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GLOSSAIRE

Biocontamination : Contamination d’une matiére, d’un appareil, d’un individu, d’une

surface, d’un liquide, d’un gaz ou de I’air par des particules viables.

Etape critique ou « worst case » : « Condition ou ensemble de conditions englobant les
circonstances et les limites opérationnelles supérieures et inférieures, dans les limites des
procédures opératoires, comportant le plus grand risque de défaillance du produit ou du
procédé comparé aux conditions idéales. Ces conditions n’entrainent pas nécessairement

la défaillance du produit ou du procédé. » (Bonnes Pratiques de Fabrication, 2014)

Générateur : « Tout systeme contenant un radioélément parent déterminé servant a la
production d’un radioélément de filiation, obtenu par €lution ou par toute autre méthode
et utilisé dans un médicament radiopharmaceutique. » (Pharmacopée Européenne, 8™

édition, 2015, préparations radiopharmaceutiques)

Isotope : Nucléides présentant le méme numéro atomique mais des nombres de masse

différents.

Lot : « Quantité définie d’'une matiére premicre, d’un article de conditionnement, d’un
produit fabriqué ou stérilisé en une série d’opérations telle qu’elle puisse étre considérée

comme homogeéne. » (Bonnes Pratiques de Pharmacie Hospitaliére, 2001)

Marquage cellulaire radioisotopique : Opérations consistant aprés prélevement
sanguin du patient et isolement des éléments figurés (hématies, plaquettes,
leucocytes/polynucléaires) a un radiomarquage par un radionucléide. Les cellules
radiomarquées sont réadministrées au patient. L’activité de marquage cellulaire est

incluse dans I’autorisation relative a la médecine nucléaire. (Autorité de Stireté Nucléaire)
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Matiere premiére a usage pharmaceutique : « Tout composant utilisé dans la
réalisation d’une préparation (substances actives, excipients, éléments de mise en forme
pharmaceutique) destinés a étre utilisés chez I’homme ou a leur étre administrés. »

(Bonnes Pratiques de Préparation, 2007)

Medicament Radiopharmaceutique (MRP) : « Tout médicament qui, lorsqu’il est prét
a I’emploi, contient un ou plusieurs radioéléments (isotopes radioactifs), incorporés a des
fins médicales. » (Pharmacopée Européenne, 8°™ édition, 2015, préparations

radiopharmaceutiques)

Précurseur : « Tout radioélément produit pour le marquage d’une autre substance avant
administration. » (Pharmacopée Européenne, 8°™ édition, 2015, préparations

radiopharmaceutiques)

Procédé : Un procédé désigne une méthode utilisée en vue d’obtenir un résultat

déterminé.

Radioélément, radionucléide : Synonymes d’élément radioactif, ¢lément dont le noyau

instable se désintegre.

Radiopharmacie : « Domaine de la pharmacie relatif aux médicaments
radiopharmaceutiques, générateurs, trousses, précurseurs tels que définis a Darticle
L.5121-1 du CSP et, par extension, locaux de la pharmacie a usage intérieur, implantés
dans un service de médecine nucléaire, affectés a la préparation et au contréle de ces
produits, ainsi qu’a leur livraison et leur stockage. » (Bonnes Pratiques de Préparation,

2007)

Radiopharmacien : « Pharmacien assurant au sein d’une pharmacie a usage intérieur

I’approvisionnement, la détention, la gestion, la préparation et le controle des

Page 10 sur 70



médicaments radiopharmaceutiques, générateurs, trousses et précurseurs, ainsi que leur
dispensation et répondant aux conditions de qualification et de formation prévues par
I’arrété du 1°" décembre 2003 relatif aux qualifications et a la formation des pharmaciens
utilisant des médicaments radiopharmaceutiques dans les établissements de santé et les

syndicats interhospitaliers. » (Bonnes Pratiques de Preparation, 2007)

Stérilité : « Absence de tout micro-organisme viable. » (Bonnes Pratiques de Préparation,

2007)

Trousse : « Toute préparation qui doit étre reconstituée et/ou combinée avec des
radioéléments dans le produit radiopharmaceutique final, généralement avant son
administration. » (Pharmacopée Européenne, 8°™ édition, 2015, préparations

radiopharmaceutiques)

Unité Formant Colonie (UFC) : Micro-organismes viables et cultivables, isolés et

agglomérés que 1I’on dénombre comme une seule unité sur milieu gélosé.

Validation : « Confirmation par examen et apport de preuves tangibles que la mise en
ceuvre ou ’utilisation de tout processus, procédure, produit, activité ou systeme permet

réellement d’atteindre les résultats escomptés. » (Norme ISO 9000 : 2005).

Zone a Atmosphére Controlée (ZAC) : « Une zone a atmosphére controlée est
constituée de locaux et/ou d’équipements dont les qualités microbiologiques et

particulaires de 1’air sont maitrisées. » (Bonnes Pratiques de Préparation, 2007)
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CONTEXTE

La radiopharmacie est une activité rattachée a la Pharmacie a Usage Intérieur (PUI),
soumise a autorisation préfectorale, dont le réle est la préparation et la mise en forme des
médicaments radiopharmaceutiques. Au CHU de Grenoble, ces locaux sont implantés
dans le service de médecine nucléaire. Cette spéecialité médicale, fondée sur I’utilisation
des rayonnements ionisants, est destinée a fournir des renseignements sur la morphologie
et le fonctionnement d’un organe ou d’un tissu exploré, dans 90% des cas a des fins
diagnostiques et dans 10% des cas a des fins thérapeutiques (exemple de I’irathérapie a

I’iode 131 dans les cancers de la thyroide).

Les produits radiopharmaceutiques comprennent les medicaments radiopharmaceutiques
(MRP), les trousses, les générateurs et les précurseurs. Les spécialités pharmaceutiques
prétes a I’emploi représentent 20 a 30% des MRP, ce qui explique que la majorité de
I’activité radiopharmaceutique consiste a réaliser des préparations pharmaceutiques in
situ. Une préparation est effectuée a partir d’une trousse (ou vecteur) qui sera marquée
par un radionucléide (figure 1). Le radionucléide peut étre soit prét a I’emploi et dénommé

précurseur, soit élué d’un générateur (cas du technétium 99m).

Radiomarquage

Médicament

Marqueur Vecteur
(Radionucléide) (Trousse)

/

Précurseur prét

_
L

radiopharmaceutique

Figure 1 : Principe du radiomarquage
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Le médicament radiopharmaceutique (MRP) se définit comme « tout medicament qui,
lorsqu'il est prét a I'emploi, contient un ou plusieurs isotopes radioactifs, dénommés
radionucléides, incorporés a des fins médicales » (1). 1ls sont généralement stériles (2) et
de ce fait doivent satisfaire a la fois aux exigences des Bonnes Pratiques de Préparation

(BPP) et a la réglementation des radionucléides artificiels utilisés a des fins médicales
@).

Les MRP sont le plus souvent injectables et multidoses. Il appartient donc au
radiopharmacien, garant de la qualité pharmaceutique des MRP, de s’assurer que les
mesures de radioprotection sont compatibles avec un respect strict des regles d’asepsie,
permettant de garantir la stérilité du médicament a injecter aux patients (4). La
radioprotection est définie par I’ Autorité de Streté Nucléaire (ASN) comme « I’ensemble
des regles, des procédures et des moyens de prévention et de surveillance visant a
empécher ou réduire les effets nocifs des rayonnements ionisants produits sur les
personnes directement ou indirectement, y compris lors des atteintes portées a
I’environnement » (5). Afin d’éviter ou de réduire ces risques, la radioprotection s’appuie
sur trois grands principes : la justification, 1’optimisation et la limitation des doses de

rayonnement (5).

Selon les BPP, «les préparations radiopharmaceutiques stériles n’étant pas stérilisées
dans leur récipient final, toutes les opérations sont conduites de fagon aseptique ».
L’objectif de la préparation aseptique est de maintenir la stérilit¢ d’un produit obtenu a
partir de composants stériles (matiéres premiéres et articles de conditionnement) en
utilisant des materiels de préparation stérilises selon les méthodes décrites a la
pharmacopée. Le moyen d’atteindre cet objectif est d’opérer dans des conditions et au

sein d’installations congues pour empécher la contamination microbienne, ¢’est-a-dire
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dans une zone a atmosphere contrélée (ZAC) au minimum de classe D. Ces ZAC, classees
selon leur niveau de propreté, sont constituées de locaux et d’équipements dont les

qualités microbiologique et particulaire sont maitrisées (6).

Le personnel doit également recevoir une formation appropriée et évaluée afin de réaliser

ce type de préparation.

Afin de s’assurer que les procédés de préparation aseptique mis en ceuvre permettent
d’obtenir effectivement des préparations stériles, la réglementation (6-8) exige de les
valider initialement par un Test de Remplissage Aseptique (TRA), ou media fill test. Le
TRA simule la fabrication en remplacant les matiéres premieres par un milieu de culture
(6). La validation initiale du procédé de préparation par le media fill test fait partie
intégrante de la qualification de performance, définie selon les BPP comme « la
veérification documentée que les installations, systémes et équipements, tels qu'ils ont été
agenceés, sont en mesure de fonctionner de maniere efficace et reproductible, sur la base

de la méthode opérationnelle approuvée et de la spécification du produit ».

Au sein de la radiopharmacie du CHU de Grenoble, cing procédés de préparation ont été

identifiés (9) :

- Procedé 1 : Remplissage de dose patient a partir d’un flacon multidose grace a un

automate de remplissage.

- Procéde 2 : Remplissage manuel de dose patient a partir d’un flacon multidose, enceinte

Medisystem 404,

- Procédé 3 : Remplissage manuel de dose patient a partir d’un flacon multidose, enceinte

Medisystem 402,
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- Procédeé 4 : Réalisation d’une préparation radiopharmaceutique et remplissage de dose

patient a partir de cette préparation.
- Procédé 5 : Réalisation d’un radiomarquage cellulaire.

