑣𝑟𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 (%) =  

( 𝑆𝑜𝑚𝑚𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡𝑒𝑠 𝑙𝑜𝑟𝑠 𝑑𝑒𝑠 𝑝𝑟é𝑐é𝑑𝑒𝑛𝑡𝑠 𝑟𝑖𝑛ç𝑎𝑔𝑒𝑠)×100

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡𝑒𝑠 𝑙𝑜𝑟𝑠 𝑑𝑒𝑠 10 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠
  

Par exemple, pour l’extraction 2 de la poche 1 : 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑢𝑣𝑟𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 =  
( 610+197)×100

1503
 = 54 %  

2 Ces résultats sont inattendus. Pour la poche 1, on a compté 173 particules de taille ≥ 10 µm mais < 25 µm, et 65 particules ≥ 25 µm, et 

pour la poche 2, 161 particules de taille ≥ 10 µm mais < 25 µm, et 96 particules ≥ 25 µm. 
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1) Poche 1 : 

 
Figure n° 36 – Profil d’extraction des particules au cours des rinçages successifs (poche 1) 

2) Poche 2 : 

 
Figure n° 37 – Profil d’extraction des particules au cours des rinçages successifs (poche 2) 

3) Poche 3 : 

 
Figure n° 38 – Profil d’extraction des particules au cours des rinçages successifs (poche 3) 
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Discussion : 

Pour les poches 1 et 2, il y a une probable contamination secondaire à l’origine de l’augmentation 

subite du nombre de particules à la 6e extraction, suivie d’une baisse progressive au cours des 

rinçages suivants.  

Pour la poche 3, bien qu’une légère hausse soit observée à la 6e extraction, ce même phénomène n’a 

pas la même ampleur et peut être négligé. On considère que le nombre de particules diminue 

progressivement et se stabilise au cours des rinçages. 

Afin de s’affranchir du biais causé par cette contamination des poches 1 et 2, seules les six premières 

extractions sont prises en compte. Cependant, pour conclure de manière homogène entre les 3 

poches, le retraitement des données est général et aboutit à de nouvelles valeurs de taux de 

recouvrement :  

Tableau XX – Nombre de particules extraites et taux de recouvrement de 6 extractions successives 

N° 
d’extraction 

Poche 1 Poche 2 Poche 3 

Nombre de 
particules 

Recouvrement1 Nombre de 
particules 

Recouvrement1 Nombre de 
particules 

Recouvrement1 

1 610 55 % 443 52 % 387 72 % 

2 197 73 % 238 80 % 58 83 % 

3 175 88 % 96 91 % 18 87 % 

4 46 93 % 23 93 % 21 90 % 

5 63 98 % 37 98 % 17 94 % 

6 20 100 % 19 100 % 34 100 % 

Total 1111 - 856 - 535 - 

On peut observer que les 6 extractions font baisser le nombre de particules de 610 à 20, de 443 à 19, 

et de 387 à 34 respectivement dans les 3 poches, et qu’à partir de la 4e extraction, le taux de 

recouvrement atteint au moins 90%, ce qui est largement acceptable. 

De manière générale, si l’on considère que 4 rinçages sont nécessaires à l’extraction de 90% des 

particules, on peut normaliser les résultats par l’application d’un facteur de correction ~
10

9
, calculé 

selon la règle de 3 : 

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑡é     → 90%
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠é → 100%

     =>   𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠é =
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑡é ×100%

90%
 

Cependant, il apparait évident qu’il n’est pas possible, dans les conditions du test, de rendre les 

poches complètement exemptes de particules en retirant tout le contenu particulaire, bien que 

toutes les précautions aient été prises en ce sens. En effet, le nombre de particules extraites le plus 

bas correspond à 17 particules (5e extraction pour la poche 3). 

Il subsiste en effet un bruit de fond incompressible à chaque extraction, qui n’est certainement 

détectable qu’en dessous d’un certain seuil de contamination particulaire : lorsque les poches pour 

perfusion contiennent un nombre élevé de particules, la contamination secondaire est négligeable.  

Par ailleurs, la manipulation des poches d’une extraction à l’autre est probablement source de 

génération de particule, en particulier au niveau des soudures du contour de poche et des soudures 

pelables.  
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Figure n° 39 – Illustration schématique de l’extraction des particules au fur et à mesure des rinçages 

successifs, avec présence d’un bruit de fond de contamination secondaire 

Ce bruit de fond provient probablement d’une contamination secondaire inhérente à la méthode de 

test et correspond aux 10% résiduels. C’est pourquoi ils ne doivent pas être inclus dans les résultats, 

et le facteur de correction ne doit pas être mis en place. 

Bien qu’il apparaisse plus juste de soustraire 10% du nombre de particules à chaque extraction, cela 

risque de sous-évaluer les résultats, et il est préférable de négliger ce phénomène. 

Par ailleurs, ces résultats rejoignent l’observation déjà faite (3.6 Analyse de risque) que la 

contamination secondaire est causée principalement par des particules fines. En effet, lors de la 6e 

extraction des poches 1 et 2, on observe plus de particules de taille < 25 µm que de particules ≥ 25 µm. 

Conclusion : 

Ce test a permis de mettre en évidence que quatre est le nombre N de rinçages nécessaire 

à l’extraction de la contamination particulaire initiale contenue dans les poches : à la 4e 

extraction, plus de 90% des particules sont extraites à l’aide du solvant. Les particules 

résiduelles correspondant à 10% sont négligeables et considérées comme étant dues à une 

erreur systématique inhérente à la méthode. 

La valeur de référence du standard interne peut donc être calculée par la somme des particules 

extraites par 4 rinçages. 

Ainsi, le taux de recouvrement est calculé selon la formule : 

Taux de recouvrement (%) = ( 𝐂𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐚𝐮 𝐩𝐫𝐞𝐦𝐢𝐞𝐫 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞

𝐒𝐨𝐦𝐦𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐜𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞𝐬 𝐝𝐞 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐝𝐞𝐬 𝟒 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞𝐬
 )  100 

Notons que ce nombre de quatre rinçages est mis au point dans le cadre de ce travail. En effet, son 

usage en routine n’est pas optimal en raison des opérations chronophages.  
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3.7.2.3 Sélection du solvant optimal pour l’extraction des particules 

Introduction : 

Le solvant de rinçage utilisé dans la méthode de test est l’eau additionnée de 0.1% de polysorbate 

80 : des données rétrospectives, internes au laboratoire B.Braun, avaient permis d’établir qu’il 

présente un meilleur taux d’extraction que l’eau seule. 

Choix des solvants à tester : 

Le polysorbate 80 joue un rôle de tensioactif à des concentrations comprises entre 0.1 et 3% selon le 

Handbook of pharmaceutical excipients, et il convient d’évaluer les deux extrémités. Bien que dans la 

norme ISO 8871-3, le liquide de rinçage est préparé à une concentration de 0.3 × 10-3% de 

polysorbate 80, on retient la concentration de 0.1% pour ce test, afin de s’assurer qu’il agit comme 

tensioactif en présence de particules hydrophobes. [3] 

Selon la norme ISO 15747, une solution de perfusion peut être également utilisée comme solvant de 

rinçage, la plus simple étant le chlorure de sodium 0.9% (solution isotonique au sang). Ce solvant est 

également cité dans l’USP <88> pour l’extraction d’élastomères pour des tests de réactivité in vivo, 

chez l’animal, et peut constituer donc un solvant de choix. 

D’autres solutions de perfusion ont été envisagées mais écartés (la solution lipidique ou l’huile de 

Soja), pour des difficultés pouvant être rencontrées lors de l’étape de filtration à 0.2µm : 

- L’huile de Soja présente une viscosité pouvant colmater le filtre.  

- La solution lipidique est une émulsion contenant des particules dispersées non miscibles de 

taille micrométrique, qui peuvent être retenue par le filtre. 

Méthode : 

Quatre conditions sont testées, chacune sur 5 poches homogènes worst case préalablement dopées 

de standard interne, puis rincées 4 fois successivement afin de déterminer la valeur de références.  

Tableau XXI – Quatre conditions du test d’optimisation de solvant 

Condition Solvant 
Concentration de 

polysorbate 80 (%) 

1 
Eau 

0.1 

2 3 

3 
chlorure de sodium 

0.1 

4 3 

Le volume filtré est total, et le comptage des particules est réalisé sur la membrane intégrale à un 

grossissement de 60 fois, pour s’affranchir des approximations et permettre une évaluation précise 

et optimale des données. 

Les taux d’extraction des quatre conditions sont calculés et comparés, et le solvant optimal est celui 

qui permet d’obtenir de manière significative le taux le plus élevé.  

