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ABREVIATIONS ET DEFINITIONS

TERME DEFINITION
ACE2 Enzyme de conversion de I'angiotensine 2 : métalloprotéase chargée de dégrader
I'angiotensine 2 en angiotensine 1-7.
AMDEC / Analyse des modes de défaillance, de leurs effets et de leur criticité / Failure
FMECA Mode and Effect Critical Analysis
ANSM Agence Nationale de Sécurité du Médicament
APR Analyse Préliminaire des Risques
ARNm Adénosine RiboNucléique Messager
BPF Bonnes Pratiques de Fabrication
CAPA Corrective Action Preventive Action / Action corrective Action Préventive
CCU / URS Cahier des Charges Utilisateur / User Requierement Specification
CF Conforme
CTA Centrale de Traitement d’Air
DPTE Double Porte de Transfert Etanche
EMA European Medicine Agency / Agence Européenne des médicaments
EPA Efficiency Particulate Air
FAT Factory Acceptance Test
GTC Gestion Technique Centralisée
HACCP Hazard Analysis Critical Control Point
HAZOP HAZard and OPerability analysis
HEPA High-Efficiency Particulate Air
INV Invalidé
SO International Organization for Standardization / Organisation Internationale de
Normalisation
HVAC / CVCou | Heating, Ventilation, Air-Conditionning / Chauffage, Ventilation, Climatisation /
CVAC Chauffage, Ventilation, Air Conditionné
OoMS Organisation Mondiale de la Santé
Pa Pascal
PID / P&ID Piping and Instrumentation Diagram
Qc Qualification de conception
Ql Qualification d’Installation
Qo Qualification Opérationnelle
QP Qualification de Performance
Retro-Transcriptase — Polymerase Chain Reaction : technique permettant de
RT-PCR réaliser une réaction en chaine par polymérase (PCR) a partir d’'un échantillon
d’ADN.
SARS COV-2 Syndrome respiratqire aigu sévere du Coronavirus 2 / Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2
SAT Site Acceptance Test
TGEV Transmissible GastroEnteritis Virus
UFC Unité Formant Colonie
ULPA Ultra Low Penetration Air
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TERME DEFINITION
Vol/h Volume / heure
THR Taux de Renouvellement Horaire
ZAC Zone a atmosphere contrélée
. Protéines produites par le systeme immunitaire a la suite d'une exposition a un
Anticorps R
agent pathogene
Macromolécule naturelle ou synthétique qui, reconnue par des anticorps ou des
Antigéne cellules du systeme immunitaire d’un organisme, peut déclencher une réaction

immunitaire.

Desquamation

Phénomeéne de perte des couches superficielle de la peau

Processus par lequel une cellule ingére des molécules ou des particules a

Endocytose beoe . : :
I'intérieur apres fusion avec la membrane cellulaire

Epithélium Tissu formé de cellules juxtaposées qui recouvre la surface du corps ou qui
tapisse l'intérieur de tous les organes creux
Processus par lequel une cellule rejette des molécules ou des particules a

Exocytose I’extérieur, grace a des vésicules qui les expulsent apres fusion avec la membrane
cellulaire.

Filtration Elimination de micro-organismes viables de fluides en faisant passer le fluide au

stérilisante

travers d'un filtre dans les conditions spécifiées du processus, ce qui permet
d'obtenir un filtrat stérile (Norme I1SO 13408-2:2018).

Flore
commensale

Ensemble complexe de micro-organismes, se situant sur la peau et les
mugqueuses, qui a pour but de protéger et d'assurer le bon fonctionnement de
chacun des organes.

Hémolyse

Destruction des globules rouges présents dans le sang

Hote

Organisme qui héberge un parasite ou un agent pathogene

Hote primaire

Organisme chez lequel le parasite ou I'agent pathogéne atteint sa maturité et
effectue sa reproduction

Hote réservoir

Organisme qui héberge un agent pathogéne de maniére durable sans que celui-ci
ne nuise a sa condition, et a partir de laquelle débute le cycle de transmission
d'une infection vers une espéce cible.

Hote secondaire

Organisme chez lequel le parasite ou I'agent pathogene va subir une évolution
et/ou va effectuer sa reproduction

Interféron

Molécules de signalisation permettant d'alerter les cellules voisines qu'une
infection est en cours.

Médicament

« Toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés
curatives ou préventives a I’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que
toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez I’homme ou chez
I’animal ou pouvant leur étre administrée, en vue d’établir un diagnostic médical
ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en exergant
une action pharmacologique, immunologique ou métabolique. ». (Article L.5111-
1 du Code de Santé Publique)

Plasmolyse Processus par lequel les cellules perdent de I'eau dans une solution hypertonique
Soluté Corps dissous dans un solvant
Taxonomie Discipline scientifique permettant de classifier les étres vivants
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TERME DEFINITION

Partie d'un vaccin correspondant a la protection contre un germe unique. Un
vaccin multivalent peut protéger contre plusieurs germes occasionnant une

Valence N . .
méme maladie (comme le vaccin 13-valent contre le pneumocoque) ou contre
différentes maladies (comme le vaccin rougeole-oreillons-rubéole).

Virions Particule infectieuse d'un virus formée d'un acide nucléique et de protéines
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INTRODUCTION

En novembre 2019 apparait dans la ville de WUHAN (province de Hubei dans la Chine centrale)
une nouvelle épidémie qui s’est rapidement propagée a travers le monde pour devenir I'une
des pandémies les plus graves du XX/°™¢ siécle. Cette maladie nommée la Covid-19 ou
Coronavirus 19 est provoquée par un virus jusqu’alors peu connu : le SARS-CoV-2.