Dans le cadre de ce travail, nous nous intéressons tout particulierement a la validation du
procédé de radiomarquage cellulaire, dernier procédé restant a valider. Il s’agit d’un
procede en systeme ouvert, dont les étapes sont conduites dans des hottes a flux d’air
laminaire (HAFL) vertical de classe A, placées dans un environnement contrélé au

minimum de classe C.
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I. INTRODUCTION

En radiopharmacie, le personnel peut étre amené a réaliser un marquage isotopique des
cellules sanguines in vitro. Le principe du radiomarquage cellulaire consiste a prélever le
sang d’un patient, a isoler une lignée cellulaire, puis a « I’étiqueter » in vitro a 1’aide d’un
isotope radioactif avant de la réinjecter au patient : la cellule devient alors un traceur.

Le radiomarquage cellulaire s’effectue sur différents éléments figurés du sang: les
érythrocytes, les leucocytes totaux dont les polynucléaires et les thrombocytes. Il est

réalisé dans un but diagnostique (Tableau I).

Lignées Trousses et/ ou Indications
cellulaires Isotopes radioactifs
Polynucléaires ¥MTc HMPAO Diagnostic d’infections ostéoarticulaires
Neutrophiles ou endovasculaires
Thrombocytes Hn Thrombopénie
SLer Etude de la durée de vie des érythrocytes
dans les diagnostics d’anémie
SLCr Diagnostic de polyglobulie
. 99m . . .
Erythrocytes Tc Recherche de saignement digestif
®¥MTc Diagnostic de rate ectopique
®mTc Ventriculographie
Tableau 1: Indications des différents radiomarquages cellulaires réalisés en

radiopharmacie

La réglementation ne permet pas d’établir, de maniere précise, le statut juridique des

éléements figurés du sang radiomarques. La réflexion sur le statut des cellules du sang
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radiomarquées se poursuit depuis plusieurs années et a suscité de nombreux débats. Tout
d’abord, le 5 décembre 2001, le syndicat national des radiopharmaciens (SNRPH) et
I’ordre des pharmaciens ont sollicité 1’avis du directeur de 1’évaluation des médicaments
et des produits biologiques de 1’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de
Santé (AFSSAPS) concernant le statut attribué aux préparations de cellules marquées par
des radionucléides. La réponse du directeur général de I’AFSSAPS datant du 14 février
2003 mentionne ne pas reconnaitre le statut de médicament aux cellules radiomarquees.
En effet, la seule catégorie possible de médicaments issus du sang sont les médicaments
dérivés du sang, et selon I’agence « il n’apparait pas envisageable de placer I’activité de

marquage cellulaire dans le monopole de la PUI » (10).

Les cellules du sang radiomarquées ne sont donc pas considérées comme des
médicaments et a cela s’ajoute le fait que I’activité de radiomarquage cellulaire n’est pas
mentionnée dans les BPP parues en 2007.

Le 26 février 2007, la loi n°2007-248 a modifié la définition du médicament (Code de la
Santé Publique, Article L5111-1) par ajout du paragraphe « lorsque, eu égard a I'ensemble
de ses caracteéristiques, un produit est susceptible de répondre a la fois a la définition du
médicament prévue au premier alinéa et a celle d'autres catégories de produits régies par
le droit communautaire ou national, il est, en cas de doute, considéré comme un
medicament » (11). Malgré ces arguments allant en faveur d’un statut de médicament,

I’ AFSSAPS reste sur sa premiére position.

Les éléments figurés du sang radiomarqués pourraient alors se rapprocher de la définition
de la thérapie cellulaire somatique qui appartient a la classe des medicaments de thérapie
innovante. La therapie cellulaire somatique consiste @ manipuler substantiellement des

cellules de facon a modifier leurs caractéristiques structurelles, pour permettre de
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diagnostiquer une maladie. La parution du Reglement européen 1394/2007/CE en
novembre 2007 pourrait apporter une solution intéressante car il permet la création d’un
statut pour les préparations hospitalieres de « médicaments de thérapie innovante
préparés de facon ponctuelle » avec la création d’une catégorie « médicaments de
thérapie cellulaire somatique ». La définition de cette catégorie permettrait de qualifier

au mieux le statut des cellules du sang radiomarquées.

Cependant, a ce jour, la clarification du statut des cellules du sang radiomarquées pour
usage diagnostique est toujours attendue de la part des autorités de tutelle et il apparait
évident que la parution d’un texte réglementaire a ce propos soit necessaire pour
harmoniser les pratiques.

Selon la position de I’AFSSAPS datant de 2003, les cellules du sang radiomarquées ne
sont pas considérées comme des médicaments, et sont donc, de ce fait, placées sous la
responsabilité du médecin nucléaire. Cependant, en 1’absence de statut juridique clair, la
responsabilité technique du radiomarquage in vitro des éléments figurés du sang est, le
plus souvent, déléguée au radiopharmacien, qui applique les mémes exigences en termes

d’asepsie et de radioprotection que pour les MRP (12).

De plus, les cellules radiomarquées et réinjectées au patient doivent étre stériles. Les BPP
décrivent trois procédés de préparation de médicaments stériles (6), résumés dans la

figure 2 ci-dessous :

- La stérilisation terminale par la chaleur humide est la méthode de choix, mais
celle-ci n’est pas envisageable dans le cas des préparations magistrales

hospitaliéres.
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- Lafiltration stérilisante, avant remplissage dans le conditionnement final. Cette
méthode s’effectue grace a un filtre stérile a pores, de diamétre inférieur ou égal
a 0,22um et nécessite une maitrise de la contamination microbienne.

- La préparation aseptique repose sur I’utilisation de matériel stérile dans une
ZAC afin de conserver la stérilité de la préparation. Il existe deux types de
procédés de préparation aseptique : la préparation aseptique en systeme clos et

la préparation aseptique en systeme ouvert.

1. Stérilisation terminale

. 2. Filtration stérilisante

3. Préparation aseptique

Systeme clos

Systeme ouvert

Figure 2 : Procédés de choix pour la préparation de médicaments stériles

En radiopharmacie, I’instabilit¢é du complexe vecteur-précurseur ainsi que sa nature
radioactive rend impossible la méthode de stérilisation terminale. La filtration stérilisante
n’est également pas envisageable puisque les éléments figurés du sang mesurent plus de

0,22 um de diameétre. Le procédé de choix est donc la préparation aseptique.

Le procédé de radiomarquage cellulaire au CHU de Grenoble se définit comme un
processus aseptique en milieu ouvert : cela signifie qu’au moins une des étapes n’est pas
réalisée en systeme clos (BPP), ¢’est-a-dire que le prélévement et le transfert d un produit

stérile vers un autre contenant stérile est réalisé de telle maniére que le produit puisse étre
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en contact avec I’environnement. De ce fait, le risque de contamination microbiologique
est considére comme élevé (6,8,13) et le respect des régles d'hygiéne au cours d’un
processus de radiomarquage in vitro des cellules du sang est donc primordial. Compte
tenu du fait que les cellules sont réinjectées au patient, de la complexité technique des
marquages cellulaires, des équipements nécessaires et du niveau de securité exigé, il est
indispensable de disposer d’un local spécifiquement dédié a cette activité et de valider le
procédé de radiomarquage. Les radiomarquages comportant des étapes en ouvert doivent
étre réalises sous HAFL en classe A, dans un environnement en surpression au minimum

de classe C (10).

Le TRA permet la validation d’un procédé aseptique, a condition que le test soit
représentatif du procédé habituel, et en comprenne toutes les étapes, méme les plus
critiques (14,15). En effet, il doit mimer le procédé aseptique en remplacant chaque
produit par un milieu de culture afin de vérifier visuellement 1’absence de contamination
microbienne. 1l permet ainsi de mettre en lumiére les erreurs de protocole ou de
manipulation, pouvant entrainer une rupture de ’asepsie et un risque de libérer des

préparations non stériles (15).

Le but de ce travail consiste a valider le procédé aseptique de radiomarquage cellulaire
par un TRA afin de déterminer si les conditions aseptiques ont été maintenues pendant
toutes les étapes du marquage cellulaire, et de démontrer ainsi que le procédé mis en

ceuvre garantit a priori la stérilité du produit fini.
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Il. METHODOLOGIE

Selon les BPP, « la validation des procédes de préparation aseptique comprend une
simulation du procédé a 1’aide d’un milieu de culture [...] se rapproche le plus possible
des procédés de préparation aseptique et en comprend toutes les étapes ». Ainsi, le TRA
se déroule dans des conditions opératoires se rapprochant le plus possible de celles
rencontrées lors du procéde de préparation habituel, selon un méme mode opératoire et
en utilisant le méme type de mateériel (16). Ce test consiste donc a remplacer les matiéres
premieres par un bouillon de culture stérile de type « Trypticase Soja », dont la

composition est reportée dans le tableau Il ci-dessous (17).

Trypticase peptone 179
Phytone peptone 30
NaCl 5¢
K,HPO, 259
Glucose 25¢g
Eau distillée 1L

Tableau Il : Composition du milieu de culture type « Trypticase Soja » utilisé

Ensuite, il s’agit de mimer les différentes étapes du procédé a 1I’aide du milieu de culture

et de vérifier ’absence de contamination microbiologique aprés 14 jours d’incubation.

De plus, le TRA doit étre au moins égal a la taille d’un lot de production (16). Trois lots

consécutifs conformes sont nécessaires pour valider le procédé aseptique.