Résultats : 

Le résultat exprime la somme des comptages de particules ≥ 10 et 25 µm, réalisées sur 2 membranes 

issues de la filtration d’un volume de 500 ml puis 2000 ml, séparément, afin d’abaisser la surcharge 

en particules des filtres et faciliter le dénombrement.  
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Tableau XXII – Conditions testées pour l’optimisation de la méthode 

Condition Solvant 
Concentration de 

polysorbate 80 (%) 
Taux de recouvrement  

Moyenne (%) Ecart-type 

1 
Eau 

0.1 87.4 7.3 

2 3 92.1 2.6 

3 
Chlorure de Sodium 

0.1 87.9 13.1(1) 

4 3 85.9 7.0 
1 Les taux pour cette condition de test sont les suivants : 95.4% - 95.6% - 88.4% - 95.0% - 65.1%.    

Les données brutes sont en annexe 6.  

 
Figure n° 40 – Comparaison des taux d’extraction moyens des quatre solvants test ANOVA  

(à l’aide du logiciel Minitab) 

Discussion : 

Les taux d’extraction moyens sont tous compris dans le quartile haut.   

Pour la 3e condition, l’écart-type est relativement plus élevé en raison d’une valeur qui peut être 

considérée comme aberrante (taux d’extraction égal à 65.12 %), probablement due à une 

contamination secondaire au cours des extractions successives, où le nombre des particules est 

passé de 176 à 240 au lieu de diminuer (voir annexe 6).  

Un test ANOVA (sur le logiciel Minitab) permet de comparer les quatre taux d’extraction moyens et 

les évaluer statistiquement équivalents, avec une valeur-p de 0.324 (p > 0.05). Même après 

élimination de la valeur aberrante, le taux d’extraction de 93.6 ± 3.5% change peu les résultats. 

Le solvant qui présente le moins de contraintes est l’eau supplémentée de 0.1 % de polysorbate 80 : 

l’eau ROW est d’une utilisation plus pratique que la solution de chlorure de sodium, et le polysorbate 

à 0.1% est moins visqueux à faible concentration donc plus facile à filtrer et générant moins de 

mousse. 

Ce solvant est celui qui est déjà utilisée dans la méthode de test utilisée en routine, qui n’est en 

conséquent par modifiée à la suite de ces tests.  

Conclusion : 

Les différences ne sont pas suffisamment significatives pour permettre de distinguer un solvant plus 

optimal que les autres, et le solvant choisi est celui qui est déjà en place et présentant le moins de 

contraintes, avec un taux d’extraction de 87.4 ± 7.3 %. 

Si l’on considère que les quatre solvants sont suffisamment équivalents pour être confondus, on 

aboutit à un taux d’extraction moyen de 88.3 ± 8.0 % pour l’ensemble des quatre solvants.  
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3.7.2.4 Synthèse de l’optimisation de méthode 

La méthode de comptage de particules non-visibles par microscopie dans les poches pour perfusion 

est candidate à la validation, dans l’objectif d’assurer la fiabilité de ses résultats. 

Elle comporte globalement 3 phases : le remplissage par un solvant d’extraction, la filtration de ce 

solvant qui entraine les particules non-visibles sur une membrane, et enfin le dénombrement au 

microscope par l’analyste. 

La bonne connaissance de ses étapes et des paramètres entrant en jeu est d’une importance 

cruciale, elle a permis l’analyse de risque qui met en évidence les facteurs susceptibles de biaiser les 

résultats en faveur d’une surévaluation ou sous-évaluation, et qui sont principalement :  

- Le facteur humain (l’analyste) 

- La contamination secondaire durant l’analyse 

- Le taux d’extraction des particules par le solvant adéquat 

Ces éléments ont été exploités pour optimiser la méthode selon deux approches : 

- Amélioration continue des pratiques de laboratoire pour réduire le risque d’erreurs  

- Optimisation du taux d’extraction des particules par le choix d’un solvant  

Bien que ce travail ait conduit à confirmer le solvant déjà employé dans la méthode de test, qui est 

l’eau exempte de particules additionnée de 0.1 % de polysorbate 80, ceci a permis de démontrer sa 

performance ainsi que le taux d’extraction des particules analysées en routine : 87.4 ± 7.3% 

Les principales plus-values de ce travail ne se limitent pas à l’optimisation de méthode, mais 

s’étendent à la validation dont il a permis de poser les bases, notamment par : 

- La détermination d’une méthode de calcul du taux d’extraction selon la formule :  

- Taux de recouvrement (%) = ( 𝐂𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐚𝐮 𝐩𝐫𝐞𝐦𝐢𝐞𝐫 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞

𝐒𝐨𝐦𝐦𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐜𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞𝐬 𝐝𝐞 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐝𝐞𝐬 𝟒 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞𝐬
 )  100 

- La définition des spécifications du taux d’extraction à au moins 75%. Ce point sera traité dans 

le critère d’exactitude lors de la validation. 

Ces résultats ont fait appel à plusieurs étapes : d’abord, la sélection d’un standard de particules qui 

apporte une valeur de référence. Celui-ci est constitué d’un échantillon de particules récoltées en 

zone de production au niveau du couteau de découpe des machines de formage, considéré comme la 

principale source de contamination.  

Ce standard se présente sous la forme d’une suspension inhomogène de particules qui, après 

filtration, a un aspect similaire aux particules analysées en routine. Leur nombre n’étant pas connu, 

une méthode interne a été développée pour le quantifier : elle consiste à doper les poches avec une 

quantité non connue de particules, puis à procéder à 4 rinçages successifs pour récupérer la totalité 

des particules initialement injectées, et d’en calculer la somme. 

En effet, quatre rinçages successifs sont nécessaires à la récupération de la contamination particulaire 

initiale pour son dénombrement, nombre établi à la suite d’un test de dix rinçages successifs de 3 

poches ayant démontré que quatre rinçages retiraient 90% des particules et qu’au-delà, la 

contamination particulaire atteignait un état d’équilibre entre les particules extraites et celles issues 

d’une contamination secondaire inhérente à la méthode d’analyse, que l’auteur juge négligeable. 

Le taux de recouvrement moyen est de 88.3 ± 8.0 %, observé globalement entre les 4 solvants, jugés 

équivalents, par un test ANOVA de comparaison des moyennes.  

Une fois l’anatomie de la méthode établie, les conditions du test optimisées, la validation à 

proprement parler peut être abordé dans la partie suivante.  
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Figure n° 41 – Logigramme résumant les principales étapes et conclusions de l’optimisation de méthode 
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3.8 Validation de méthode  

3.8.1 Introduction  
L’objectif de la méthode est le comptage des particules non-visibles par microscopie, dans les poches 

pour perfusion vides. 

La validation de la méthode permet de démontrer à travers des tests la fiabilité des résultats 

obtenus. 

Dans les pages qui suivent, la validation est déployée en trois étapes :  

- rappel des exigences de l’utilisateur 

- évaluation des critères de validation et de leurs limites d’acceptation 

- définition des protocoles de validation et réalisation.  

3.8.2 Méthode  

3.8.2.1 Les exigences de l’utilisateur  
L’utilisateur évalue l’impact du médicament sur le patient, en se basant sur les résultats de 

contamination particulaire qui doivent refléter la qualité effective des poches vides. 

Celles-ci sont destinées à être remplies par une solution de perfusion, et doivent présenter une 

contamination particulaire s’élevant au plus à 40 % des limites compendiales pour la poche de 

perfusion pleine.  

L’utilisateur attend donc de la méthode la détermination du nombre de particules contenues par 

millilitre, par taille, afin de le comparer aux limites autorisées. Il est alors impératif de couvrir toute la 

gamme des résultats conformes, comme suit : 

Tableau XXIII – Gamme de conformité par tranches de taille de particules 

Taille de particules Spécifications (particules/ml)1 

≥ 10 µm 4.8 

≥ 25 µm 0.8 
1 Correspond à 40 % des limites compendiales (12 particules/ml pour les particules ≥ 10 µm, et 2 particules/ml pour les particules ≥ 25 µm). 

La méthode de test a été optimisée en confirmant le solvant de rinçage, et en réduisant le risque 

inhérent de contamination secondaire par l’environnement d’analyse ainsi que les erreurs humaines. 

3.8.2.2 Les critères à valider  

D’après les standards du groupe B.Braun, seule l’étude du critère de fidélité est requise pour les 

analytes de nature physiques, dont le comptage des particules. L’évaluation de la pertinence 

d’étudier ou non les autres critères de validation est à la charge de l’analyste et dépend des 

méthodes candidates à la validation. 