Les moyens déployés par 'OMS, les gouvernements et les professionnels de santé ont permis
de trés vite mettre en place des mesures de prévention et surtout d’acquérir davantage de
données sur cette maladie extrémement contagieuse. Grace a cette implication liée a I'état
d’urgence sanitaire mondiale, de nombreux laboratoires ont pu mener des actions de
Recherche et Développement afin de trouver et proposer des solutions thérapeutiques
efficaces contre la Covid-19. C’'est ainsi qu’ont été développés et mis sur le marché différents
types de vaccins innovants permettant de lutter contre les formes les plus graves de cette
pandémie.

Comme nous le savons, la plupart des vaccins sont des médicaments injectables dont la
production se fait en plusieurs étapes en partant du développement a la fabrication de la
substance active en passant par le remplissage aseptique du produit fini dans les articles de
conditionnement. Une fois produits, les vaccins sont distribués dans différents lieux
d’administration tels que les hépitaux, les centres de vaccination ou encore les officines.

Toutes ces étapes de fabrication, notamment le remplissage aseptique, sont réalisées dans
des zones spécifiques appelées Zones a Atmosphére Contrélée (ZAC) répondant a des
exigences strictes définies dans les textes réglementaires qui sont les Bonnes Pratiques de
Fabrication (BPF) et dans les normes internationales telles que les normes I1SO. L’objectif de
la réglementation est de garantir la qualité, la sécurité et I'efficacité des vaccins. Les industriels
doivent donc démontrer le respect de ces exigences a travers différentes pratiques parmi
lesquelles la qualification et la validation des locaux, des systemes, équipements et procédés
impliqués dans la production des vaccins.

La qualification et la validation sont des activités étroitement liées qui s’inscrivent dans un
cycle. Elles servent a démontrer par une batterie de tests la robustesse, la reproductibilité et
la fiabilité des systemes mis en place. Elles permettent également de donner une confiance
aux autorités compétentes, aux clients et surtout aux patients qui sont les utilisateurs finaux
des produits de santé.

L'objectif de cette présente thése est de répondre a la question :

Comment mettre en place et qualifier une zone destinée au remplissage aseptigue de
vaccins anti Covid-19.
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Dans la premiere partie nous ferons une présentation de la Covid-19 : ses caractéristiques, ses
symptoémes et les moyens déployés pour limiter sa progression. Nous traiterons également
des vaccins mis sur le marché francais : leur composition, leur mode d’action et les étapes
nécessaires a leur fabrication.

Dans la seconde partie nous verrons les exigences réglementaires inhérentes aux zones de
remplissage aseptique et a la qualification.

Enfin dans la troisieme et derniére partie nous traiterons d’un cas pratique de qualification
d’une zone de remplissage aseptique.
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PREMIERE PARTIE :
COVID-19 ET VACCINS
ASSOCIES
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. INTRODUCTION

Depuis I'apparition de la Covid-19 et son évolution en pandémie, de nombreuses ressources
ont été déployées par tous les acteurs de la santé afin :

- D’identifier I'agent infectieux responsable de la Covid-19

- De déterminer les caractéristiques de cet agent infectieux : structure, taxonomie,
mode de contamination, symptomes et moyens de prévention

- De développer des traitements efficaces pour lutter contre la propagation du virus et
I'incidence de I'apparition des formes graves

Cette mobilisation a permis d’isoler le virus responsable de la maladie : le SARS COV-2 de la
famille des coronavirus et de mettre sur le marché 3 types de vaccins efficaces contre les
formes les plus graves.

L’objectif de cette premiéere partie est de décrire la maladie, de présenter les différents vaccins
disponibles sur le marché francais et d’expliquer le circuit de fabrication de ces vaccins.

. DEFINITIONS ET CARACTERISTIQUES DE LA COVID-19
1. Historique

Présents depuis plusieurs années, les coronavirus sont une famille de virus touchant les
animaux et les Hommes. lls sont le plus souvent responsables d’affections des systemes
respiratoires et digestifs.

Les coronavirus ont d’abord été a I'origine de maladies touchant les animaux. Ainsi en 1937 la
premiere maladie due a un coronavirus est identifiée chez les volailles. Ensuite une épidémie
appelée TGEV (Coronavirus Gastro-Entérite Transmissible porcine) est détectée chez les porcs
en 1946.

C’est en 1965 qu’est découvert le premier coronavirus infectant 'Homme : le B814.

En 1966 et 1967 les virus 229E et OC43 sont respectivement découverts. Ces virus sont
responsables de rhumes bénins avec quelques rares cas de formes graves chez les personnes
les plus fragiles.

Le terme de « coronavirus » apparait officiellement dans la revue « Nature » en 1968 apres
son observation faite au microscope électronique par June Almeida et David Tyrrell. Cette
appellation fait référence a la structure en couronne de cette famille de virus. (75)
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Au XXIE™e siécle les coronavirus provoquent 3 épidémies plus ou moins graves chez 'Homme :

- Le Syndrome Respiratoire Aigu Sévere dii au SRAS COV-1 apparu en 2002 en Chine.
Cette épidémie a sévi dans environ 30 pays et a fait plus de 700 morts entre novembre
2002 et juillet 2003. L’épidémie prend fin en 2004. La contamination serait initiée par
transmission inter-espéce avec la chauve-souris qui est considérée comme I’h6te
primaire majoritaire des coronavirus. (2)

- Le Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient di au MERS COV apparu en 2012 au
Moyen-Orient (plus précisément en Arabie Saoudite) et présent principalement dans
la péninsule arabique et en Corée du Sud. L'épidémie a touché prés de 27 pays avec
un taux de létalité de 43% soit 937 décés sur 2196 cas identifiés de 2012 a 2023. Il est
a noter que cette épidémie est toujours présente au Moyen-Orient avec une faible
transmission. Le MERS COV est un virus zoonotique entrainant une transmission inter-
especes avec un hote réservoir majeur : le dromadaire. (3) (68)