La premiére étape a consisté a définir le mode opératoire afin que le TRA soit le plus
représentatif possible. En effet, le procéde de radiomarquage cellulaire comprend

différentes procédures : le marquage des polynucléaires au **™ Tc, le volume globulaire
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et le test de Weber isotopique. Ces trois techniques sont considérées comme a risque élevé
de contamination microbiologique car au moins une des étapes de la préparation est
réalisée en systéeme ouvert (6,8,13). Elles présentent également de fortes similitudes entre
elles, avec des étapes identiques. Notre choix de mode opératoire s’est donc basé sur le
nombre d’étapes en ouvert puis sur le nombre total d’étapes de chaque technique. Ainsi,
le mode opératoire choisi inclut les étapes des deux autres techniques et permet de valider

I’ensemble des radiomarquages cellulaires.

Types de marquage Nombre d’étapes en Nombre total d’étapes
cellulaire ouvert
Marquage des 9 10
polynucléaires au %M Tc
Test de Weber isotopique 9 11
Volume globulaire 11 13
Tableau 111 : Choix du marquage cellulaire pour la réalisation du TRA
D’aprés le tableau Ill, il apparait que le volume globulaire est le procedé de

radiomarquage cellulaire comportant le plus grand nombre d’étapes en systéme ouvert, et
donc le plus grand nombre d’étapes a risque. Nous avons donc choisi les modalités de

réalisation d’un volume globulaire au *'Cr pour le déploiement du TRA.

La réalisation d’un volume globulaire (VG) consiste a déterminer le volume occupé dans
I'organisme par les hematies. Cet examen va permettre de diagnostiquer une polyglobulie
vraie, définie par I'augmentation de la masse totale de lI'organisme en globules rouges.
Globalement, le sang du patient est prélevé, les hématies sont marquées au °'Cr avant

d’étre réinjectées au patient (Figure 3).
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Plasma

_ 9mlL l = Sang

Centrifuger 1000 G pendant 5 min

2) Ajout du ¥ICr Tw—’

P

1) Eliminer le surnageant

3) NaCl10,9%
jusqu’au repére

Homogénéiser et incuber 30 min

1

1

1

: t

| Centrifuger 1000 G pendant 5 min
1

¥

2) Lavage au NaCl 1) Eliminer le surnageant HE— -------- o INJECTION
0,9% (x2) AU PATIENT
’ ‘ Seringue de 10 mL

=t fermée par un bouchon

Ajuster avec du NaCl 0,9%

Homogénéiser

Figure 3 : Schéma simplifié du volume globulaire au 5:Cr

Les TRA doivent étre réalisés dans les conditions jugées les plus défavorables, c’est-a-
dire dans des conditions comportant le plus grand risque de défaillance du procédé
comparé aux conditions idéales (7). En effet, le test doit intégrer des conditions limites
défavorables ou « worst cases » afin de prendre en compte les étapes critiques et ainsi
refléter une situation extréme pouvant se révéler plus intéressante en terme d’analyse de
risque (16). Afin de se placer dans les pires conditions d’un point de vue septique, Nous

avons défini les conditions défavorables de la fagcon suivante :

- Insister sur le temps d’ouverture du tube Falcon et de 1’ampoule contenant le
milieu de culture. En effet, un temps de contact prolongé avec 1’air augmente le
risque de contamination du Trypticase Soja.

- Utiliser seulement 1 ampoule stérile de Trypticase Soja (TS) au lieu de 3.
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- Ajouter une étape de lavage (soit 3 étapes de lavage au total)
- Utiliser la méme aiguille pour la réalisation des 3 étapes de lavage.
- Réaliser 2 VG consécutifs (temps de travail long, la fatigue du manipulateur

favorisant les erreurs de manipulations)

Les matiéres premiéres telles que le sang du patient, le 3Cr et les ampoules de chlorure
de sodium 0,9% sont remplacées par un bouillon de culture stérile a base d’hydrolysat de
caséine et de soja, appelé Trypticase Soja. La stérilité ainsi que la fertilité du milieu de
culture a été préalablement certifiée par le fabricant. Nous avons choisi le kit universel
Klerkit ®, commercialisé par la société Shield Medicare (Caerphilly, Angleterre) pour la
réalisation du TRA au sein de ’unité de radiopharmacie. Le Klerkit ® a été choisi pour
des raisons pratiques : en effet, le procédé aseptique du volume globulaire prévoit
d’utiliser des ampoules, et ce kit est le seul a proposer du bouillon de culture sous forme
d’ampoules. Il s’avére étre bien adapté pour la réalisation de ce TRA puisqu’il contient
une poche stérile de TS de 100 mL, un flacon stérile de TS de 50 mL, une ampoule stérile
de TS de 10 mL ainsi que trois flacons stériles en verre de 20 mL, comme représenté dans

la figure 4 ci-dessous.

Figure 4 : Composition du Klerkit®
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Le reste du matériel (aiguille, tube Falcon, seringue, ...) est le matériel utilisé

habituellement.

La réalisation des TRA s’effectue par binbme. Une préparatrice en pharmacie hospitaliére
aura le réle de manipulateur et sera assistée par une deuxieme personne chargee de
superviser le déroulement du test et de vérifier I’absence de déviation par rapport au
protocole habituel. En effet, ce type de déviation peut mener a des faux positifs. Le
superviseur se munit d’un formulaire de réalisation du TRA (Annexe 1) dans lequel il
retrouve la liste du matériel nécessaire, 1’ordre et la description des différentes étapes.
Nous avons demand¢ a I’opérateur en charge du TRA de manipuler conformément a ses
pratiques habituelles afin de se rapprocher au maximum de la réalité. De plus, afin
d’éliminer tous biais liés au manipulateur, les trois séries de TRA seront réalisées par le
méme bindme, formé a ce procédé de préparation (Figure 5).

La réalisation du TRA se déroule dans le laboratoire de radiomarquage cellulaire du
service situé dans une ZAC de classe C, au niveau du PSM de type Il Herasafe KS 12, de

classe A.

Figure 5 : Opératrice réalisant un radiomarquage
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Les trois figures ci-dessous décrivent les différentes étapes d’un volume globulaire au
SICr, qui sont respectivement le prétraitement du prélévement sanguin (Figure 6), le
marquage des globules rouges au °'Cr (Figure 7) et enfin le lavage des globules rouges
marquées au °'Cr (Figure 8). Chaque étape du volume globulaire correspond & une étape
du TRA associée. Nous avons réalisé deux volumes globulaires consécutifs, trois fois a

une semaine d’intervalle.
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Etapes du test de remplissage aseptique

*  Prélévement en dehors du
laboratoire chaud

+  Seringue de 10 mL

+  Boucher la seringue

Etapes du volume globulaire

* Seringue de 10 mL
* Boucher la seringue

* Essuyer avec une lingette de * Essuyer avec une lingette de

détergent/désinfectant détergent/désinfectant
*  Mettre des gants stériles Mettre des gants stériles

* Désadapter I'aiguille
*  L'éliminer dans la boite jette-
il

* Désadapter I'aiguille
*  L'éliminer dans la boite jette-
aiguilles

Mettre 1 mL dans un
tube & hémolyse

Laisser le tube Falcon ouvert

environ 30 secondes avant de le

Mettre 9 mL dans un
tube Falcon

*  ATaide d’une seringue de 10 mL Enlever 2 mL de

refermer

* Marquer le niveau de sang
* Essuyer avec une lingette de

* Essuyer avec une lingette de

*  Mettre des gants sténles Mettre des gants stériles

A l'aide d"une seningue 10 mL et

d'un cathéter 45 mm

v < 1 le cult
et d’un cathéter 45 mm Rl s Enlever les 2 mL en 3 fois

Figure 6 : Prétraitement du prélévement sanguin : comparaison entre les étapes du VG au %!Cr et
celles du TRA

Légende :
P Eapes du VG au SiCr Matériel et/ou information nécessaire  la réalisation du VG
P Etapes du TRA Matériel et/ou information nécessaire a la réalisation du TRA

- Etapes critiques ou « worst cases »
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Etapes du volume globulaire Etapes du test de remplissage aseptique

»  Mesurer I"activité du flacon de **Cr
*  Placer le flacon de 50 mL dans

et I'indiquer sur e logiciel GERA
*  SurGERA, hire le volume lactivimétre
correspondant 3 1.3 MBq
* Essuyer avec une lingette de * Essuyer avec une lingette de
*  Menre des gants sténles Mettre des gants sténles

* Essuyer avec une lingette de
détergent/déninfectant

*  Essuyer avec une lingette de
détergent/dénnfectant

+  Senngue I mL + aguille 25G
* Venfier une nouvelle fois le volume
prélevé / volume indiqué sur GERA

*  Seringve | mL+ aiguille 25G

* Eliminer la seringue dans la boite
Jette-aiguilles sans la nincer.