Tableau XXIV – Evaluation des critères de validation de la méthode 
Critère Evaluation de la pertinence pour la validation 

Critères à valider 

Exactitude 
Valide le solvant choisi avec des données basées sur l’évidence 
démontrant sa capacité à extraire les particules des poches pour 
perfusion  

Répétabilité 
Valide la préparation de l’échantillon et l’environnement 
d’analyse (enceinte à flux laminaire et système de production d’eau 
exempte de particules)  

Précision intermédiaire 
Valide le facteur humain, par la comparaison entre 3 analystes 
différents 
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Critères à ne pas valider 

Reproductibilité 
Non appropriée, la validation n’a pas pour but de standardiser la 
méthode.  

Robustesse 

L’optimisation de la méthode a permis de réduire le risque de 
contamination secondaire à son minimum, en se basant sur un 
rationnel. Les risques d’erreur pouvant présenter le plus grand impact 
de résultat erroné sont évalués dans les critères à valider 

Linéarité 

Selon toute logique, le résultat devrait être proportionnel à la quantité 
d’analyte présente, mais ce critère n’est pas validé au profit de 
l’exactitude, en raison des risques de contamination secondaire 
pouvant interférer avec le résultat 

Intervalle de validité  Il requiert de tester la linéarité 

Limite de détection  Les particules détectables sont quantifiables 

Limite de quantification Elle est plus adaptée aux impuretés et produits de dégradation 

Spécificité  
Il existe peu de risque d’interférence, tout ce qui n’est pas soluble est 
retenu par la membrane et répond donc à la définition de particule 

 

 

3.8.2.3 Les critères d’acceptation  

Pour la répétabilité et la précision intermédiaire, les standards du groupe B.Braun prévoient le critère 

d’acceptation ≤ 20 % [41]. 

Pour l’exactitude, celui-ci est à définir en se basant sur les données récoltées durant l’étape 

d’optimisation : le taux d’extraction (ou de recouvrement) est égal à 88.3 ± 8.0 % (3.7.2.3 Sélection du 

solvant optimal pour l’extraction des particules). Il semble qu’une limite ≥ 75 % soit suffisante, en 

tenant compte des données récoltées tout en prenant une marge de sécurité supplémentaire. 

Cela signifie que le solvant de rinçage doit extraire au moins 75 % de la contamination particulaire 

contenue dans une poche, ce qui est acceptable. Bien que l’extraction de 100% des particules soit 

une meilleure option, que ce soit lors d’un premier rinçage, ou en implémentant dans la méthode de 

test un nombre de rinçages suffisants pour toutes les extraire. Cependant, l’usage prévu pour les 

poches de perfusion est le remplissage par une solution parentérale qui sera perfusée une fois au 

patient, et qui justifie le rinçage unique pratiqué dans le cadre de la méthode de test. 

Au regard de cette justification, un taux d’extraction ≥ 75 % est largement suffisant car il permet 

d’analyser une majeur partie de la contamination effective, et surtout la partie susceptible d'être 

transférée au patient pendant l'administration médicale.  

Tableau XXV – Récapitulatif des critères de validation mis en place 

Critère Spécifications Sources 

Exactitude ≥ 75 % 
Données rétrospectives d’optimisation de 
méthode 

Répétabilité 
≤ 20 % Standards de validation du groupe B.Braun 

Précision intermédiaire 
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3.8.2.4 Echantillons à analyser 

La validation est réalisée sur le worst case des poches pour perfusion vides, défini selon leur capacité 

à empêcher l’extraction des particules au moyen d’un solvant (3.6 Analyse de risque). 

Le worst case est la poche de 2500 ml à 3 compartiments. 

3.8.2.5 Standard de particules 

Le standard employé est constitué d’un échantillon de particules récolté en zone de production et 

mis en suspension dans un flacon d’eau (3.7.2.2 Standard interne issu de la zone de production). 

Le volume de standard injecté est calculé de manière à atteindre 40% des limites compendiales afin 

que la validation couvre toute la gamme de conformité et d’utilisation des poches pour perfusions. 

3.8.2.6 Tests exécutés pour chaque échantillon 

Chaque poche pour perfusion est dopée d’un volume de 7 ml de la solution de standard interne 

(annexe 7) et rincée 4 fois :  

- Le premier rinçage correspond à l’exécution de la méthode de test. 

- Les deuxième, troisième et quatrième correspondent aux rinçages nécessaires à l’extraction 

des particules résiduelles de standard pour sa quantification à postériori, afin de calculer le 

taux de recouvrement selon la formule suivante :  

- Taux de recouvrement (%) = ( 𝐂𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐚𝐮 𝐩𝐫𝐞𝐦𝐢𝐞𝐫 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞

𝐒𝐨𝐦𝐦𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐜𝐨𝐦𝐩𝐭𝐚𝐠𝐞𝐬 𝐝𝐞 𝐩𝐚𝐫𝐭𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞𝐬 𝐝𝐞𝐬 𝟒 𝐫𝐢𝐧ç𝐚𝐠𝐞𝐬
 )  100 

Le solvant de rinçage est l’eau exempte de particules additionnée de 0.1% de polysorbate 80. Chaque 

poche est remplie à sa valeur nominale de 2500 ml, puis filtrée comme suit :  

- 500 ml sont filtrés sur une première membrane, selon la méthode de test.  

- 2000 ml sont filtrée sur une seconde membrane, servant évaluer la filtration partielle. 

Le dénombrement de chaque membrane se fait en deux temps selon la méthode de test : 

- Dénombrement partiel sur 8 fenêtres en forme de Z, à un grossissement de 90 fois, avec 

distinction de taille des particules ≥ 10 µm et ≥ 25 µm, conformément à la Ph. Eur.  

- Dénombrement total de la membrane à un grossissement de 20 fois sans distinction de taille, 

servant à évaluer le dénombrement partiel. 

Les résultats servant au calcul des critères de validation correspondent au dénombrement partiel sur 

le volume de 500 ml (résultats exploités en routine). 

Les autres servent à l’évaluation de la filtration partielle du solvant et du dénombrement partiel de la 

membrane.
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Injection de standard Extraction 1 

 

Remplissage Filtration Dénombrement Résultats 

Volume = 2500 ml 
 
 

 
 

Volume = 500 ml 
 

 
 

 

 
 

Grossissement : 20 fois 
Surface : totale 
Distinction de taille : non 

Nombre de particules 

 

         
 

Grossissement : 90 fois 
Surface : 8 fenêtres 
Distinction de taille : oui 

Nombre de particules ≥ 10 µm 
Nombre de particules ≥ 25 µm 

Volume = 2000 ml 
 

 
 

 

 
 

Grossissement : 20 fois 
Surface : totale 
Distinction de taille : non 

Nombre de particules 

 

         
 

Grossissement : 90 fois 
Surface : 8 fenêtres 
Distinction de taille : oui 

Nombre de particules ≥ 10 µm 
Nombre de particules ≥ 25 µm 

Extraction 2 1 

Extraction 3 1 

Extraction 4 1 
Figure n° 42 – Schématique des tests réalisés sur chaque poche 

1 Similaires à l’extraction 1 

 

 

Résultats servant au calcul des critères de validation 

Résultats servant à l’évaluation de la filtration partielle et de dénombrement partiel  
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3.8.2.7 Protocole de validation 

- L’exactitude est réalisée sur 6 échantillons, au sein du même équipement, par le même 

analyste, le même jour. Elle est évaluée moyennant le calcul du taux de recouvrement, et 

chaque valeur doit être conforme à la spécification. 

- La précision est réalisée sur 6 échantillons, au sein du même équipement, par le même 

analyste, le même jour. Elle est évaluée moyennant le calcul du coefficient de variation (CV) 

entre les 6 résultats, ce dernier doit être conforme à la spécification. 

- La précision intermédiaire est réalisée sur 3 échantillons, au sein du même équipement, le 

même jour, pour chacun des 3 analystes. Elle est évaluée moyennant le calcul du CV pour 

chacune des 3 séries et entre les 3 séries. Au final, les 4 CV calculés doivent être conforme à 

la spécification. 

A noter que tous les échantillons de poches vides utilisés pour la validation sont réputés homogènes 

car produits consécutivement dans un même lot. 

En effet, pour effectuer ces tests, la ligne de production des poches vides a produit un lot 

spécifiquement destiné à cet effet, en numérotant chacune des poches chronologiquement.  