- Le Syndrome Respiratoire Aigu Sévére d( au SRAS COV-2 apparu en 2019 en Chine et
responsable de la pandémie de ces trois derniéres années. Tout comme le SRAS COV-
1, 'h6te primaire de ce virus serait la chauve-souris. Le pangolin a longtemps été
suspecté d’étre I’'h6te secondaire de cette maladie. Cependant aucune recherche n’a
pu confirmer cette hypothése. (69)

2002-2004 2019
SARS COV-1 SARS COV-2
® [ J ®
MERS COV
2012

Figure 1 : Historigue des 3 épidémies humaines majeures liées aux coronavirus 3

2. Classification du SARS COV-2

La classification de la Covid-19 est établie par I'ICTV (International Committee on Taxonomy
of Viruses). Ce virus appartient donca:
- L'ordre des Nidovirales

- La famille des Coronaviridiae,
- La sous-famille des Coronavirus.

Dans la taxonomie actuelle, il existe 4 genres de Coronavirus :

- Alpha-Coronavirus - Gamma-Coronavirus
- Beta-Coronavirus - Delta-Coronavirus
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Ordre Famille Sous-famille Genre Espece

Alpha-
Coronavirus

Béta-

. SRAS COV-2
Coronavirus

Coronavirus

Figure 2 : Classification du SARS COV-2 )

Tandis que les Alpha-coronavirus et Beta-coronavirus infectent principalement les
mammiféres, ainsi que les chauves-souris, les Gamma-coronavirus et les Delta-coronavirus
touchent surtout les oiseaux. Le SARS Cov 2 appartient a la famille des Beta-Coronavirus.

Figure 3 : Arbre phylogénétique des coronavirus 3
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3. Structure du SARS COV-2

Le SARS COV-2 est un virus enveloppé dont le diamétre varie entre 80 et 200 nanometres. Son
enveloppe est une bicouche lipidique qui se compose a la surface :
- De protéines de surface S ou Spike. Elles sont responsables de I'entrée du virus dans les
cellules humaines infectées. Elles se fixent aux récepteurs AEC2.
- D’une protéine de membrane « M »
- D’une protéine d’enveloppe « E »

Le SARS COV-2 possede un génome Adénosine RiboNucléique Messager monocaténaire ou
ARNmM non segmenté de polarité positive de 30 kb codant pour environ 15 génes (3). Ce
génome est assemblé a une capside pour former une nucléocapside (N) ou ribonucléoprotéine
de symétrie hélicoidale dans le virus. Cette nucléocapside permet la production d’une
protéine : la protéine N.

Glucoprotaine spiculaire (5)

ARN et protaine N

Enveloppe

. Dimare
d'hemaggiutinine esterase
(HE)

Figure 4 : Structure du SARS COV-2 (7)

4. Mode de transmission

La Covid-19 se transmet de différentes manieres (70) :
- Contamination par contact direct

Les personnes porteuses du virus, symptomatiques ou non, peuvent le répandre par
I'intermédiaire de contacts rapprochés et a une distance de moins de 2 metres. La
transmission est d’autant plus importante que le contact se fait entre au minimum 2
personnes durant plus de 15 minutes.

- Contamination par l'air

La contamination par I'air se fait par l'intermédiaire de petites gouttelettes appelées aérosols.
Ces aérosols sont émis lorsqu’une personne infectée tousse ou éternue. lls peuvent se
déposer sur les surfaces alentour. La contamination se fait alors par contact indirect.
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Les particules porteuses du virus peuvent rester plusieurs minutes dans l'air et infectent les
personnes par inhalation, ou si elles entrent directement en contact avec les yeux, le nez et la
bouche.

Le risque de contamination par cette voie est favorisé par les espaces clos et non ventilés.

- Contamination par l'alimentation

Au début de la pandémie, une possible contamination par I'alimentation et notamment par
I'ingestion de pangolin a été tres rapidement réfutée. A ce jour aucune preuve d’un tel mode
de transmission n’est avérée.

5. Moyens de prévention

Afin de lutter contre la prolifération du virus, des moyens de prévention ont été mis en place
des le début de la pandémie dans tous les pays. En France, le ministére de la santé a établi
différentes consignes visant a limiter la propagation du virus. L'utilisation des moyens de
prévention a fait I'objet d’une vaste campagne de communication dans les médias mais
également dans les lieux de travail et dans les écoles.

E .3 :
REPUBLIQUE » ® Santé
FRANCA|SE @ ® publique
f"‘g“" o @ France

ALERTE CORONAVIRUS
POUR SE PROTEGER
ET PROTEGER LES AUTRES

V

Se laver
trés réguligrement
les mains

Tousser ou éternuer
dans son coude
ou dans un mouchoir

Utiliser un mouchoir
a usage unique
et le jeter

Salver
sans se serrer la main,
arréter les embrassades

Vous avez des questions sur le coronavirus ?
GOUVERNENENT.FRANFD CORONAVIRUS ‘ 0800130000

EEE R e

Figure 5 : Affiche du ministére de la Santé sur les moyens de prévention contre la Covid-19 7)
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Les consignes générales de prévention sont (57) (70) :

- Se laver et se décontaminer les mains régulierement : le lavage régulier des mains
permet de diminuer I'accumulation du virus. Il peut se faire avec du savon et une
solution de gel hydroalcoolique pour la décontamination.