* Eliminer la seningue dans la bote
: SRR

Réalwer ua QSP | . partir de |"ampoule de

mL case Soja 10 ml

Figure 7 : Marquage des globules rouges au *'Cr : comparaison entre les étapes du VG et celles du
TRA

Légende :
P Etapes du VG auicr Matériel et/ou information nécessaire & la réalisation du VG
P Etapes du TRA Matériel et/ou information nécessaire 4 la réalisation du TRA

- Etapes critiques ou « worst cases »

Page 31 sur 70



Etapes du volume globulaire

Vérifier la présence d’activité du
tube avant chaque centrifugation

* Essuyer avec une lingette de

détergent/désinfectant

Mettre des gants sténiles

Seringue de 10 mL + cathéter
45mm

Ne pas prendre de globules
rouges

Seringue 10 mL + cathéter 45 mm

Homogénéiser ensuite au vortex

Seringue 1 mL + cathéter 45 mm
Adapter un bouchon stérile sur la
seringue

Seringue 10 mL + cathéter 45 mm
Adapter un bouchon stérile sur la

seringue

Etapes du test de remplissage aseptique

Enlever 2 mL de
milieu de culture

*Ajouter 2 mL de
Fampoule de 10 mL

**Enlever 2 mL de
milien de culture

Recommencer 2 FOIS
a partir de I'étape®
Jusqu'a l'étape™*

Ajouter 2 mL de
l'ampoule de 10 mL

Placer le flacon de 50 ml dans
l'activimétre

Essuyer avec une lingette de
détergent/désinfectant

Mettre des gants stériles

Seringue de 10 mL + cathéter
45mm
Enlever les 2 mL en 3 fois

Seningue 10 mL + cathéter 45
mm
Enlever les 2 mL en 3 fois

Mimer ensuite 'agitation au
vortex pendant 20 secondes

Seringue 1 mL + cathéter 45 mm
Adapter un bouchon sténle sur la
seringue

Seringue 10 mL + cathéter 45
mm

Adapter un bouchon stérile sur la
seringue

Figure 8 : Lavage des globules rouges marquées au >Cr : comparaison entre les étapes du VG et

celles du TRA
Légende :

- Etapes du VG au *1Cr

- Etapes du TRA

- Etapes critiques ou « worst cases »
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Par ailleurs, la pratique du TRA est associée a la surveillance de 1’environnement (18).
Afin de contréler la qualité microbiologique de I’environnement au sein du laboratoire de
radiomarquage cellulaire, chaque TRA s’accompagne de prélévements de surface
effectués grace a des géloses Tryptone Soja Agar de type contact, fournies par le
laboratoire de bactériologie du CHU de Grenoble. Cing types de prélevements ont été
effectués pour chaque série de TRA : le premier prélévement s’effectue sur une paillasse
du laboratoire située en dehors du PSM. Le second est réalisé sur le plan de travail a
I’intérieur de I’enceinte, avant de commencer les manipulations. Lorsque toutes les étapes
du test sont terminées, un autre prélevement est réalisé sur le plan de travail. Pour finir,
le manipulateur effectue un prélevement sur ses gants, au niveau des doigts de la main

droite et de la main gauche.

Une fois le TRA terming, les échantillons contenant le milieu de culture ainsi que les 5
géloses sont transférés au laboratoire de bactériologie. Les échantillons seront incubés 14
jours selon un protocole validé avec le service de bactériologie du CHU de Grenoble, 7
jours a 22°C puis 7 jours a 30°C tandis que les géloses seront incubées 3 jours a 30°C. Le
but est de vérifier la stérilité du milieu de culture. Les échantillons a analyser sont les
suivants : le flacon de 50 mL de Trypticase Soja, la poche de 100 mL de Trypticase Soja,
le tube a hémolyse, la seringue « étalon » et enfin la seringue « patient ». 1l est important
d’étiqueter chaque élément a incuber pour permettre leur identification. La validation
d’une série de TRA repose uniquement sur la conformité de la « seringue patient », les
autres échantillons et géloses seront incubés pour investiguer en cas de contamination

microbiologique et ainsi comprendre 1’origine de la contamination.

Au sein du laboratoire de bactériologie, un technicien effectue un contréle visuel

quotidien pendant les 14 jours d’incubation sur chaque échantillon contenant le milieu de
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culture. Pour cela, il a a sa disposition un formulaire de résultats (Annexe 2) permettant
de réaliser la tracabilité des résultats du TRA. L’objectif est de repérer la présence d’une
turbidité dans le milieu de culture, qui met en évidence une croissance microbiologique.
La présence d’une turbidité signifie que le test est non-conforme (Figure 9) : dans ce cas,
la contamination doit étre confirmée par une identification microbiologique. Toutes les
seringues « patient » doivent étre admises pour que le procéde de radiomarquage

cellulaire soit validé.

TRA négatif a gauche (milieu limpide) et TRA positif a droite
(milieu trouble)

Figure 9 : Exemple d'un TRA négatif et d'un TRA
positif
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Afin de définir les critéres d’acceptation au niveau environnemental, nous nous sommes

basés sur les limites de contamination microbiologique recommandées par les BPP (6),

présentées dans le tableau IV ci-dessous.

Limites recommandées de contamination microbiologique
Echantillon Boites de Pétri Géloses de Empreintes
Classe d’air (diameétre de 90 contact de gant (5
UFC/m?3 mm) (diamétre 55 doigts)
UFC/4heures mm) UFC /gant
UFC /plaque
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -
UFC : Unité Formant Colonie
Tableau IV : Recommandations pour la surveillance microbiologique des Zones a

Atmosphére Controlée
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I1l. RESULTATS

Aprés 14 jours d’incubation, aucune des seringues « patient » n’a présenté de turbidité.
De la méme maniére, aucune seringue « étalon », poche de Trypticase Soja et aucun
flacon de Trypticase Soja n’ont été contaminés. Cependant, 4 tubes & hémolyse sur 6 ont

été contaminés par un Staphylococcus coagulase négative.

Quatre géloses sur 30 ont révélé une contamination microbienne anormale a la fin des 3
jours d’incubation. Toutes les géloses contaminées concernent les géloses « main gauche

». La bactérie en question était un Staphylococcus coagulase négative.

Le tableau V ci-apres reprend les résultats des trois séries de TRA.
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Serie du 21/01/2014

Serie du 28/01/2014

Série du 04/02/2014

Echantillons

1 2 1 2 1 2
Seringue patient 0 0 0 0 0 0
Flacon 50 mL 0 0 0 0 0 0
Poche 100 mL 0 0 0 0 0 0
Tube a hémolyse 0 0 + + + +
Seringue étalon 0 0 0 0 0 0
Gélose laboratoire 0 0 0 0 0 4 UFC
Gélose paillasse 1 0 0 0 0 0 0
Gélose paillasse 2 0 0 0 0 0 0
Gélose main 0 0 0 0 0 0
droite
Gélose main 0 2 UFC 2 UFC 0 3UFC 2 UFC
gauche

UFC = Unité Formant Colonie

0 : milieu de culture limpide ; + : milieu de culture trouble

Tableau V : Résultats des trois séries de TRA effectuées

Sur I’ensemble des échantillons contenant du milieu de culture stérile, seul les tubes a

hémolyse issus des quatre dernieres séries de TRA ont présenté une turbidité. Ceci

pourrait s’expliquer par le fait que les tubes a hémolyse ainsi que leurs bouchons ne sont

pas stériles. Bien que I’extérieur des tubes a hémolyse soit désinfecté avec une solution

de détergent-désinfectant avant leur introduction sous le PSM, I’intérieur du tube destiné

a étre en contact avec le milieu de culture ne I’est pas. Cette situation peut exposer a un

risque de contamination microbiologique. De méme, un défaut de désinfection des

dispositifs médicaux avant leur introduction sous le PSM peut également participer a la

contamination du milieu de culture a I’intérieur des tubes & hémolyse.
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De plus, quatre géloses « main gauche » sur six ne sont pas conformes puisque les
prélevements de doigts présentent des résultats supérieurs a 1 UFC (Tableau V). Ces
résultats sont étonnants étant donné que la préparatrice change de paires de gants stériles

fréguemment au cours du protocole.

Les especes rencontrées sur les géloses contact et les tubes a hémolyse sont des
Staphylococcus coagulase négative (SCN) : ce type de staphylocoque est naturellement
présent dans la flore cutanéo-muqueuse de I’Homme, mais également dans

I’environnement (sol, poussiére..) de par leur capacité d'adhésion aux matériels étrangers.

Les SCN sont essentiellement responsables d’infections nosocomiales. Parmi les especes
de Staphylococcus coagulase négative rencontrées a 1’hdpital, Staphylococcus
epidermidis est la plus fréquente (26,2%) (19). Bien que cette espéce commune de la flore

cutanée est considérée comme généralement inoffensive, S.epidermidis s’est avéré étre la

cause de nombreuses infections nosocomiales ces vingt derniéres années (20).

L’origine la plus plausible de cette contamination & SCN serait donc une contamination
du milieu de culture via la flore cutanée de 1’opérateur, par exemple, avec une faute
d’asepsie pendant I’enfilage aseptique des gants. Cependant cela n’a pas été constaté par
le superviseur. Par conséquent, il semblerait logique que I’origine de cette contamination
soit plut6t environnementale. En effet, I’environnement hospitalier comprend une large
variété de microorganismes plus ou moins pathogénes, dont les staphylocoques sont 1’une
des espéces les plus représentées. Plus particulierement, il a été démontré que de
nombreux services hospitaliers sont colonisés par des SCN. Parmi 148 bacteéries isolées
dans des prélevements de surface, 57% était des SCN (21). De plus, la présence de SCN

dans nos tubes a hémolyse n’est pas un cas isolé puisque d’autres auteurs ont évoqué la
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contamination d’une préparation hospitaliére par une souche de SCN : ce microorganisme
avait éte retrouve sur le sol, les murs mais aussi sur les tables et dans 1’air des locaux de

la pharmacie hospitaliere (22).

Malgré ces contaminations microbiologiques a SCN, les seringues patient sont restées
stériles aprés 14 jours d’incubation sur les trois séries de TRA réalisées. Le procédé de

radiomarquage cellulaire est donc validé.
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IVV. DISCUSSION

Au sein de la radiopharmacie du CHU de Grenoble, le procédé aseptique de
radiomarquage cellulaire est le plus a risque de contamination microbiologique car il
comporte des étapes en systéme ouvert sur des éléments figurés du sang qui seront ensuite
réinjectés au patient sans stérilisation terminale. Parmi les différents radiomarquages
cellulaires, le volume globulaire représente 1’un des processus les plus longs et les plus a
risque. En effet, il contient le plus grand nombre d’étapes en ouvert, ce qui signifie que
c’est le procédé le plus a risque septique (Tableau III).