Tableau XXVI – Récapitulatif du protocole de validation 

Critère de 
validation 

Critère d’acceptation 
Nombre 

d’échantillons 
Conditions 

Exactitude Taux de recouvrement ≥ 75 % 6 Même équipement 
Même jour 
Même analyste Précision CV ≤ 20 % 6 

Précision 
intermédiaire 

CV ≤ 20 % mesuré entre les 3 résultats de 
chaque analyste, et entre les 3 séries des 
3 analystes 

3 × 3 
Même équipement 
Même jour 
Trois analystes 

Notons que le CV est calculé à partir des taux de recouvrement au lieu des résultats expérimentaux 

de la première extraction, afin de normaliser la contamination particulaire entre les échantillons, et 

donc contourner l’inhomogénéité des contaminations particulaires injectées aux poches pour 

perfusion. 

Afin d’optimiser la matrice des tests, certains échantillons serviront à la validation de plusieurs 

critères, comme suit : 
Tableau XXVII – Matrice des échantillons par critère de validation 

Echantillons 
Critères de validation 

Exactitude Répétabilité Précision intermédiaire 

1 – 2 – 3 
× × 

 

4 – 5 – 6 × (analyste 1) 

7 – 8 – 9   × (analyste 2) 

10 – 11 – 12   × (analyste 3) 
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3.8.3 Résultats 
Les données brutes figurent en annexe 8. 

3.8.3.1 Exactitude 
Tableau XXVIII – Résultats du critère d’exactitude 

Echantillon 
Taux de 

recouvrement (%) 
Limite 

d’acceptation (%) 

1 100 

≥ 75 

2 100 

3 99 

4 99 

5 99 

6 96 

Moyenne 99 

 

3.8.3.2 Précision 
Tableau XXIX – Résultats du critère de précision 

Echantillon 
Taux de 

recouvrement (%) 
CV (%) 

Limite 
d’acceptation (%) 

1 100 

2 ≤ 20 

2 100 

3 99 

4 99 

5 99 

6 96 

 

3.8.3.3 Précision intermédiaire  
Tableau XXX – Résultats du critère de précision intermédiaire (pour chaque série) 

Analyste Echantillon 
Taux de 

recouvrement (%) 
CV (%) 

Limite 
d’acceptation (%) 

1 

4 99 

2 

≤ 20 

5 99 

6 96 

2 

7 99 

1 8 98 

9 100 

3 

10 97 

2 11 100 

12 100 

 
Tableau XXXI – Résultats du critère de précision intermédiaire (entre les 3 séries) 

Analyste Echantillon 
Taux moyen de 

recouvrement (%) 
CV (%) 

Limite 
d’acceptation (%) 

1 4 – 5 – 6  98 

1 ≤ 20 2 7 – 8 – 9  99 

3 10 – 11 – 12  99 

 

3.8.4 Discussion  
Les critères de validation sont conformes aux critères d’acceptation, et tous les résultats sont 

conformes au critère d’exactitude (≥ 75%). 
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Les taux d’extraction sont très élevés, l’écart entre les résultats lors du test de répétabilité est très 

faible, ainsi que celui observé entre 3 analystes. 

Basé sur 12 résultats de la première extraction d’un volume de 500 ml de solvant correspondant à 

l’exécution de la méthode de test, le standard de particules couvre la gamme de conformité et 

d’utilisation des poches pour perfusion de : 

- 17.9 ± 9.5 particules/ml de taille ≥ 10 µm. 

- 10.5 ± 5.3 particules/ml de taille ≥ 25 µm. 

A titre indicatif, notons que les tailles des particules du standard se répartissent comme suit : 

Particules ≥ 10 µm 64 % 
Particules ≥ 25 µm 36 % 

Dans la suite de ce chapitre, nous allons exploiter les données satellites récoltées de deux manières :   

- envisager une autre approche de validation de la méthode, en utilisant les données récoltées 

en routine à titre indicatif : dénombrement des particules sur la totalité de la membrane à un 

grossissement de 20 fois, après filtration de 500 ml du solvant.  

- Evaluer la filtration partielle du volume et le dénombrement partiel de la membrane.  

3.8.4.1 Approche alternative de validation 
Tableau XXXII – Résultat des taux de recouvrement (approche alternative)  

Analyste Echantillon 
Taux de 

recouvrement (%) 

1 

1 92 

2 95 

3 94 

4 93 

5 98 

6 85 

2 

7 96 

8 95 

9 94 

3 

10 89 

11 96 

12 93 

Tableau XXXIII– Evaluation des critères de validation (approches alternative) 

Critère de validation Résultats (%) 
Limites 

d’acceptation (%) 

Exactitude Moyenne = 93 ≥ 75 

Répétabilité CV = 4 

≤ 20 Précision 
intermédiaire 

Analyste 1 CV = 6 

Analyste 2 CV = 1 

Analyste 3 CV = 3 

Entre les 3 séries CV = 2 

Ces résultats sont en accord avec ceux de la précédente approche.  

3.8.4.2 Evaluation de la filtration partielle du volume du solvant 

Le premier rinçage réalisé dans le cadre de la validation correspondant à l’exécution de la méthode 

de test, c’est donc celui qui est considéré pour cette évaluation. 
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La distinction de taille n’ayant pas d’importance dans cette étude, le dénombrement à grossissement 

de 20 fois est donc considéré pour calculer la proportion des particules comptées par la formule 

suivante :  

𝑷𝒓𝒐𝒑𝒐𝒓𝒕𝒊𝒐𝒏 =  
𝑨

(𝑨 + 𝑩)
 

Où : 

A = Nombre de particules contenues dans 500 ml 

B = Nombre de particules contenues dans 2000 ml 

Cette proportion est rapporté au 1 5⁄ ème, qui correspond à la proportion du volume filtré, et aboutit 

au calcul du recouvrement tel que : 

Recouvrement (%) = Proportion × 5 × 100 

Ce recouvrement doit être le plus proche possible de 100%. 

Tableau XXXIV– Recouvrement des proportions de particules contenues dans les volumes filtrés (500-2000ml) 

Echantillon 
Particules dénombrées 

Recouvrement 
(%) 

Analyste réalisant 
le dénombrement 
(500ml/2000ml) 

Membrane de 
filtration de 500 ml 

Membrane de 
filtration de 2000 ml 

1 2017 6495 118 (1/1) 

2 2340 9384 100 (1/1) 

3 1798 7346 98 (1/1) 

4 3122 6482 163 (1/1) 

5 8837 11929 213 (1/1) 

61 988 3950 - (1/1) 

7 1651 4866 127 (1/2) 

8 1733 6805 101 (1/2) 

9 1860 11220 71 (1/2) 

10 1153 9248 55 (1/3) 

11 1056 7853 59 (1/3) 

12 1465 11592 56 (1/3) 
1 Cette ligne n’est pas prise en compte : données calculés à partir d’un volume de 2500ml par division à l’aide d’un facteur 5 en raison d’une 

déviation au protocole de test : lors du 1er rinçage, tout le volume de 2500 ml a été filtrée par erreur sur une seule membrane. 

Aucune autre déviation au protocole n’a été reportée.  

La moyenne est à 106% avec un écart-type de 49%. La moyenne est très proche du 100% attendu, 

mais il existe quatre valeurs très éloignées allant de 55 % à 213%.  

Les disparités peuvent avoir pour origine un effet analyste-dépendant, notamment pour les 

échantillons 10 à 12 qui présentent des résultats très bas et ont en commun l’analyste 3.  
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Figure n° 43 – Distribution autours de la cible des recouvrements par échantillon 

Mais cet effet est insuffisamment évaluable dans le cadre de ce test. En effet, pour qu’il le soit, il 

faudrait que chacun des 3 analystes dénombrent les particules sur les mêmes membranes.  

Ces 3 valeurs aberrantes sont écartées, ce qui mène à une nouvelle moyenne de 124% avec un écart-

type de 45%.  

La valeur de 213% peut être expliquée par le fait que des particules peuvent se superposer au-delà 

d’un certain nombre (11292 particules, dans ce cas) ayant pour impact la sous-évaluation du résultat. 

Ceci expliquerait que le nombre de particules comptées dans 2000 ml de solvant semble 

relativement plus bas que le nombre attendu : quatre fois le contenu de 500 ml (~ 1465 × 4). 

La filtration partielle conduit à une surévaluation des résultats évaluée à environ 124 ± 45 %, et 

présente peu de risque pour le patient. 

Il est possible de modifier la méthode de test au profit d’une filtration totale du solvant mais cela la 

rendrait très chronophage, et pourrait augmenter davantage le risque d’erreurs humaines par 

l’augmentation du nombre d’opérations de préparation de l’échantillon.  