- Tousser ou éternuer dans le coude afin d’éviter la dispersion d’aérosols dans I'air

- Utiliser un mouchoir a usage unique

- Porter un masque chirurgical. Tout d’abord controversé, le masque chirurgical permet
de limiter la projection d’aérosols contaminés en cas de toux, d’éternuements ou
simplement lors de la prise de parole. |l permet ainsi de se protéger et de protéger son
entourage. Pour étre efficace, il est recommandé de changer de masque toutes les 4h
maximum.

- Mettre une distanciation sociale d’au moins 1 metre. Cette mesure est appliquée dans
tous les établissements : les centres commerciaux, les espaces communs des lieux de
travail et des écoles, dans les restaurants et dans les transports en commun.

6. Dépistage de la maladie

Il existe deux types de tests a effectuer pour identifier le SARS COV-2.

Les tests sérologiques (70)

L’objectif de ces tests est de détecter les anticorps produits suite a une infection au virus. lls
s’effectuent par l'intermédiaire d’un échantillon sanguin (prise de sang en laboratoire ou
goutte de sang du bout des doigts).

Les résultats sont obtenus en quelques minutes.

Les tests virologiques (70)

Les tests virologiques recherchent directement le virus par détection de ses composants. Il
existe différentes techniques dans ce cas :

- RT-PCR: détecte 'ARNm du SARS COV-2. C’est le mode de dépistage le plus fiable.
- Les tests antigéniques et les autotests : détectent les protéines qui composent le SARS
COV-2.

Pour ces tests virologiques les échantillons sont analysés apres préléevement pour lequel il
existe différents modes :

- Prélevement « nasopharyngé » : un écouvillon de 15 cm est inséré profondément dans
la cavité située entre le nez et le pharynx

- Prélevement « oropharyngé »

- Prélevement_« nasal » : un écouvillon de 2 a 3 cm est inséré dans le nez pour un
préléevement nasal antérieur. La taille de cet écouvillon est de 3 a 4 cm pour un
préléevement nasal profond.

- Préléevement « buccal »
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En cas de symptomes, il est préconisé de faire des tests par RT-PCR ou des tests antigéniques
jugés plus fiables a ce jour. Afin de guider la population, le gouvernement a mis en place des
préconisations sur le type de test a réaliser en fonction de I'état du patient.

noter
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Figure 6 : Préconisation de I’Assurance Maladie sur le type de test a réaliser selon la situation
du patient (56)

7. Mécanisme d'action du SARS COV-2

Lorsqu’une personne est infectée, le SARS COV-2 se propage dans la cellule h6te ou elle se
réplique grace a son génome (ARNm) libérant ainsi plusieurs copies du virus qui pourront a
leur tour se disséminer dans I’environnement.

Les étapes de la contamination sont (4) :

- Liaison du virus a la cellule : les protéines de surfaces S se fixent a leur récepteur :
I'enzyme ACE2 présente en majorité dans les muqueuses des voies respiratoires et
notamment dans les poumons (Etape 1, Figure 7).

- Entrée du virus dans la cellule héte : l'entrée dans la cellule hote se fait par
endocytose. Une fois dans la cellule, le virus libere son génome : ’ARNm (Etape 2,
Figure 7).

- Réplication du virus : afin de se répliquer le virus détourne le mécanisme de la cellule
hote en bloquant les interférons via la protéine N. L'ARNm est alors transcrit en
protéines virales par les ribosomes de la cellule hote. Cette réplication va étre a

I'origine de la production de plusieurs autres virus appelés virions. (Etapes 3,4, 5et 6,
Figure 7).
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- Assemblage des virions : les différentes protéines alors produites s'assemblent par
bourgeonnement dans le réticulum endoplasmique. Cette étape est orchestrée par la

protéine E. (Etape 7, Figure 7).

- Libération des virus : les copies des virus sortent de la cellule hote et se propagent dans
I'environnement par l'intermédiaire de différents types de vecteurs. La libération est
réalisée par exocytose. Cette étape est orchestrée par la protéine E. (Etape 8, Figure 7).

Récepteur
membranaire

Poly-protéine

Inhibiteur de protéase :
Nirmatrelvir

9L\
e O\ ot

Inhibiteur de réplication
Moinupiravir / Remdesivir

Figure 7 : Mécanismes d’action du SARS COV-2 (4

8. Symptomes

Dans la plupart des maladies, un délai d'incubation est observé. Il s'agit du temps écoulé entre
la contamination et I'apparition des premiers symptémes de la pathologie. Pour la Covid-19,
ce délai varie entre 2 et 14 jours avec une moyenne de 5 jours. (5)
Les principaux symptomes sont similaires a ceux d'une grippe saisonniere. Il existe néanmoins

des symptomes plus caractéristiques.

Treés Fréquents Fréquents Caractéristiques du Covid-19 Graves
Courbature ou mal de dos
Féf'gue Mal de gorge Perte de I'odorat (anosmie) Difficulté a oxygéner le
Fievre Ecoulement nasal N .
i Perte du go(t (agueusie) sang
Toux Nausée Coma
Difficultés a respirer Vomissement
Diarrhée

Tableau 1 : Symptémes de la Covid-19 (79

Il est a noter que la personne infectée devient contaminante au bout de 3 jours et reste

contaminante jusqu'au 7™ jour environ. (70)
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. LA VACCINATION

La vaccination est 'une des actions de santé publique les plus efficaces et les plus simples a
mettre en place malgré les réticences existantes. Cette action a pour but de diminuer le taux
d’incidence d’'une maladie infectieuse dans une population. La vaccination procure a la fois
une protection individuelle et une protection de groupe aussi appelée immunité collective
(35).