Cependant, nous aurions pu choisir le radiomarquage in vitro des polynucléaires car il
s’agit du radiomarquage le plus pratiqué en médecine nucléaire et que sa réalisation
complexe comporte un grand nombre d’étapes. Son objectif est de localiser d’éventuels
foyers inflammatoires ou infectieux. La complexité de ce radiomarquage cellulaire réside
dans la préparation d’une trousse d’éxametazine ou HMPAO (Ceretec®), marquée au
®MTc, peu stable, devant étre injectée dans les 30 minutes (23). La préparation de la
trousse est donc réalisée extemporanément au sein du « labo chaud », dans une enceinte
blindée de classe A. Elle est ensuite transférée dans la salle de radiomarquage ou elle doit
étre ajoutée rapidement au culot de polynucléaires aprés sa réalisation. C’est donc le
radiomarquage qui comporte le plus d’étapes du fait de la préparation du %™ Tc- HMPAO,
mais inclut seulement dix étapes, dont neuf en ouvert dans la salle de radiomarquage, et
trois étapes dans I’enceinte blindée du «labo chaud ». Or, les étapes dans 1’enceinte

blindée ont déja été validées par un TRA dans le procédé 4.

Nous n’avons pas retenu la technique de Weber isotopique pour valider le TRA car elle
présente moins d’étapes et moins d’étapes en ouvert que le volume globulaire.

Contrairement au marquage in vitro des polynucleaires, le marquage des éerythrocytes
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pour la réalisation d’un volume globulaire ou un Weber ne passe pas par 1’intermédiaire
d’une trousse car le °'Cr existe sous forme d’une solution stérile préte a I’emploi. Le >'Cr
est un marqueur de choix pour la lignée érythrocytaire car il a la capacité de se fixer a la

chaine 3 de ’hémoglobine.

Ainsi, le processus de radiomarquage des globules rouges pour le volume globulaire
représente donc le procéde le plus long et le plus a risque du fait du grand nombre d’étapes
et d’étapes en ouvert. Comme nous avons déja validé la préparation aseptique d’une
trousse dans le procéde 4 et que les différentes étapes de ces trois radiomarquages
présentent de fortes similitudes dans la pratique, en choisissant le procédé le plus long et
le plus a risque, cela nous permet de valider ’ensemble des marquages cellulaires

effectués dans le service de radiopharmacie.

L’utilisation de flacons et d’ampoules de milieu de culture préts a I’emploi ont permis de
mimer parfaitement la préparation aseptique du volume globulaire au °'Cr. De plus, le
test a été conduit dans les mémes conditions que la préparation habituelle. Malgré la
contamination de quatre tubes a hémolyse et de quatre géloses « main gauche », les
manipulations effectuées ont permis d’assurer une absence de croissance bactérienne dans

chaque seringue « patient ».

En effet, méme si quatre géloses « main gauche » ont été contaminées, cela n’a pas eu de
répercussions sur les résultats étant donné que les seringues « patient » sont restées
limpides. Les prélévements de surface effectués en paralléle a 1’aide des géloses de type
contact sont conformes a la réglementation (< 25 UFC/gélose pour un environnement de

classe C), témoignant d’un environnement maitrisé de la ZAC. L’objectif étant que les
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seringues « patient » ne soient pas contaminées, nous pouvons donc valider nos trois

séries de TRA et ainsi valider le procédé de radiomarquage cellulaire.

Ce travail nous a permis d’effectuer la validation du procédé aseptique de radiomarquage
cellulaire par la réalisation d’un TRA. Cependant, une validation périodique doit
également étre conduite au minimum une fois par an (24,25), et en cas de changement

majeur dans le procéde, de dérive, de travaux ou de nouvel équipement.
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V. CONCLUSION

Bien que le radiomarquage cellulaire ne soit pas sous le monopole pharmaceutique, le
médecin nucléaire peut déléguer cette activité au radiopharmacien. Il applique alors les
mémes exigences en termes d’asepsie et de radioprotection que pour la préparation des
médicaments radiopharmaceutiques. La stérilisation de la préparation dans son
conditionnement final n’étant pas réalisable, le procédé de choix recommandé par les
Bonnes Pratiques de Préparation est la préparation aseptique. Afin de s’assurer de la
maitrise de la contamination bactérienne et du maintien de 1’asepsie, la validation des
procedés de préparation aseptique est essentielle. Ce travail a consisté en la réalisation
d’un test de remplissage aseptique (TRA) destiné a valider le procédé de radiomarquage
cellulaire, considéré comme a risque élevé de contamination microbiologique du fait des
étapes en ouvert. Les TRA, tests mentionnés dans les Bonnes Pratiques de Préparation et
de Fabrication, consistent a mimer le procédé de préparation a 1’aide d’un bouillon de
culture de type Trypticase Soja, en incluant les conditions critiques pouvant étre
rencontrées dans la routine. Les trois lots de TRA mimant le processus aseptique du
volume globulaire au °!Cr ont été satisfaisants et permettent de valider le procédé

aseptique de radiomarquage cellulaire.

Pour étre concluante, la validation du procédé aseptique s’appuie sur un programme
d’assurance qualité global incluant entre autre une surveillance environnementale (air et
surface), ou la formation des manipulateurs afin de maitriser au mieux le risque
microbiologique. Elle ne peut se résumer qu’a la conformité des TRA. Les TRA ne sont

que le reflet ou le révélateur de la maitrise d’un ensemble de paramétres.
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DISCUSSION GENERALE

Les TRA ont été initialement développés pour I’industrie pharmaceutique (8,26). Ce test
de remplissage, ou essai de simulation, est apparu comme une exigence réglementaire
dans les BPF en 2006 puis dans les BPP de 2007 dans le but de valider un procédé
aseptique. Cependant, le TRA fait simplement I’objet d’une citation dans ces textes
réglementaires mais on ne retrouve aucune description ni modalités de mise en ceuvre ou
d’analyse du TRA. Le nombre de séries et le nombre d’unités de TRA a réaliser ainsi que
le protocole de réalisation et d’analyse sont donc laissés a 1’appréciation des

professionnels.

De ce fait, les pharmaciens hospitaliers ont di adapter les TRA au milieu hospitalier afin
de passer de lots de plus de 3000 unités de 1’industrie pharmaceutique a des lots de moins
de 300 unités pour les préparations hospitaliéres, voire une seule unité pour les
préparations magistrales. En radiopharmacie, le nombre d’unités préparées par les
préparateurs est trés limité par rapport aux quantités produites dans 1’industrie
pharmaceutique, ce qui peut conduire a une sous-estimation du risque de contamination
microbiologique. De plus, le probléme de transposition des TRA de 1’industrie
pharmaceutique a la pratique hospitaliere, et plus particulierement a la radiopharmacie,
porte sur la complexité des procédés de préparation aseptique. En effet, I’industrie
pharmaceutique présente généralement des procédés automatisés, en systeme clos ou
avec une méthode de stérilisation terminale, alors qu’en milieu hospitalier, les procédés
sont essentiellement manuels. Les procédés aseptiques en pharmacie hospitaliere sont
géneralement plus longs, plus complexes et la taille des lots est faible. Ces points

soulévent donc la question de la puissance statistique des TRA en pharmacie hospitaliere.

Page 44 sur 70



Il est legitime de se demander si la taille du lot de TRA en radiopharmacie est
statistiquement significatif et plus particuliecrement dans le cadre d’un marquage
cellulaire. En effet, selon la norme ISO 13408-1 (26), les niveaux d’acceptation pour les
TRA non-conformes sont les suivants : un seuil d’alerte est fixé a 0,05% (IC a 95%) et
un seuil d’action a 0,1% des unités produites non conformes (IC a 95%) pour des lots
d’au moins 3000 unités. Les niveaux d’acceptation cités ci-dessus ne sont pas applicables
en pratique hospitaliere du fait de la différence de la taille des lots. Afin d’augmenter la
puissance statistique, il faudrait réaliser un plus grand nombre de TRA pour un lot donne,
ce qui est difficilement envisageable en radiopharmacie pour des raisons de co(t, de

temps et surtout de représentativité des procédés aseptiques.

Outre cette remise en cause de la puissance statistique, la deuxieme limite du TRA réside
dans son manque de sensibilité. En effet, il est lié au choix du milieu de culture et des
températures d’incubation. Le bouillon de type Trypticase Soja est un milieu nutritif
classique, non universel. Ce milieu ne permet pas la croissance de tous les germes
puisqu’il ne constitue pas un milieu approprié¢ pour la culture de microorganismes
exigeants ni pour la détection des microorganismes anaérobies stricts (27,28). Ce facteur
peut impacter les résultats obtenus, en diminuant le nombre d’échantillons troubles, donc
positifs. Le bouillon de type Trypticase Soja permet tout de méme le développement d’un
large nombre de microorganismes, en particulier les bactéries aérobies et anaérobies
facultatives courantes (27). De méme, il n’existe aucune condition idéale de température
ou de durée d’incubation des TRA, étant donné que le spectre de température d’incubation
s’étend entre 20°C et 35°C. Ceci est confirmé par les données issues de la littérature,
résumées dans le tableau VI. Or, ces conditions d’incubation ne sont pas propices a la

sélection de certaines bactéries. Par exemple, une incubation entre 20 et 35°C ne
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permettra pas la détection d’une bactérie thermophile, qui nécessite un environnement
plus chaud pour croitre. Donc un TRA peut, au final, se réveler conforme car les
conditions d’incubation n’ont pas été favorables a la croissance de la bactérie. La Société
Américaine de Microbiologie a affirmé que « d’apres leur expérience, une température
d’incubation de 32°C £ 2°C couvre un spectre plus large de potentiels contaminants et
agents pathogeénes » (29). La question des conditions d’incubation est largement discutée
mais ne fait pas ’'unanimité entre les différents professionnels de santé et autorites
compétentes. Ainsi, les bactériologistes du CHU nous ont conseillés 7 jours d’incubation

a +22°C suivis de 7 jours a +30°C.

En revanche, la spécificité du milieu de culture, c’est-a-dire sa capacité a rester limpide
lorsqu’il n’y a aucune contamination microbiologique, semble plutét bonne. De plus, si
le lecteur a un éventuel doute concernant I’analyse des TRA, un ensemencement du
milieu de culture sera effectué pour confirmer ou infirmer une contamination

microbiologique.