De plus, l’analyse partielle du volume est citée dans la Ph. Eur. dans la méthode 1 de la monographie 

2.9.19 où seuls 15 ml sont analysées par blocage de la lumière, même pour les préparations de grand 

volume > 100 ml. 

 

3.8.4.3 Evaluation du dénombrement partiel de la membrane 

Le premier rinçage réalisé dans le cadre de la validation correspond à l’exécution de la méthode de 

test et est donc considéré pour cette évaluation. 

La comparaison est faite entre les résultats, sans distinction de taille, de : 

- Dénombrement partiel du volume de 500 ml (à grossissement de 90 fois) 

- Dénombrement total du même volume de 500 ml (à grossissement de 20 fois) 
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Tableau XXXV – Ratio entre le dénombre partiel extrapolé et le dénombrement total (500ml) 

Echantillon 
Dénombrement 

partiel  
Dénombrement 

total 
Dénombrement 

partiel extrapolé1 
Ratio2 

1 274 2017 13152 6.52 

2 308 2340 14784 6.32 

3 236 1798 11328 6.30 

4 305 3122 14640 4.69 

5 401 8837 19248 2.18 

6 128 988 6144 6.22 

7 81 1651 3888 2.35 

8 129 1733 6192 3.57 

9 89 1860 4272 2.30 

10 89 1153 4272 3.71 

11 99 1056 4752 4.50 

12 100 1465 4800 3.28 

 Ratio moyen 4.33 
1 Correspond à la multiplication par 48 du dénombrement partiel 

2 𝑹𝒂𝒕𝒊𝒐 =  
𝑫é𝒏𝒐𝒎𝒃𝒓𝒆𝒎𝒆𝒏𝒕 𝒑𝒂𝒓𝒕𝒊𝒆𝒍 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒑𝒐𝒍é

𝑫é𝒏𝒐𝒎𝒃𝒓𝒆𝒎𝒆𝒏𝒕 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍
 

 

La moyenne du ratio est égale à 4.33 pour un écart-type à 1.43. 

Il y a donc relativement plus de particules observées lors du comptage partiel à grossissement de 90 

fois que de particules lors du comptage total à un grossissement de 20 fois. 

Cela peut être expliqué par le fait que les particules sont plus faciles à distinguer à un grossissement 

de 90 fois qu’à 20 fois. En effet, il n’y a pas d’hypothèse pouvant expliquer que les particules se 

concentrent préférentiellement dans les 8 fenêtres analysées. 

Le ratio entre ces deux grossissements (90 fois et 20 fois) est de 4.5 et il est approximativement 

proche du ratio moyen de 4.33. 
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4. Discussion générale 
Ce travail s’est focalisé sur l’étude de la méthode de comptage des particules non-visibles par 

microscopie dans les poches pour perfusion vides, réalisée en trois phases : remplissage par un 

solvant, filtration sur une membrane puis dénombrement au microscope par l’analyste. 

Sa validation présente un cas particulier des validations de méthode analytique pour les deux raisons 

suivantes : 

- Le paramètre analysé est de nature physique, et n’est pas directement concerné par les 

guidances de l’ICH qui traite plutôt de la validation de méthodes chimiques. Sa validation 

s’est attaché à étudier les critères de validation les plus impactés par les erreurs inhérentes à 

ce type de méthode : l’exactitude et la fidélité. 

- Aussi, il s’agit plus précisément d’une vérification - des conditions opératoires - car la 

méthode candidate est du type normalisé, étant établie à partir de trois textes de référence :  

 La norme ISO 8871-3 (2004) 

 La norme ISO 15747 (2012) 

 La monographie 2.9.19 de la Ph. Eur. en vigueur (version 8.2) 

 

1. Evaluation de la conformité de la méthode avec les textes de référence : 

Cependant, la méthode présente quelques écarts avec les textes réglementaires. Il est généralement 

admis de déroger aux références, soit en justifiant son choix dans le dossier de validation, ou lorsque 

l’impact de la non-conformité est négligeable.  

Le tableau suivant reprend les principales déviations, les points qui ne sont pas cités sont considérés 

conformes : 

Tableau XXXVI – Dérogations de la méthode aux textes de références  

Etape Texte Exigence du texte Méthode de test 

Remplissage 

des poches 

ISO 15747 
Remplissage à l’eau exempte de 

particules 

Remplissage à l’eau exempte 
de particules, additionnée de 
0.1% de polysorbate 80 : des 
données rétrospectives, 
internes au laboratoire 
B.Braun, avaient permis 
d’établir qu’il présente un 
meilleur taux d’extraction que 
l’eau seule. 
L’optimisation de méthode a 
permis de confirmer que ce 
solvant est optimal pour 
l’extraction des particules 
depuis les poches.  

ISO 8871-3 

Remplissage à l’eau exempte de 

particules sans addition de 

polysorbate 80 pour l’analyse des 

particules non visibles par blocage 

de la lumière, mais avec addition 

de polysorbate 80 (0.3×10-3 %) 

pour l’analyse des particules 

visibles 
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Etape Texte Exigence du texte Méthode de test 

Fabrication 

d’eau 

exempte de 

particules 

Ph. Eur. 

(2.9.19) 

L’eau exempte de particules est 
obtenue par filtration de l’eau 
distillée à travers une membrane 
de porosité de 0.2 µm.  

L’eau exempte de particules 

est obtenue par filtration à 

travers une membrane de 

porosité de 0.2 µm de l’eau 

purifiée par osmose inverse. 

Bien que les procédés soient 

différents, la qualité de cette 

eau est équivalente au regard 

de sa contamination 

particulaire 

Principe 

d’analyse 

ISO 15747 

et ISO 

8871-3 

Analyse des particules non visibles 

par blocage de la lumière 

Analyse des particules visibles 

par microscopie pour 

harmoniser les méthodes 

d’analyse de la poche pour 

perfusion (vide) et la poche de 

perfusion (remplie) 

Filtration 
Ph. Eur. 

(2.9.19) 
Filtration de la totalité du volume  

Filtration partielle : l’objectif 

est de réduire le temps 

d’analyse chronophage.  

L’impact est évalué lors de la 
validation et conduit à une 
surévaluation du résultat 
(faible risque pour le patient). 
De plus, l’analyse partielle du 
volume est citée dans la Ph. 
Eur. dans la méthode 1 de la 
monographie 2.9.19 où seuls 
15 ml seuls sont analysées par 
blocage de la lumière, même 
pour les préparations de grand 
volume > 100 ml. 

Détermination 

de taille 

Ph. Eur. 

(2.9.19) 

Transformation mentale de 

l’image de chaque particule en un 

cercle et comparaison aux cercles 

de référence 

Utilisation d’un logiciel qui 
détermine la surface de 
chaque particule de manière 
précise selon la formule 
suivante : 
𝑑𝑖𝑎𝑚è𝑡𝑟𝑒 é𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡

= 2 × √
𝐴𝑖𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒 𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é𝑒

𝜋
 

 

 

2. Etapes de la validation : 

Basée sur la cartographie de la méthode, l’analyse de risque a permis d’identifier les sources 

potentielles d’erreurs, de les classer selon l’outil du 5M et de les hiérarchiser pour mettre en 

évidence ceux qui influencent le résultat, à savoir :  

- le facteur humain 

- la capacité du solvant de rinçage à extraire les particules  

- la contamination secondaire par l’environnement d’analyse. 
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Par la suite, l’optimisation de méthode s’est attachée à réduire le risque en formulant des 

recommandations d’amélioration continue et une optimisation de l’extraction des particules afin de 

valider une méthode complètement mise au point. 

En se basant sur ces éléments, les efforts de validation s’attachent particulièrement à l’élimination 

des risques d’erreurs en étudiant les critères qui s’y rapportent : 

Exactitude  solvant de remplissage 

Répétabilité préparation de l’échantillon 

Précision intermédiaire  facteur humain 

 

Les étapes préliminaires à la validation ont permis également de poser les bases de la validation en 

choisissant un standard interne, en définissant une méthode interne pour sa quantification ainsi que 

des critères d’acceptation pour le critère d’exactitude : 

- Le standard de particules constitué de poussière de film en polyoléfine répond à la définition 

donnée par l’ICH car il est caractérisé et évalué par des procédures additionnelles (incluant 4 

extractions successives) autre que celles utilisées en routine (incluant une extraction unique). 

- Le critère d’acceptation de l’exactitude est fixé à ≥ 75 %, largement suffisant, permet 

d’analyser une majeur partie de la contamination effective, et surtout la partie susceptible 

d'être transférée au patient pendant l'administration médicale. 