En France, la campagne de vaccination contre la Covid-19 débute le 27 décembre 2020 afin
de:

- Prévenir les formes graves de la maladie,

- Diminuer le taux d’hospitalisation et de déces liés a cette épidémie

- Maintenir les activités essentielles du pays

1. Principe et mécanismes de la vaccination

Le principe de base de la vaccination est d’induire une réponse immunitaire de I'organisme
d’un individu face a un agent infectieux donné en injectant ce méme agent sous forme
atténuée ou inactivée.

La réponse vaccinale se calque donc sur le schéma de I'immunité naturelle. On entend par
immunité naturelle la cascade de réactions induite par la pénétration d’un organisme étranger
au sein d’un individu.

Cette immunité est divisée en 2 catégories qui malgré leur différence se compléetent :
immunité innée dite non spécifique et I'immunité adaptative dite spécifique. Ainsi
I"'administration d’un vaccin va mobiliser les acteurs de I'immunité innée et de I'immunité
adaptative (33).

1.1. Immunité innée

Présente des la naissance, elle constitue la premiére barriere de défense. Elle se met
immédiatement en place et ne conserve pas de mémoire. C’'est pourquoi elle est caractérisée
de non spécifique. Elle fait intervenir 2 types de modules :

- Les modules constitutifs composés de la peau et des muqueuses. Ces 2 acteurs forment
ce qu’on appelle la barriere cutanéo-muqueuse en contact direct avec les agents
pathogenes. Elle a pour role d’empécher ces agents de pénétrer dans les cellules de
I'h6te. Pour cela la peau et les muqueuses vont faire intervenir des mécanismes
biologiques, mécaniques ou physiques.

e Lapeau: c’est un épithélium multi-stratifié et kératinisé. Elle entoure toute la
surface d’un individu. Afin de protéger I'organisme, la peau met en place des
barrieres :
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o Meécanique: par l'intermédiaire d’'une faible perméabilité limitant la
pénétration des agents extérieurs et par la desquamation

o Chimique : par lintermédiaire de protéines et de peptides pouvant
entrainer une rupture mécanique des membranes bactériennes, une
destruction enzymatique ou une séquestration des nutriments de I'agent
pathogene.

o Biologique : par I'intermédiaire de la flore commensale

e Les mugueuses : ce sont des épithéliums uni ou multi-stratifiés non kératinisés
sécrétant du mucus. Ce mucus possede de par sa texture visqueuse des
propriétés mécaniques permettant d’inhiber 'adhésion des corps étrangers,
de les emprisonner et de les éliminer lors d’'une expectoration par exemple.
(71)

- Les modules non constitutifs ou induits : c’est le résultat d’'une série de réactions. Les
éléments de ce module sont divers et variés et ont pour réle d’empécher la prolifération
des agents pathogenes. Différents types de cellules et de protéines sont impliquées
dans ce module. Lors de I'activation de I'immunité innée, les éléments ci-dessous
interviennent :

e Les cellules phagocytaires (mastocytes et polynucléaires neutrophiles) qui
induisent la phagocytose des agents pathogénes. Cela consiste a ingérer et
détruire le corps étranger.

e Les protéines du systéme du complément

e Les cellules dendritiques qui réalisent la phagocytose et qui, une fois matures,
deviennent des CPA (Cellules Présentatrices d’Antigénes). Ces CPA vont jouer
un role tres important dans I'immunité adaptative. (32)

1.2. Immunité adaptative

Elle constitue la 2"® barriére de défense. Elle est mise en place quelques jours aprés le contact
de I'organisme avec I'agent pathogéene mais reste plus durable que I'immunité innée. Elle est
dotée d’une mémoire et fait intervenir plusieurs acteurs dont les 3 principaux sont :
- Les lymphocytes B qui produisent les anticorps
- Les lymphocytes T « killer » intervenant dans la lyse des cellules infectées
- Les lymphocytes T « helpers » ou auxiliaires qui commandent I’action des lymphocytes
B et des lymphocytes T « killer »

L'immunité adaptative est a I'origine de deux types de réponses : la réponse humorale et la
réponse cellulaire. La réponse humorale est mise en ceuvre en cas d’agression faite par un
organisme de type extracellulaire (bactérie, toxine, parasite, virus). La réponse cellulaire est
mise en ceuvre face a des cellules infectées par des agents intracellulaires, des cellules
cancéreuses ou des greffons.

Mécanisme de I'immunité adaptative
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Les CPA, qui présentent des fragments d’antigéne a leur surface, migrent vers les ganglions
lymphatiques ou ils vont activer les LT CD4.
Les LT CD4 activent :
- Pour la réponse humorale, les LT CD8 cytotoxique. Ces lymphocytes se différencient
ensuite en en LT CD8+ active qui participent a la destruction de I'agent infectieux et en
LT CD8+ mémoire qui s’activeront lors d’'une prochaine attague du méme agent.
- Pour la réponse cellulaire, les Lymphocyte B qui deviendront soit des plasmocytes
producteurs d’anticorps soit des Lymphocytes B mémoires. (32)

1.3. Immunité collective

L'immunité collective correspond a 'immunisation d’une fraction significative de la population
contre un virus donné. L'objectif des campagnes de vaccination contre la Covid-19 vise a
obtenir une bonne immunité collective afin d’éradiquer la pandémie sans tenir compte d’un
éventuel caractere saisonnier de la maladie.