En conclusion, le Trypticase Soja incubé ne met en évidence que ce qu’il est

techniquement et microbiologiquement capable de détecter.
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Particularité

contrdle qualité, de
la dispensation des

intentionnelle des
flacons (bouchon)

TRAN°1 TRA n°2 TRA Nn°3
Valider la
Valider la Valider la préparation de
Objectif préparation stérile | technique aseptique séparation et
de [°°Y] des opérateurs radiomarquage des
DOTATOC leucocytes par le
%M Tc- HMPAO
Niveau de risque
de contamination Risque élevé Risque élevé selon Risque élevé
microbiologique le type de transfert
de la préparation
Milieu de culture Trypticase Soja Trypticase Soja Trypticase Soja
utilisé
Condition 37°C£1°C pendant | 32°C pendant 14j 32,5°C pendant 7j
d’incubation 14j puis 22,5°C
pendant 7j
Nombre de TRA 3 3 TRA/opérateurs 18
effectués sur 3 j différents
Controles
environnementaux Aucun Aucun Non documenté
associés
Simulation du Contamination

18 TRA réalisés par

bibliographiques

doses et de leur avec une 6 opérateurs

transport suspension différents

d’Enterococcus
faecalis
Aucune Taux de Aucune
Résultats contamination contamination = contamination
microbiologique 2,3% microbiologique
Références (30) (31) (32)

Tableau VI : Modalités de réalisation des TRA issus de la littérature

De par les différentes limites attribuées au TRA, ce test n’est donc pas suffisant pour

valider a lui seul un procédé aseptique dans sa globalité et nécessite d’étre intégré dans

un systéme d’assurance qualité. La mise en place d’une démarche d’assurance qualité en
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pharmacie hospitaliére vise a répondre aux exigences réglementaires et comprend «
I’ensemble des mesures prises pour s’assurer que les préparations sont de la qualité
requise pour 1’usage auquel elles sont destinées. Elle est obtenue par la mise en ceuvre
d’un ensemble appropri¢ de dispositions préétablies et systématiques, destinées a donner
confiance en 1’obtention de la qualité requise » (BPP). Dans le cadre de ce systeme
d’assurance qualité, la radiopharmacie du CHU de Grenoble a mis en place une
cartographie des risques. Au sein du processus intitulé « Préparation des médicaments
radiopharmaceutiques (MRP) ou cellules marquées avec un isotope radioactif », deux
risques majeurs relatifs a la rupture de I’asepsie ont été identifiés : le premier risque
concerne la non maitrise microbiologique et particulaire de I’environnement (ZAC, PSM,
enceinte) et le second implique le non-respect des consignes d’hygiéne. La méthode de
I’ Analyse des Modes de Défaillance, de leurs Effets et de leur Criticit¢ (AMDEC) a été
appliquée et a permis de déterminer les risques liés a la préparation et ainsi d’estimer la
criticité (C) de chaque risque identifié, en calculant le produit de la Gravité (G) et de la
Fréquence (F). L’indice de criticité du risque « Non maitrise de I’environnement » a été
estimé a 4, correspondant a une criticité du risque faible. Ici, la gravité du risque a été
considérée comme critique (score 4) et la fréquence considérée comme rare (score 1)
selon la table de cotation AMDEC. Le méme score a été attribué au second risque « non-
respect des consignes d’hygiene ». Les dispositifs de maitrise de risque mis en ceuvre sont
la surveillance de la qualité de 1’air et la réalisation de prélévements de surface selon un
rythme validé par le service d’hygiéne du CHU de Grenoble, ainsi que le respect des BPP

et des procédures d’hygiene du personnel.
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Les risques identifiés relatifs a la rupture de I’asepsie, le caractere manuel de la
préparation aseptique associé¢ a la complexité de la réalisation d’étapes en ouvert révelent

tout I’intérét de la mise en place d’un TRA en radiopharmacie.

La notion d’assurance qualité en radiopharmacie est trés large et implique une évaluation
des risques sur I’intégralité des étapes du circuit du médicament radiopharmaceutique
telles que : commande, réception et stockage du matériel et matiéres premieres,
prescription, préparation du MRP et controle qualité, dispensation, administration et enfin
gestion des déchets radioactifs. Le TRA s’intégre dans une démarche de validation des
procédés de préparation aseptique, qui elle-méme rentre dans le cadre de la démarche
globale d’assurance qualité. Les paramétres influencant la qualité microbiologique lors

d’un procédé de préparation aseptique sont :

- La maitrise microbiologique et particulaire de 1’air et des surfaces de la ZAC

- La conformité du nettoyage

- La compétence du personnel (formation initiale et continue)

- Protocole de préparation adapté, écrit et validé
La maitrise de la qualité microbiologique et particulaire de la ZAC, s’appuie sur une
conception des locaux conformes aux recommandations, sur des relevés quotidiens de
pression et de température ainsi que sur des prélevements particulaires et
microbiologiques au niveau de ’air et des surfaces de la ZAC, des HAFL ou enceintes
blindées. Ces contrdles microbiologiques (aérobiocontamination et surfaces) doivent étre
réguliers, planifiés, tracés et doivent satisfaire aux recommandations pour la surveillance
microbiologique des ZAC présentées dans le tableau IV. Des seuils d’alerte et d’action

appropriés sont définis pour les résultats de la surveillance particulaire et microbiologique
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(6). Si le niveau d’alerte est atteint, il s’agira par exemple de réaliser a nouveau un

bionettoyage avant d’effectuer ensuite un nouveau prélévement (18).

Une méta-analyse a propos du risque de contamination microbiologique des préparations
aseptiques dans différents environnements a permis de confirmer que le taux de
contamination microbiologique des doses individuelles préparées dans les locaux de la
PUI (1,9%) était inférieur comparés aux préparations realisees au sein des unites cliniques
(5%) (33). Pourtant, une enquéte réalisée entre le 31 janvier 2011 et le 30 avril 2011 a
montré que les radiopharmacies n’étaient pas toujours treés propres. Cette enquéte a
également permis d’établir un état des lieux sur les controles environnementaux réalisés
dans les locaux et les équipements de radiopharmacie : elle a révélé que les contréles
environnementaux étaient réalisés moins régulierement que les contrbles physiques
(contrdle des pressions et taux de renouvellement de 1’air). De plus, de grandes
variabilités entre les radiopharmacies ont été détectées au niveau de la fréquence de
réalisation des contréles, des valeurs cibles recommandées et/ou exigées et de
I’aménagement des locaux et des équipements. Certains sites assez vétustes ne possédent
pas de sas d’entrée au local de préparation et ont des difficultés a atteindre les valeurs
cibles exigées par la réglementation en vigueur (34). De ce fait, un groupe de travail de
la Société Francaise de RAdiopharmacie (SOFRA) a établi des recommandations dans le
but de guider les professionnels vers des pratiques homogenes pour la surveillance de

I’environnement en radiopharmacie (18).

Les BPP comme les BPF soulévent I’importance de la formation initiale et continue du
personnel en charge des manipulations. En effet, la maitrise du risque microbiologique
repose également sur le respect des principes d’hygi¢ne et d’asepsie de la part des

préparateurs lors de 1’entrée et de la sortie du local de préparation, se traduisant par le
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respect des régles d’habillage, par une bonne hygiéne des mains et par la maitrise de la
préparation aseptique (18,35).

L’ensemble de ces contrdles qualité permettent de caractériser, de quantifier et de suivre
dans le temps la biocontamination en radiopharmacie avec pour objectif final de garantir
la sécurité du patient (35). Le suivi et la conformité de I’ensemble de ces paramétres sont

indispensables mais non suffisants au maintien de la stérilité du produit fini.

L’objectif du TRA est de valider a priori le procédé de préparation. Il ne peut en aucun
cas assurer a lui seul la stérilité du produit fini car ce test ne représente qu’une image a
un instant donné. Le TRA ne peut donc remplacer 1’essai de stérilité mais peut venir le

compléter.

L’essai de stérilité est considéré selon la Pharmacopée Européenne 8% comme un «
contrdle supplémentaire de la qualité de la production en cas de production aseptique »
(36). L’essai de stérilité, tout comme le TRA s’inscrit dans une démarche d’assurance
qualité et fait partie des contréles finaux réalisés avant la libération d’un lot. Ce test, qui
doit étre effectué dans des conditions aseptiques, permet de s’assurer que le produit fini
est bien stérile. 1l est réalisé soit par la technique de filtration sur membrane soit par
ensemencement direct du milieu de culture avec 1I’échantillon a examiner. Pour des lots
inférieurs a cent unités, le nombre minimal d’unités a examiner par milieu est de 10%,
avec un minimum de 4 unités. De la méme maniere que les TRA, I’essai de stérilité est
validé si aucune croissance bactérienne n’est observée au bout de 14 jours d’incubation

selon les conditions d’incubation détaillées dans le tableau VII ci-apres.
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Croissance microbienne Température
d’incubation
Milieu liquide de Bactéries anaérobies et 30-35°C
thioglycolate aerobies
Milieu a ’hydrolysat de Levures, moisissures et 20-25°C
caséine et de soja bactéries aérobies

Tableau VII : Milieux de culture utilisés pour les essais de sterilité

Cependant, pour les préparations radiopharmaceutiques, la réalisation de [’essai de

stérilité présente plusieurs contraintes :

- Tout d’abord, la taille réduite des lots ne permet pas de prélever les volumes
préconisés par la Pharmacopée Européenne. En effet, il n’est pas concevable
d’ensemencer un nombre minimal d’unités car la taille d’un lot d’une préparation
magistrale est généralement égale a une unité. De plus, pour des récipients dont le volume
est inférieur a 1 mL, la totalit¢ du contenu du récipient doit étre utilisé pour I’essai de
stérilité. Si le volume est compris entre 1 et 40 mL, la moitié du contenu de chaque
récipient doit étre utilisée pour chaque milieu (36). Donc la taille réduite des lots ne
permet pas un prélévement pour chague lot. Cependant, la Pharmacopée Européenne ne
détaille pas comment adapter les volumes d’échantillonnage aux préparations

magistrales.