 

3. Critères de validation : 

Cependant des critères supplémentaires auraient pu être étudiés, notamment la linéarité, l’intervalle 

de validité : 

- La linéarité aurait pu démontrer la capacité à obtenir des résultats proportionnels à la 

quantité de particules effectivement présente. Mais les tests auraient certainement été 

difficiles à conduire en raison des risques inhérents de sous-évaluation ou surévaluation du 

résultat, qui peuvent ainsi altérer la linéarité. 

- L’intervalle de validité aurait pu démontrer un bon niveau de fidélité, exactitude et linéarité 

entre le plus bas et le haut résultat. 

Dans le cas de la contamination particulaire, le plus bas résultat est égal à zéro et correspond à une 

membrane filtrante complètement exempte de particules. 

Tout analyste correctement formé à la microscopie optique est sensé pouvoir reconnaître une 

membrane totalement vide. La difficulté réside dans la préparation de l’échantillon pour l’obtention 

d’un tel résultat et nécessiterait certainement plusieurs tentatives. 

 

L’étude de ces critères supplémentaire demanderait donc un investissement important en termes de 

temps et de ressources. Qu’est-ce qui peut justifier la réalisation d’un nombre important  de tests ? 

Et quelle serait leur valeur ajoutée au produit pharmaceutique ? Un objectif de 100% d’assurance de 

fiabilité de la méthode n’est pas requis et certainement difficilement atteignable. 

 

De manière générale, ce travail propose une approche rationnelle et objective pour la validation du 

dénombrement des particules non visibles dans les poches pour perfusion, avec un objectif global, 

celui d’assurer la sécurité du patient et l’efficacité du médicament. L’étude des critères d’exactitude, 

de répétabilité et de précision intermédiaire ont prouvé la fiabilité de la méthode et son adéquation 

avec l’évaluation de la qualité des médicaments de manière suffisante. 
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Cependant, en raison de ses nombreux paramètres afférents, l’incertitude et les erreurs 

expérimentales indissociables avec les méthodes physiques, ceux-ci doivent être considérés pour 

toute évaluation supplémentaire. 

4.1 Perspectives : 
Ce travail ouvre différentes perspectives dans le domaine des particules dans les médicaments 

destinés à la voie parentérale.  

- D’abord, au regard de la validation de méthode, il apparaît naturel de poursuivre le cycle de vie de 

la méthode, par l’évaluation périodique, la maintenance et la maîtrise des changements. Ces points 

sont déjà prévus dans les procédures internes du laboratoire B.Braun.  

- Pour la méthode de test à B.Braun, l’étude du facteur analyste-dépendant peut être investiguée en 

faisant réaliser des dénombrements au microscope des mêmes membranes par plusieurs analystes 

pour expliquer les écarts, et compléter leur qualification à cette opération.  

- Il est également possible d’envisager de revalider cette méthode moyennant une autre approche, 

un autre standard, ou en étudiant des critères de validation supplémentaires si cela est jugé 

pertinent par l’analyste. 

- Pour les autres types de poches qui sont nouvellement produites sur d’autres machines, avec une 

conception et des matériaux différents, il convient d’évaluer l’applicabilité de la validation de 

méthode réalisée sur ces poches, ou de la valider de nouveau si nécessaire.  

- Sur le plan toxicologique, et bien que le sujet des particules injectées fasse souvent 

l’actualité dans le monde de la santé, l’impact sur la santé humaine reste insuffisamment 

documenté. Il serait intéressant de réaliser une revue bibliographique critique des cas 

publiés dans la littérature scientifique. 
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5. Conclusion  
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ICH Regions 

ICH (Q9) Quality Risk Management  
ICH (Q2 (R1)) Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology  
ICH (Q6A) Specifications: Test Procedures and Acceptance Criteria for New Drug 

Substances and New Drug Products: Chemical Substances 
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Annexes  
Annexe 01 : Motifs et détails des retraits de lots publiés sur le site de la FDA de Janvier 2013 à 

Septembre 2014. 

Source : http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/DrugRecalls/default.htm 

 

Entreprise Date Produit 
Nombres 

de lots 

Particules 
Autre 

Visible Non visible 

Baxter 16.09.14 
Chlorure de 
potassium 

1   
Erreur 

d'étiquetage 

Hospira 11.09.14 Heparine ® 1 X   

Pharmacy 
Creations 

06.09.14 Produits stériles 4   
Assurance de 

stérilité 

Martin Avenue 
Pharmacy, Inc. 

27.08.14 Produits stériles Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Baxter 14.08.14 Dianeal® 2 X   

Amgen 13.08.14 Aranesp® 9 X   

Cubist Pharma-
ceuticals 

08.08.14 Cubicin ® 9 X  

Cubist Pharma-
ceuticals 

06.08.14 Cubicin ® 98 X  

Hospira 29.07.14 Lidocaine 1 X   

American 
Health 

Packaging 
21.07.14 Oxcarbazepine Non précisé   Autre 

Baxter 14.07.14 Solutions IV 4 X   

Hospira 10.07.14 
Ringer et 5% 
Dextrose Inj. 

1   Assurance stérilité 

BMS 30.06.14 Coumadine ® 6 X   

Hospira 17.06.14 0.5% Marcaine ®  X   

Alexion 02.06.14 Soliris® 1 X   

Fresenius 
Medical Care 

21.05.14 
NaturaLyte® 

Liquid 
Bicarbonate 

56   Assurance stérilité 

Hospira 16.05.14 
Labetalol 

Hydrochloride 
Inj. 

Non précisé X   

Hospira 14.05.14 Dobutamine ® 1 X   

Hospira 21.04.14 Marcaine® 1 X   

Hospira 18.04.14 Lidocaine 1% 1 X   

Cubist Pharma-
ceuticals 

18.04.14 Cubicin ® 1 X   

Hospira 17.04.14 Propofol®  7 X   

Shire 
Pharmaceu-

ticals 
14.03.14 VPRIV® 3 X   

http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/DrugRecalls/default.htm
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Entreprise Date Produit 
Nombres 

de lots 

Particules 
Autre 

Visible Non visible 

Woodland Park 12.03.14 Reumofan Plus 1   
Ingrédient non 

déclaré 

Pfizer 06.03.14 
Effexor®, 

Venlafaxine ® 
3   

Erreur 
d'étiquetage 

Baxter 05.03.14 Dianeal® 1 X   

Ben Venue 
Laboratories 

14.02.14 
Acetyl-cysteine 
Sol 10% pour 

inhalation 
Non précisé X   

MyNicKnaxs, 
LLC 

04.02.14 
Pilules de 

réduction de 
poids 

Non précisé   
Ingrédient non 

déclaré 

The 
Mentholatum 

Company 
16.01.14 Rohto® Non précisé   Assurance stérilité 

Baxter 23.12.13 
5% Dextrose 

Injection, USP 
5 X  

Hospira 23.12.13 
Lidocaine HCl 

inj. 2% 
1 X  

Abrams Royal 
Pharmacy 

18.12.13 Plusieurs Non précisé   Assurance stérilité 

Alexion 13.12.13 Soliris ® IV 2 X   

Baxter 27.11.13 
Nitroglycérine 
5% Dextrose 

Inj. 
1 X  

 

Nature's 
pharmacy 

13.11.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Perrigo 01.11.13 
Acetamino-
phen Infant 

18   Autre 

Hospira 18.10.13 
Marcaine 
0,25% ® 

1 X   

B.Braun 
Medical 

15.10.13 Cefepime 1g Non précisé X   

Nephron 
Pharmaceu-

ticals 
10.10.13 

Albuterol 
Sulfate 0.083% 

® 
10   Autre 

Hospira 04.10.13 
Lidocaine HCl 

inj. 1% 
1 X   

Hospira 01.10.13 
Metoclopra-

mide Inj 
3 X  

 

Hospira 13.09.13 Bupivacaine® 2 X   

Leiter's  
Pharmacy 

10.09.13 Bevacizumab 3   
Assurance de 

stérilité 

Park 
Compounding 

10.09.13 
Testosterone 

Cypionate 
1   

Assurance de 
stérilité 
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Entreprise Date Produit 
Nombres 

de lots 

Particules 
Autre 

Visible Non visible 

Avella Specialty 
Pharmacy 

09.09.13 
Bevacizumab 

et Vancomycin 
2   

Assurance de 
stérilité 

McNeil 
Consumer 
Healthcare 

06.09.13 
MOTRIN ® 

Infants Drops 
3 X   

University 
Compounding 

Pharmacy 
06.09.13 

Testosterone 
et PGE-1NS 

7   
Assurance de 

stérilité 

Altaire 
Pharma-

ceuticals, Inc. 
06.09.13 

Carboxymethyl
cellulose 

Sodium 0.5% 
Ophthalmic 

9   Conservation 

Medaus 
Pharmacy 

04.09.13 Plusieurs 10   
Assurance de 

stérilité 

Cubist 
Pharmaceu-

ticals 
29.08.13 Cubicin ® Inj 4 X  

 