1.4. La réponse vaccinale

1.4.1. Laréponse primaire

Il s’agit de la primo-vaccination. Elle se déroule en 3 temps (32) :
- Phase de latence : temps d’attente entre 'administration du vaccin et I'apparition des
anticorps et pouvant durer 2 a 7 jours
- Phase de croissance : augmentation exponentielle du taux d’anticorps avec un taux
maximum atteint aprés 4 jours a 4 semaines
- Phase de décroissance : déclin du taux d’anticorps plus ou moins long

1.4.2. Laréponse secondaire

Il s’agit de la réponse induite aprés la réintroduction de I'antigéne par infection ou par
I'intermédiaire de I'administration d’une dose de rappel. C’'est une réponse rapide induisant
la production d’un fort taux d’anticorps grace a l'intervention des lymphocytes mémoires.
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Figure 8 : Les différentes phases de la réponse vaccinale 32

1.4.3. Résumé
Le schéma ci-dessous récapitule tous les mécanismes mis en place lors de la vaccination.
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Figure 9 : Mécanismes d’action de la vaccination 3%
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2. Présentation des vaccins disponibles en France

Depuis 2020, plusieurs vaccins ont pu étre développés et mis sur le marché francais. Les plus
répandus sont présentés dans le tableau ci-dessous (8) (64) :

Type de vaccin Nom du vaccin Laboratoire distributeur
Vaccin 3 ARNm COMIRNATY® Pfizer/BioNtech
SPIKEVAX® Moderna
Vaccins a ADN VAXZEVRIA® AstraZeneca
recombinant COVID-19 VACCINE® Janssen
Vaccin protéique NUVAOXID® Novavax

Tableau 2 : Vaccins anti-covid disponibles en France

2.1. Les vaccins a ARN messager

2.1.1. Généralités

L'ARNm ou ARN messager joue un réle primordial dans la production de protéines au sein de
I'organisme. Il permet la transcription du génome humain en protéines. Les vaccins a ARNm

utilisent donc ce procédé pour lutter contre la maladie.

2.1.2. Composition

Ces vaccins sont composés d’une séquence reproduisant les propriétés de la protéine de
surface Spike et sont entourés d’une nanoparticule lipidique ou bulle de graisse permettant
de protéger 'ARNm a lI'image de la nucléocapside virale. Du fait que ces vaccins sont trés

ciblés, ils ne nécessitent pas d’adjuvant.

BioNTech/Pfizer

/ Couche lipidique

I

S - POB 'mf',\.\::‘a G——  ARNM vaccinal
J

L

Platform: lipid nanoparticle-
encapsulated mRNA vaccines
encoding Spike protein

Figure 10 : Structure du vaccin d ARNm de Pfizer (67)(65)

2.1.3. Fonctionnement
Une fois administré, I’ARNm est traduit dans le cytoplasme de la cellule hote en protéine Spike
inoffensive (voir Annexe 1).
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Contrairement aux idées recues, les vaccins a ARNm ne provoquent pas de modifications

génétiques car I'’ARNm ne péneéetre pas dans le noyau de la cellule hote, porteur des
chromosomes et donc de I'information génétique d’un individu. (41)

2.1.4. Conservation

En raison de la fragilité des vaccins a ARNm, leur stockage doit s’effectuer a de tres basses
températures.

Pour le COMIRNATY?®, la conservation dépend de son état. Lorsqu’il est congelé, il se conserve
pendant au maximum 2 ans a une température comprise entre -90°C et -60°C. Décongelé, le
vaccin se conserve a une température comprise entre 2°C et 8°C pendant 2 ans maximum. (8)

2.2. Les vaccins a vecteur adénoviral

2.2.1. Généralités

Les adénovirus sont une famille de virus tres répandus. Ce sont des virus a ADN sans enveloppe
et souvent utilisés comme vecteur non réplicatif.

2.2.2. Composition

Sur le marché actuel, on peut retrouver 2 vaccins de ce type :

- VAXZEVRIA® : |l s’agit d’'un vaccin monovalent composé d’'un ADN recombinant
fabriqué a partir de cellules embryonnaires humaines, d’'un vecteur adénoviral non
réplicatif issu du chimpanzé et de différents adjuvants (8)

- COVID-19 VACCINE® : il s’agit d’un vaccin monovalent composé d’'un ADN recombinant
d’un vecteur adénoviral humain (Ad26) et de différents adjuvants. (41)

Vecteur viral

DNA

Platform: Adenovirus with gene for the
SARS-CoV-2 spike (S) protein

Figure 11 : Structure du vaccin d ADN recombinant de AstraZeneca (6°)(66)

2.2.3. Fonctionnement

Un fragment d’ADN recombinant est injecté dans I'organisme par l'intermédiaire d’un vecteur
adénoviral. Les cellules de I’'h6te vont ensuite transcrire cet ADN en ARNm puis en protéines
du virus notamment la protéine Spike (Voir Annexe 1).
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2.2.4. Conservation

Le VAXVERIA® se conserve au réfrigérateur a une température comprise entre 2 °C et 8 °C
pendant maximum 9 mois si le flacon n’est pas ouvert. (8)

Le COVID-19 VACCINE® se conserve entre 2 °C et 8 °C lorsqu’il est décongelé et entre -25 °C et
-15 °C sous forme congelé. Le flacon non ouvert peut étre conservé maximum 30 jours. (30)

2.3. Les vaccins protéiques
2.3.1. Généralités

Les vaccins protéiques ou « sous unitaire » ne se basent pas sur le génome du virus. lls utilisent
un fragment virale purifié qui, une fois injecté, est a I'origine d’une réponse immunitaire.