- Pour les radioéléments dont la demi-vie (T1/2) est courte, par exemple le %°™Tc
(T2 = 6h) ou 1231 (T2 = 13h), ’injection de la préparation au patient sera effectuée avant
I’obtention des résultats de I’essai de stérilité, qui nécessitent d’attendre 14 jours

d’incubation (30).
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- Cet essai comporte des risques d’irradiation puisque I’échantillon ensemenceé est
radioactif. En radiopharmacie, la technique par ensemencement direct s’avére étre la plus
appropriée pour des raisons de radioprotection. En effet, la filtration sur membrane est
une technique nécessitant plus d’étapes, ce qui augmente le risque d’irradiation du
personnel. De plus, la filtration sur membrane n’est pas adaptée aux petits volumes
d’échantillons dont nous disposons. Un temps de décroissance radioactive peut étre
nécessaire avant de réaliser I’essai, au détriment de la détection des microorganismes.
Pour les radioéléments de courte demi-vie comme le ®*"Tc, ce délai permet de garantir,
apres décroissance radioactive, I’absence de radioactivité dans les milieux de culture lors
de leur lecture par une personne du laboratoire d’Hygiéne. Cependant, lorsqu’il s’agit de
radioéléments avec des demi-vies plus longues, comme le ®1Cr (T2 = 27,7 jours), une
activité résiduelle rend impossible la prise en charge de ces milieux par un personnel

extérieur (35).

Il en ressort que ’essai de stérilité en radiopharmacie s’avére plus compliqué a mettre en
place de par le caractere radioactif de la préparation. Le TRA permet de s’affranchir de
cette contrainte et constitue un test plutot facile a mettre en ceuvre aprés une étude

approfondie du protocole opératoire a simuler (Tableau VIII).
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Avantages

Inconvénients

Test de Remplissage

Aseptique

Valider a priori
I’asepsie d’un
procédé

Pas de risque
d’irradiation ou de
contamination
radioactive du
personnel

Peu de moyens
mateériel

Réflexion sur les
pratiques du service

Formation des
opeérateurs

Manque de
puissance
statistique

Manque de
sensibilité du
milieu

Temps de
manipulation long,
donc propice aux
fautes d’asepsie

Essais de stérilité

S’assurer de la
stérilité du produit
fini

Risque d’irradiation
du personnel

Difficulté d’adapter
les volumes et le
nombre d’unité de
prélévement

Préparation
réinjectée avant
obtention des
résultats de 1’essai

Tableau V111 : Avantages et inconvénients des TRA vs Essais de stérilité en radiopharmacie

Le risque infectieux d’origine microbiologique associé a I’injection des MRP préparés en
routine est peu documenté dans la littérature. Ceci s’explique en partie par le statut
ambulatoire de la majorité des patients de médecine nucléaire qui rend difficile le suivi et

la déclaration d’infections différées dans le temps. Néanmoins ce risque infectieux ne doit
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pas étre négligé du fait de la contamination possible des préparations injectables par des
germes présents dans 1’environnement hospitalier et/ou par des germes de la peau des

opérateurs (35).

Les MRP, utilisés pour la plupart sous forme injectable, doivent obligatoirement répondre
aux essais de la monographie des produits stériles. En pratique, la maitrise du risque
microbiologique se révele compliquée du fait des exigences nécessaires pour assurer le
confinement de la radioactivité et la radioprotection de I’environnement et des
travailleurs, qui sont parfois difficilement compatibles avec la réalisation de préparations
injectables stériles (35). En effet, le principe de radioprotection prime sur le principe de
maitrise du risque microbiologique, ce qui accentue le risque de rupture d’asepsie. Bien
que limité de par sa faible puissance statistique et son manque de sensibilité, le TRA a
I’avantage de s’affranchir de cette contrainte de radioprotection et permet d’éviter
I’irradiation du personnel. Le TRA constitue un outil de validation des procédés de
préparation aseptique en simulant au plus prés les conditions de routine. Le caractere
manuel des préparations aseptiques ainsi que leur complexité liée a la présence d’étapes
en ouvert justifient I’intérét de cet essai de simulation. Cependant, ce test de simulation
n’est pas suffisant a lui seul pour assurer la stérilité du produit fini, et il apparait essentiel
que le programme de simulation aseptique doit compléter un programme de contrdle

environnemental régulier.

Le TRA, test réalisé a priori ainsi que 1’essai de stérilité réalisé a posteriori, représentent
donc des tests complémentaires qui s’inscrivent tous deux dans une démarche qualité de
maitrise du risque biologique. Enfin, cette démarche d’assurance qualité inclut la
formation initiale et continue des opérateurs aux techniques de préparation aseptique et

aux principes d’hygiéne. Le TRA pourrait également étre utilisé pour la formation et la
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validation des opérateurs au procéde aseptique. Ainsi, il s’intégrerait completement dans
ce processus d’assurance qualité puisqu’il constituerait un outil pédagogique intéressant

(31).
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THESE SOUTENUE PAR : Clémentine BERLION

TITRE : VALIDATION DU PROCEDE ASEPTIQUE DE RADIOMARQUAGE
CELLULAIRE EN RADIOPHARMACIE : MISE EN PLACE D’UN TEST DE
REMPLISSAGE ASEPTIQUE

CONCLUSION GENERALE

Ce travail a permis la validation initiale du procédé aseptique reproduisant les étapes d’un
radiomarquage cellulaire. Par la suite, 1’objectif pour la radiopharmacie du CHU de
Grenoble sera d’instaurer des validations périodiques de tous les procédés, grace au
déploiement de test de remplissage aseptique (TRA) a intervalles réguliers et apres
travaux ou modification importante du procédé. Bien que le TRA n’ait pas la capacité de
démontrer a lui seul 1’assurance de la stérilit¢ du produit fini, il s’intégre dans une
démarche d’assurance qualité globale et apporte des éléments complémentaires a 1’essai
de stérilité tout en s’affranchissant des contraintes de radioprotection. En outre, le TRA
pourrait étre utilisé pour la formation et la validation des opérateurs. En effet, bien que
critiquable d’un point de vue de la puissance statistique, le TRA est un outil pédagogique
de formation initiale et continue des opérateurs aux techniques de préparation aseptique
et aux principes d’hygiene. Pour conclure, le TRA nous a permis d’initier une réflexion
sur les pratiques en radiopharmacie et de tester a la fois les procédures, 1I’environnement
ainsi que les compétences du personnel. Ce test de simulation s’inscrit donc dans une
démarche d’assurance qualit¢é du processus de préparation des médicaments

radiopharmaceutiques et d’amélioration continue des pratiques du personnel.
VU ET PERMIS D'IMPRIMER

Grenoble, le QF}'{A'{ I&\xkq

LE DOYEN £33~ LE PRESIDENT DE LA THESE
i -2 N

\‘;;V-‘- L

Pr. ‘Ci;‘i‘is'ttoixhe RIBUOT Madame Annabelle GEZE
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ANNEXE 1 : FORMULAIRE DE REALISATION DES TRA —
MARQUAGE CELLULAIRE

Avant de commencer
1. Lire la procédure de réalisation du TRA se rapportant au procédé testé.

2. Se munir de ’ensemble du matériel nécessaire

Nom de ’opérateur | Nom du superviseur Procédé testé Date du test

Marquage cellulaire

Matériel nécessaire :

Articles Nombre | Marque :\cl); D?)téer.de Superviseur
Poche de 100 mL de Trypticase Soja 1 O
Flacon 50 mL de Trypticase Soja 1 O
Ampoule 10 mL de Trypticase Soja 1 O
Tube Falcon 50 mL 1 O
Portoir pour tube Falcon 50 mL 1 O
Tube a hémolyse + bouchon 1 O
Portoir pour tube a hémolyse 1 O
Seringues stériles 10 mL 8 O
Seringues stériles 1 mL 2 O
Bouchons stériles 2 O
Aiguilles stériles 25 G 3 (]
Cathéters 456mm 16 G 7 O
Géloses Tryptone S\oja Agar type Count 5 O

Tact a dater

Alcool isopropylique 1 O
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Solution détergente-désinfectante (type
Aniosurf)

O

Boite jette-aiguille

Pot a déchets stérile

Compresses stériles

Champ stérile

Paires de gants stériles

Centrifugeur

Activimétre

R k| Rk o Rk N R e

Agitateur Vortex

O O g O g o g o

Réalisation du test :

Items Superviseur

1. Salle de prélévement : Désinfecter le bouchon de la poche de Trypticase 0
Soja 100 mL avec une compresse imbibée d’alcool isopropylique

2. Prélever a I’aide d’une seringue de 10 mL et d’une aiguille 25G, 10 mL de 0
milieu de culture dans la poche de 100 mL

3. Transporter la seringue dans une boite et la remettre au service de 0
radiopharmacie

4. Laboratoire de radiomarquage cellulaire : Respect des procédures O
concernant I’hygiene des mains et I’habillage

5. Réaliser le prélevement dans le laboratoire a 1’aide de la gélose O
« laboratoire »

6. Préparer le matériel nécessaire O

7. Respect de la procédure pour rentrer le matériel sous la hotte a flux 0
laminaire

8. Réaliser le prélévement sur le plan de travail du PSM a ’aide de la gélose 0
« paillasse 1 ». Désinfecter I’endroit ou le prélevement a été effectué

9. Introduire la seringue de 10 mL sous le PSM, aprés 1’avoir essuyé a I’aide 0
d’une solution de détergeant-désinfectant

10. Mettre des gants stériles O
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11. Apres avoir éliminé I’aiguille, mettre 1 mL dans le tube a hémolyse et 9 mL
dans le tube Falcon. Laisser le tube Falcon ouvert environ 30 secondes O
avant de le refermer.