JCB 
Laboratories 

27.08.13 Plusieurs 6  
Assurance de 

stérilité 

Wellness 
Pharmacy 

26.08.13 Plusieurs 6   
Assurance de 

stérilité 

Park Pharmacy 23.08.13 Plusieurs inj 2   
Assurance de 

stérilité 

Aidapak 
Services LLC 

17.08.13 Plusieurs oraux Non précisé   
Erreur 

d'étiquettage 

Specialty 
Compounding 

09.08.13 Plusieurs inj Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Nexus 
Pharmaceu-

ticals Inc. 
01.08.13 

Benztropine 
Mesylate 
Injection 

1 X   

Beacon Hill 
Pharmacy 

31.07.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Sandoz US 03.07.13 Estarylla® oral 1   Autre 

Fresenius Kabi  30.06.13 
Benztropine 

Mesylate 
Injection 

4 X X  

Advance 
Pharmaceutical 

Inc. 
19.06.13 

Enteric coated 
Aspirin Tablets 

1   
Erreur 

d'étiquetage 

Sagent 
Pharma-
ceuticals 

13.06.13 
Vecuronium 
Bromide for 

Injection 
18   Conservation 

Zydus 
Pharmaceutical 

USA Inc. 
10.06.13 Warfarin comp. 1   Autre 
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Entreprise Date Produit 
Nombres 

de lots 

Particules 
Autre 

Visible Non visible 

Sagent 
Pharmaceu-

ticals 
07.06.13 

Vecuronium 
Bromide for 

Injection 
3   Conservation 

Lowlite 
Investments, 

Inc. 
29.05.13 Plusieurs Non précisé   

Assurance de 
stérilité 

Main Street 
Family 

Pharmacy, LLC 
28.05.13 Plusieurs Non précisé   

Assurance de 
stérilité 

Fresenius Kabi  25.05.13 
Magnesium 

Sulfate 
1 X  

 

Sandoz US 20.03.13 
Methotrexate 
Sodium USP 

2 X  

 

Pentec Health 15.05.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Hospira 10.05.13 
Piperacillin et 
Tazobactam 

21 X   

Compounding 
Shop, LLC 

06.05.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Hospira 26.04.13 
Piperacillin et 
Tazobactam 

15 X   

Hospira 26.04.13 
Chlorure de 
sodium 0.9% 

Non précisé X  
 

Nora 
Apothecary 

22.04.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Balanced 
Solutions 
Products 

17.04.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Apothecure, 
Inc 

15.04.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

NuVision 
Pharmacy 

15.04.13 
Produits 

lyophilisés 
Non précisé   

Assurance de 
stérilité 

Green Valley 
Drugs 

05.04.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Hospira 29.03.13 
Chlorure de 
sodium 0.9% 

1 X  

Pallimed 
Solutions, Inc. 

26.03.13 Plusieurs Non précisé X   

Medprep 
Consulting Inc. 

20.03.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Clinical 
Specialties 
Pharmacy 

20.03.13 Plusieurs Non précisé   
Assurance de 

stérilité 

Clinical 
Specialties 

18.03.13 
Avastin 

seringues 
préremplies 

40   
Assurance de 

stérilité 
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Calculs :   

Motif Nombre de rappels de lot Pourcentage 

Présence de particules 40 44,9% 

Assurance de stérilité 32 36,0% 

Erreur d'étiquetage 4 4,5% 

Ingrédient non déclaré 4 4,5% 

Autre 9 10,1% 

Total 89  - 

 

 

 

 

  

Entreprise Date Produit 
Nombres de 

lots 
Particules Autre 

Medprep Consulting Inc. 17.03.13 Plusieurs Non précisé  
Assurance de 

stérilité 

Medprep Consulting Inc. 16.03.13 
Sulfate de 

magnésium 2mg 
Non précisé   

Assurance de 
stérilité 

Affymax & Takeda 23.02.13 Omontys® 5   Autre 

Reumofan Plus USA, LLC  15.02.13 Reumofan Plus Non précisé   
Ingrédient non 

déclaré 

Gilead 15.02.23 Vistide® 1 X   

Advance Pharmaceutical 17.01.13 
Sufate ferreux 325 

mg 
1   

Ingrédient non 
déclaré 

Mobius Therapeutics, LLC 10.01.13 
Mitosol® 0.2 

mg/dose 
ophtalmique 

2   
Assurance de 

stérilité 
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Annexe 02 : Classes types de propreté particulaire de l’air des salles propres et zones propres 

(selon la norme ISO 14644-1) 

Le tableau suivant présente des classes types de propreté particulaire et les concentrations 

correspondantes des particules de tailles égales ou supérieures aux valeurs considérées. 

 

 

  



Thèse d’exercice – Les particules dans les médicaments destinés à l’usage parentéral 

85 
El-Hadeuf Wafa – Laboratoire B.Braun Medical AG 

Annexe 03 : Standard Duke Standard Microspheres Size NIST de polystyrène et calculs du nombre 

de particules : 

 Standard de 10 µm Standard de 25 µm 

Produit 4210A 4225A 

N° de lot 41863 40804 

Taille certifiée (µm) 10.00 ± 0.08 24.61 ± 0.22 

Volume (ml) 15 15 

Concentration solide (%) 0.23 0.5 

Nombre de particules1 65 × 106 8.5 × 106 
1 Nombre de particules = 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑′𝑢𝑛𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒
 

  Où :  Volume total des particules = 
volume du flacon × concentration solide (v/v)

100
 

   Volume d’une particule = 4 3⁄  𝜋 𝑟3 

Pour rappel :  1 ml = 1 cm3 

1 µm3 = 10-12 cm3  

 

1. Calcul du nombre de particules de 10 µm :  

Volume total des particules (cm3)  = 
15 × 0.23 

100
 

Volume d’une particule (cm3)   = 4 3⁄  𝜋 (5)3 × 10-12 

Nombre de particules   ~ 65 × 106   

 

2. Calcul du nombre de particules de 25 µm : 

Volume total des particules (cm3)  = 
15 × 0.5 

100
 

Nombre de particules (cm3)   = 4 3⁄  𝜋 (12.5)3 × 10-12 

Nombre de particules   ~ 8.5 × 106   
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Annexe 04 : Calculs des dilutions et prélèvements du standard de microsphères de polystyrène 

Un volume de 100 µl de standard de particules est prélevé à l’aide d’une micropipette puis dilué au  

1/1000e. Un volume de 1 ml est prélevé à l’aide d’une pipette.  

Volume du standard Nombres de particules contenues 

Standard de 10 µm Standard de 25 µm 

15 ml (flacon d’origine) 65 × 106 8.5 × 106 

100 µl (volume pipeté) 1  433 333 56 667 

1 ml (après dilution au 1/1000e) 2  433 57 
1 Nombre dans 100 µl = 65 × 106 × 100 / 15 × 10 5  
2 Après dilution au 1/1000e, 433 333 de particules sont dispersées dans 1000 ml, ce qui aboutit à une 

concentration de 433 particules/ml. 