2.3.2. Composition

Utilisé en France depuis mars 2022, NUVAOXID® est un vaccin composé de la protéine S
insérée dans une nanoparticule lipidique et d’'un adjuvant appelé Matrix-M. L’adjuvant permet
de renforcer la réponse immunitaire induite par le vaccin. (72)

Novavax

. ‘ .MauixM
Y
S.ie
oc o

Figure 12 : Structure du vaccin protéique de Novavax (®°

2.3.3. Fonctionnement

Ce type de vaccin apporte directement la protéine Spike dans I'organisme hbéte permettant
ainsi de favoriser la réponse immunitaire des lymphocyte B et T et stimuler la production
d’anticorps neutralisants. (36)

2.3.4. Conservation

NUVAOXID® se conserve a une température comprise entre 2°C et 8°C pendant une durée
maximale de 9 mois. (8)
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2.4. Schéma vaccinal

Le schéma vaccinal est un protocole qui définit le nombre et l'intervalle des injections
nécessaires a |'obtention d'une immunité protectrice suffisante. En fonction de la situation
des personnes, les vaccins peuvent étre plus ou moins utilisés. Il faut alors tenir compte de
I’age et de I’état de santé de I'individu. Le schéma vaccinal est présenté en annexe 2.

3. Etapes de production des vaccins

La commercialisation d’un vaccin est un processus trés complexe nécessitant une forte
expertise. Ce cycle se compose de plusieurs grandes étapes. (31) (72)

3.1. Recherche et Développement

Cette étape permet :

- De déterminer les caractéristiques de la maladie telle que la composition de I'agent
infectieux, la détermination des vecteurs pathogenes ou [lidentification des
symptomes

- D’isoler la protéine ou le gene d’intérét,

- De déterminer le type de vaccin a produire

- D’élaborer les procédés de fabrication a petite échelle

3.2. Production

L’objectif est de fabriquer le vaccin a une échelle industrielle.

3.2.1. Production de la substance active

Cette phase comprend :
- La constitution des banques de germes. Elle regroupe les virus et bactéries ayant des
propriétés constantes et dépourvus de mutation pour garantir la qualité du vaccin.
- La mise en culture qui nécessite une surveillance des parametres critiques :
e Température
e Durée
e Pression
e Composition du milieu de culture
e Nombre de germes
e Aération du milieu
- Larécolte qui consiste a extraire I'antigene produit du milieu de culture.

- La purification et I'amplification permettant de retirer les impuretés de la substance et
a la concentrer via des procédés physiques tels que la centrifugation
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L’'inactivation qui consiste a retirer les propriétés pathogenes par I'intermédiaire de la
chaleur ou d’agents chimiques et de conserver la capacité a activer le systéme
immunitaire. Cette étape n'est pas obligatoire.

La fabrication des éventuelles valences

3.2.2. Production pharmaceutique

L’objectif est d’obtenir un produit prét a étre distribué sur le marché. Cette étape comprend :

3.3.

La formulation caractérisée par la mise en solution des différents composants du
vaccin :

e Lasubstance active

e Les adjuvants si besoin

e Les excipients tels que les conservateurs et/ou les stabilisants
La filtration stérilisante. Cette étape permet d’obtenir un produit stérile. La solution
est filtrée au moyen d’un filtre destiné a retenir les microorganismes potentiellement
présents. Des filtres de 0,22um sont généralement utilisés lors de cette étape.
Dans certains cas, la filtration stérilisante est remplacée par une stérilisation terminale
effectués avec des procédés validés (chaleur, irradiation, oxyde d’éthylene). Dans cette
situation, la stérilisation est réalisée apres remplissage du conditionnement primaire
ou apres lyophilisation. (Annexe 1 des BPF, 2022).
La répartition aseptique. Il s’agit du remplissage dans les articles de conditionnement
primaire stériles, généralement des flacons en verre et des bouchons, et dans un
environnement permettant de garantir la stérilité du produit fini.
La lyophilisation qui n’est pas obligatoire et qui consiste a retirer I'eau contenue dans
le produit
Le conditionnement secondaire. Les flacons de vaccin sont mis en boites et étiquetés
selon les réglementations en vigueur

La phase de contréle et libération

Les lots de produit fini sont analysés par le laboratoire et les autorités, afin de garantir la
qualité du produit libéré. Pour cela, chaque lot est accompagné d’un dossier de lot qui
récapitule toutes les étapes de fabrication et trace tous les événements ayant eu lieu. Le
vaccin obtient ensuite une autorisation de distribution.

3.4.

Distribution

Le vaccin ainsi libéré est acheminé aux différents points de distribution : pharmacies,
hdpitaux ou centres de vaccination. Lors de cette étape, les conditions de conservation
doivent étre scrupuleusement respectées afin de ne pas détériorer la qualité du produit.
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DEUXIEME PARTIE :
/ONE DE PRODUCTION
ET QUALIFICATION
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. INTRODUCTION

Les vaccins sont directement administrés dans le sang par voie intraveineuse ou
intramusculaire dans la majorité des cas. Ce sont donc des médicaments injectables qui
doivent par conséquent répondre a plusieurs exigences en termes de qualité. lls doivent étre :

o Stériles : exempts de microorganismes viables et revivifiables

o Exempts d’endotoxines : les endotoxines sont des lipopolysaccharides issus de spores
bactériennes

e Apyrogénes : les pyrogenes sont des toxines ayant la capacité de provoquer de la
fievre chez les patients. Les pyrogenes sont produites par les parois des endotoxines.
lIs peuvent étre endogenes (cytokines, interleukines) ou exogenes (endotoxines des
Gram -, entérotoxines des Gram +, toxines des levures, des moisissures, relargables
des matieres plastiques...).

e Neutre : afin d’éviter les phénoménes de douleur a l'injection, les préparations
injectables doivent avoir un pH proche du pH physiologique. Le pH de la préparation
doit donc étre compris entre 3 et 9.

o Limpide : absence de particules au sein de la préparation injectable. Les particules
peuvent étre a I'origine de thrombus dans les vaisseaux sanguins. |l est donc essentiel
de s’assurer de I'absence de particules visibles a I’ceil nu. De plus des contréles sont
réalisés pour vérifier que la quantité de particules invisibles ne dépasse pas les limites
définies dans la Pharmacopée Européenne (Chapitre 2.9.19. Contamination
particulaire : particules non visibles et texte 5.17.2. Recommandations relatives a
I’essai de contamination particulaire : particules visibles).