12. Placer le tube Falcon 5 minutes dans la centrifugeuse O

13. Essuyer le tube Falcon avec une lingette imprégnée de détergent- 0
désinfectant avant de le réintroduire sous le PSM

14. Mettre a nouveau des gants stériles O

15. Enlever 2 mL de milieu de culture avec une seringue de 10 mL+ un cathéter
45 mm. Enlever les 2 mL en plusieurs fois (en 3 fois) et éliminer le tout O
dans le pot a déchets.

16. Simuler la mesure de ’activité du flacon de Trypticase Soja 50 mL en le O
placant dans ’activimetre

17. Mettre des gants stériles O

18. Désinfecter le bouchon du flacon de Trypticase Soja avec une compresse O
imbibée d’alcool isopropylique

19. Prélever 0.5 mL dans le flacon a I’aide d’une seringue de 1 mL + une 0
aiguille 25G

20. Réaliser une QSP 1 mL a partir de I’ampoule de Trypticase Soja 10 mL L

21. Ajouter les 1 mL au volume restant dans le tube Falcon. Eliminer la 0
seringue dans la boite jette-aiguille

22. Mimer ’agitation au vortex pendant 30 secondes O

23. Incuber 30 min a température ambiante sous le PSM O

24. Sortie du laboratoire O

25. Simuler la mesure de 1’activité en placant le tube Falcon dans 1’activimétre (]

26. Placer le tube Falcon dans la centrifugeuse pendant 5 minutes O

27. Essuyer le tube avec une lingette imprégnée de détergeant-désinfectant puis 0
I’introduire sous le PSM

28. Mettre des gants stériles O

29. Enlever 2 mL de milieu de culture avec une seringue de 10 mL + un 0
cathéter 45 mm. Enlever les 2 mL en plusieurs fois (en 3 fois)

30. Ajouter 2 mL de I’ampoule de 10 mL O

31. Mimer ’agitation au vortex pendant 20 secondes (]
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32. Placer le tube Falcon dans la centrifugeuse pendant 5 minutes O
33. Enlever 2 mL de milieu de culture avec une seringue de 10 mL + un O
cathéter 45 mm. Enlever les 2 mL en plusieurs fois (en 3 fois)
34. Ajouter 2 mL de I’ampoule de 10 mL O
35. Mimer ’agitation au vortex pendant 20 secondes (]
36. Placer le tube Falcon dans la centrifugeuse pendant 5 minutes O
37. Enlever 2 mL de milieu de culture avec une seringue de 10 mL + un O
cathéter 45 mm. Enlever les 2 mL en plusieurs fois (en 3 fois)
38. Ajouter 2 mL de I’ampoule de 10 mL O
39. Mimer ’agitation au vortex pendant 20 secondes O
40. Placer le tube Falcon dans la centrifugeuse pendant 5 minutes O
41. Enlever 2 mL de milieu de culture avec une seringue de 10 mL + un O
cathéter 45 mm. Enlever les 2 mL en plusieurs fois (en 3 fois)
42. Ajouter 2 mL de I’ampoule de 10 mL O
43. Simuler la mesure de I’activité en plagant le tube dans I’activimétre O
44. Prélever 0.5 mL de TS dans le tube Falcon a 1’aide d’une seringue de 1 mL
. - . O
+ un cathéter 45 mm. Adapter un bouchon stérile sur la seringue
45. Prélever le reste du milieu de culture présent dans le tube Falcon dans une
seringue de 10 mL a I’aide d’un cathéter 45 mm long. Adapter un bouchon O
stérile sur la seringue
46. Simuler la mesure d’activité en mettant la seringue munie d’un bouchon O
stérile dans la louche de I’activimétre
47. Reéaliser les prélevements sur le plan de travail du PSM a ’aide de la gélose a
« paillasse 2 ». Désinfecter 1’endroit ou le prélévement a été effectué
48. Réaliser un prélévement au niveau des doigts de la main droite a I’aide de O
la gélose sur laquelle est écrit « main droite »
49. Réaliser un prélévement au niveau des doigts de la main gauche a I’aide de a
la gélose sur laquelle est écrit « main gauche »
50. Sortir le matériel a I’extérieur du PSM O
51. Respecter les procédures pour le nettoyage du PSM [
52. En dehors du PSM, Vérifier que chaque élément soit bien étiquetée O
53. Vérifier au compteur Geiger que chaque élément ne soit pas contaminé O
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54. Remplir le formulaire des résultats et transférer le formulaire et les

différents éléments au laboratoire de contrdle ou ils seront incubés 7 jours a O
22°C et 7 jours a 30°C.
55. Chaque élément sera inspecté quotidiennement et les résultats reportés O

Remarques :

Remarques du superviseur

Superviseur

56. Toutes les étapes de la procédure ont été respectées

O

57. Tout le matériel a été sorti du laboratoire

O

Remarques sur la réalisation du TRA

Signature de I’opérateur : Date :

Signature du superviseur : Date :
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ANNEXE 2 : FORMULAIRE DE RESULTATS

Nom de ’opérateur

Nom du superviseur

Procédé testé

Date du test

Marquage cellulaire

1. Environnement du test :

Unité ou le test est réalisé

Type de paillasse

Controle de la pression

O Labo. Pharmacotechnie
0] Radiopharmacie

0 URCC

a
O HAFL

Isolateur

O Enceinte blindée

00 COMECER

O Conforme

O Non conforme

2.Informations sur le milieu de culture Trypticase Soja :

Fabricant du milieu de .
N° de lot Date d’expiration
culture
3.Informations sur I’incubation :
Nom du contr6leur de Type
P’incubation d’incubateur
Remarques sur I’incubation
4, Reésultats : Critéres d’acceptation :

14 jours d’incubation : 7
joursa22°Cet7 joursa
30°C

Présence de turbidité = ECHEC

Tous les articles doivent étre admis pour que le procédé soit validé.
La contamination doit étre confirmée par une identification microbiologique
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Inspectez quotidiennement :
Indiquez : + pour turbidité
0 pour clarté

w/e pour relevé manque pour le week-end

Admis
Jour ou
Article échec

Flacon 50
mL
Trypticase
Soja

Poche 100
mL
Trypticase
Soja

Tube &
hémolyse

Seringue
étalon

Seringue
patient

Critéres d’acceptation environnement :
Géloses « main » + « paillasse » = 0 colonie
Gélose « laboratoire » = <S0UFC pour classe D et <25 UFC pour classe C
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Les géloses doivent étre examinées quotidiennement

Jour Admis ou échec
Gélose
1 2 3
Main droite
Main gauche
Gélose paillasse 1
Gélose paillasse 2
Gélose laboratoire
5.Conclusions :
Le procédé est [0 Conforme [ Non conforme Signature :
Date :
Le procéde est [0 Validé O Non valide Signature :
Date :

REMARQUES : Informez immédiatement le responsable d’unité de tout échec.
3 TRA conformes sont nécessaires pour valider un procédé.

Page 68 sur 70



Faculté de Pharmacie,
Université Joseph Fourier Grenoble I

« Je jure en preésence des Maitres de la Faculté, des Conseillers de
I'Ordre des Pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m'ont instruit(e) dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur
enseignement.

D’exercer, dans l'intéréet de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur,
mais aussi les regles de I'honneur, de la probité et du
désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine : en aucun cas, je ne consentirai a
utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les meeurs
et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes

promesses. Que je sois couvert(e) d'opprobre et meprise(e) de mes
~ confreéres si j'v manque ».
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ANNEE DE SOUTENANCE : 2015

NOM ET PRENOM DE L’AUTEUR : Clémentine BERLION

TITRE DE LA THESE: VALIDATION DU PROCEDE ASEPTIQUE DE
RADIOMARQUAGE CELLULAIRE EN RADIOPHARMACIE : MISE EN PLACE
D’UN TEST DE REMPLISSAGE ASEPTIQUE

RESUME : Le radiomarquage cellulaire (RC) consiste a prélever du sang du patient, & étiqueter
in vitro une lignée cellulaire avec un isotope radioactif avant de la réinjecter au patient. Ce procédé
est a risque élevé de contamination microbiologique car certaines étapes sont en systéme ouvert.
Le but de ce travail consiste a valider a priori le procédé aseptique de RC par un test de
remplissage aseptique (TRA) afin de démontrer que le procédé permet d’obtenir un produit stérile.
Le TRA mime le procédé en remplagant chaque produit par du bouillon de culture stérile, tout en
introduisant des étapes critiques. Parmi 1’ensemble des procédés de RC, le choix du procédé de
préparation aseptique pour la réalisation du TRA s’est porté sur le volume globulaire au 5'Cr car
c’est I’examen comportant le plus d’étapes en systéme ouvert, et donc le plus de risque de
contamination microbiologique. Deux séries de TRA ont été réalisées a trois reprises, chaque
TRA étant accompagné de prélévements de surface. Les échantillons contenant le milieu de
culture ont été incubés 14 jours, 7 jours a 22°C et 7 jours a 30°C. Aucune des 6 seringues patient
n’a présenté de contamination. Par contre, 4 tubes a hémolyse et 4 géloses ont été contamines par
un Staphylococcus coagulase négative. Le TRA n’est pas suffisant a lui seul pour assurer la
stérilité du produit fini et s’inscrit donc dans un systéme d’assurance qualité global. Malgré ses
limites liées au mangue de puissance statistique et de sensibilité, il constitue un outil pédagogique
intéressant. Ce travail a permis la validation initiale du procédé aseptique de RC et une réflexion

sur les pratiques en radiopharmacie.

MOTS CLES : Radiomarquage cellulaire, procédé aseptique, validation, test de remplissage

aseptique.
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