 

Annexe 05 : Données brutes de comptage de particules des 10 opérations d’extractions avec 

distinction de taille (développement d’une méthode de quantification du standard interne) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N° d’extraction 
Poche 1 Poche 2 Poche 3 

≥ 10 µm ≥ 25 µm ≥ 10 µm ≥ 25 µm ≥ 10 µm ≥ 25 µm 

1 244 366 89 354 119 268 

2 126 31 117 121 27 31 

3 136 39 48 48 5 13 

4 21 25 9 14 7 14 

5 46 17 11 26 4 13 

6 0 20 5 14 25 9 

7 173 65 161 96 21 18 

8 59 59 46 109 18 17 

9 0 17 17 44 11 17 

10 0 19 12 36 4 21 
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Annexe 06 : Données brutes d’optimisation de méthode 

Condition 
de test n° 

Extraction 1 Extraction 2 Extraction 3 Extraction 4 

≥ 10 µm ≥ 25 µm Total ≥ 10 µm ≥ 25 µm Total ≥ 10 µm ≥ 25 µm Total ≥ 10 µm ≥ 25 µm Total 

1 

1147 2304 3451 121 312 433 21 77 98 33 33 66 

1171 2741 3912 75 128 203 119 289 408 65 136 201 

854 3282 4136 52 110 162 26 70 96 31 92 123 

670 2170 2840 66 195 261 8 19 27 61 69 130 

585 1789 2374 85 223 308 20 48 68 32 65 97 

2 

632 2127 2759 46 130 176 57 122 179 51 32 83 

494 2366 2860 48 162 210 67 154 221 36 55 91 

906 3876 4782 29 89 118 72 176 248 19 1 20 

539 1767 2306 58 114 172 53 99 152 15 15 30 

1252 2231 3483 50 182 232 52 185 237 27 22 49 

3 

1151 3633 4784 15 46 61 24 68 92 57 86 143 

1059 4455 5514 63 209 272 34 86 120 41 165 206 

992 4135 5127 37 191 228 23 70 93 87 165 252 

923 4033 4956 158 295 457 27 49 76 63 24 87 

330 1009 1339 36 140 176 73 167 240 30 47 77 

4 

2079 3055 5134 269 380 649 82 189 271 43 82 125 

2528 3032 5560 154 423 577 67 143 210 10 30 40 

1014 1820 2834 108 242 350 39 86 125 18 62 80 

900 4148 5048 83 243 326 93 223 316 37 85 122 

1790 3928 5718 126 360 486 37 97 134 57 68 125 
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Annexe 07 : Protocole de calcul du volume de standard interne à injecter aux poches pour 

perfusion vide pour la validation de méthode 

Protocole de test : 

- Prélever 1 ml de la suspension de standard interne  

- Filtrer ce volume sur une membrane filtrante de porosité 0.45 µm  

- Dénombrer les particules contenues sur la totalité de la membrane filtrante avec distinction 

de taille (≥ 10 µm et ≥ 25 µm)  

- Répéter l’opération 3 fois 

Calcul : 

Le volume de standard est déterminé de manière à augmenter la contamination particulaire des 

poches pour perfusion à une valeur atteignant les limites compendiales (ou au moins 40%), selon la 

formules suivantes : 

1. Volume nécessaire pour atteindre les spécifications des particules ≥ 10 µm 

Volume 10 = Total 10 /Partiel 10  

Où :  Volume 10 = volume du standard de référence à injecter, tenant compte des 

particules ≥ 10 µm   

 Partiel 10 = nombre de particules  ≥ 10 µm contenues dans 1 ml 

 Total 10 = nombre total des particules ≥ 10 devant être injectées (limites 

compendiales × volume nominal des poches pour perfusion)    

2. Volume nécessaire pour atteindre les spécifications des particules ≥ 25 µm 

Volume 25 = Total 25 /Partiel 25  

Où :  Volume 25 = volume du standard de référence à injecter, tenant compte des 

particules ≥ 25 µm   

 Partiel 25 = nombre de particules  ≥ 25 µm contenues dans 1 ml 

 Total 25 = nombre total des particules ≥ 25 devant être injectées (limites 

compendiales × volume nominal des poches pour perfusion)    

Si « volume 10 » et « volume 25 » ne sont pas égaux, considérer le volume le plus grand.  

Résultats : 

 Dénombrement (particules/ml)  

Test Particules ≥ 10 µm/ml Particules ≥ 25 µm/ml 

1 4672 6439 

2 5249 7127 

3 4288 7853 

Moyenne (p/ml) 4736 7140 

Spécifications (p/ml) 12 × 2500 2 × 2500 

Volume d’injection (ml) 6.3 7 
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Annexe 08 : Données brutes des résultats de la validation 

1. Filtration du volume de 500 ml  

Echantillon 
N° 

Extraction 1 Extraction 2 

Préparation1 
Comptage 

intégral 
Comptage 

partiel 
≥ 10 
µm(2) 

≥ 25 
µm 

Comptage3 Préparation 
Comptage 

intégral 
Comptage 

partiel 
≥ 10 
µm 

≥ 25 
µm 

Comptage 

1 

Analyste 1 

2017 274 120 154 

Analyste 1 

Analyste 1 

123 0 0 0 

Analyste 2 

2 2340 308 133 175 55 0 0 0 

3 1798 236 88 148 25 0 0 0 

4 3122 305 113 192 135 2 1 1 

5 8837 401 204 197 126 1 0 1 

6 (4) 988 128 48 80 112 6 0 6 

7 

Analyste 2 

1651 81 47 34 

Analyste 2 

37 1 0 1 

8 1733 129 55 74 50 1 0 1 

9 1860 89 39 50 79 0 0 0 

10 

Analyste 3  

1153 89 34 55 

Analyste 3  

128 3 0 3 

11 1056 99 32 67 33 0 0 0 

12 1465 100 45 55 85 1 0 1 
1 Analyste ayant réalisé la préparation de l’échantillon (remplissage et filtration) 
2 Correspond à une taille comprise entre 10 et 25 µm  
3 Analyste ayant réalisé le comptage des particules au microscope optique  
4 Déviation : le dénombrement est issu d’une division par un facteur 5 du résultat du comptage après filtration de 2500 ml au lieu de 500 ml 
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Echantillon 
N° 

Extraction 3 Extraction 4 

Préparation 
Comptage 

intégral 
Comptage 

partiel 
≥ 10 
µm 

≥ 25 
µm 

Comptage Préparation 
Comptage 

intégral 
Comptage 

partiel 
≥ 10 
µm 

≥ 25 
µm 

Comptage 

1 

Analyste 1 

43 0 0 0 

Analyste 2 Analyste 1 

11 0 0 0 

Analyste 2 

2 27 0 0 0 46 0 0 0 

3 52 2 0 2 35 0 0 0 

4 84 2 1 1 24 0 0 0 

5 74 2 0 2 12 0 0 0 

6 42 0 0 0 16 0 0 0 

7 26 0 0 0 10 0 0 0 

8 10 0 0 0 30 1 0 1 

9 27 0 0 0 9 0 0 0 

10 5 0 0 0 4 0 0 0 

11 5 0 0 0 8 0 0 0 

12 10 0 0 0 20 0 0 0 
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2. Filtration du volume résiduel de 2000 ml  

Echantillon 
N° 

Extraction 1 

Préparation 
Comptage 

intégral 
Comptage 

partiel 
≥ 10 
µm 

≥ 25 
µm 

Comptage 

1 

Analyste 1 

6495 625 694 6495 

Analyste 1 

2 9384 260 493 9384 

3 7346 416 520 7346 

4 6482 484 783 6482 

5 11929 579 964 11929 

6 - - - - 

7 

Analyste 2 

4866 546 599 4866 

Analyste 2 8 6805 432 646 6805 

9 11220 480 661 11220 

10 

Analyste 3  

9248 404 697 9248 

Analyste 3  11 7853 364 536 7853 

12 11592 404 729 11592 
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Le serment des apothicaires  
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Résumé 

La thérapie parentérale est une pratique incontournable, mais la présence de particules peut avoir 
un impact médical grave qui préoccupe actuellement les cliniciens et les industries de santé. 

Ce travail s’est focalisé sur l’étude de la méthode physique de quantification des particules non 
visibles dans les médicaments destinés à la voie parentérale. Il propose une approche rationnelle 
de validation basée sur le profil d’exactitude, dans l’objectif global d’assurer la sécurité du patient. 
 
Les méthodes physiques induisant automatiquement des erreurs, une analyse de risque 
est réalisée dans un premier temps pour identifier les facteurs d’erreur et les 
hiérarchiser selon leur impact sur le résultat. Les facteurs dont l’impact est jugé 
important sont ciblés par la gestion du risque afin de réduire cet impact à un niveau 
acceptable, moyennant deux approches : l’optimisation pour les facteurs dont l’impact 
est quantifiable, et l’amélioration continue pour les autres. 
 
Dans un second temps, la validation de méthode s’est concentré sur les critères qui sont 
étroitement liés aux facteurs d’erreur les plus importants : la justesse et la fidélité des résultats. 
Leur étude apporte les preuves que la méthode permet une maîtrise rationnelle du risque d’erreur 
et une évaluation adéquate de l’impact des médicaments sur la santé du patient. 
 
De manière générale, ce travail apporte une plus-value par l’étude à la loupe de ce paramètre 
pertinent et d’actualité que constituent les particules dans les médicaments à usage parentéral, et 
apporte la preuve de la qualité des médicaments produits quotidiennement par le laboratoire 
B.Braun et perfusés à des millions de patients à travers le monde. 
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