¢ Isotonique : le produit injecté doit avoir la méme concentration en soluté que
I’organisme du patient afin d’éviter tout phénomeéne d’hémolyse et de plasmolyse.

La neutralité, la limpidité et I'isotonie sont des critéres inhérents aux produits et obtenus lors
de la phase de formulation. lls ne font donc pas partis du scope de cette these.

En revanche les attributs qualité de stérilité, d’endotoxines et de pyrogénécité sont obtenus
grace a la maitrise de la contamination au niveau de I'environnement et du procédé de
remplissage mis en place.

Afin de répondre a ces attributs, la production de vaccins s’effectue obligatoirement dans des
Zones a Atmosphere Contrélée (ZAC) et selon des procédés de remplissage validés. Bien qu’il
existe différents types de ZAC (conventionnelles et technologies barrieres) toutes obéissent a
des regles tres strictes définies dans les textes réglementaires tels que les Bonnes Pratiques
de Fabrication (BPF) et les normes ISO. Il existe également des guides qui facilitent et aident a
la compréhension de ces textes.
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I, REGLEMENTATION ET NORMES

La réglementation et les normes ont pour objectif d’harmoniser les pratiques et de définir un
cadre commun a tous les industriels du monde pharmaceutique. Dans cette présente thése
nous nous focaliserons sur les BPF et la norme I1SO 14644,

1. Les Bonnes pratiques de Fabrication

Les BPF font partie de la catégorie des réglementations, c’est-a-dire des textes élaborés par
les autorités administratives et/ou gouvernementales (Etat, Sénat, collectivités) et issus de
projets de loi et/ou de réglements. L’application d’une réglementation est obligatoire et
imposée par les autorités.

Les BPF ont été mises en place par 'ANSM a la suite de différents scandales sanitaires. Elles
constituent un ensemble de regles que tout établissement pharmaceutique doit respecter
pour garantir la mise sur le marché de produits efficaces, slrs et avec un haut niveau de

qualité.
Les BPF sont composés de 4 parties et de différentes annexes.

- Partie | : Bonnes pratiques de fabrication des médicaments a usage humain

- Partie Il : Bonnes pratiques de fabrication pour les substances actives utilisées comme
matieres premiéres dans les médicaments

- Partie lll : Documents relatives aux bonnes pratiques de fabrication

- Partie IV ; Guide des bonnes pratiques de fabrication spécifiques aux médicaments de
thérapie innovante

- Annexes : regroupant les lignes directrices particulieres. Elles sont au nombre de 19.

Dans le cadre de cette these nous traiterons de I'annexe 1 « Fabrication de médicaments
stériles » et de I'annexe 15 « Qualification et validation »
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1.1. Annexe 1 : Fabrication de médicaments stériles

Cette annexe définit toutes les exigences concernant la fabrication de médicaments stériles.
Publiée pour la premiére fois en 1971 et mise a jour en 2022 (avec une version draft en 2020),
elle se compose de 11 parties présentées dans le tableau ci-dessous :

Numéro Titre
Le scope cette annexe a été modifié afin d’inclure les autres
1 SCOPE produits pour lesquels les principes de I'annexe peuvent
s'appliquer
2 PRINCIPE Principes généraux applicables aux médicaments stériles
3 SYSTEME QUALITE Exigences spécifiques au systéme qualité pharmaceutique
PHARMACEUTIQUE appliqués aux médicaments stériles
a LOCAUX Exigences concgrnant la concep'tion et I'aj gualification des
locaux, y compris les Technologies Barriéres.
5 EQUIPEMENTS ing.ences concernant la conception et I'opération des
équipements
6 UTILITES I-Exi.gences concernant les utilités telles que I'eau, les gaz et
I"air
2 PERSONNEL Exigenlces concernant Ir:.1 forrpation, les connaissances, les
compétences et la qualification du personnel
Présentation :
- Des différentes approches en matiére de procédé
aseptique et de stérilisation terminale.
8 PRODUCTION ET - De la stérilisation des produits, des équipements et
TECHNOLOGIES SPECIFIQUES du conditionnement,
- Des différentes technologies telles que la
lyophilisation et les BFS (Blow — Fill — Seal)
Présentation :
SURVEILLANCE - Des exigences du monitoring environnemental en
9 ENVIRONNEMENTALE ET fonction de la conception des systemes

SURVEILLANCE DES PROCEDES

- Des limites d’alerte et d’action
- Delarevue des tendances

10

CONTROLE QUALITE

Exigences concernant le contréle qualité des produits stériles

11

GLOSSAIRE

Définition des termes utilisés dans I'annexe

Tableau 3 : Présentation des 11 parties composant ['Annexe 1 des BPF
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1.2.

Annexe 15 : Qualification et validation

m

el et A Modalités organisationnelles des activités de qualification et
1 PLANIFICATION DE LA de validation
QUALIFICATION ET DE LA
VALIDATION Importance de la planification
) DOCUMENTATION, INCLUANT LE | Regles documentaires a appliquer lors des activités de
PDV qualification et de validation
ETAPES DE LA QUALIFICATION
3 INST';?B:T:';':’;?I::BE;L']E:S ET Toutes les étapes de la qualification et leurs objectifs respectifs
LES SYSTEMES
a RE-QUALIFICATION Imp(.)r.tan.ce de la mise en place d’une périodicité de re-
gualification
Regles inhérentes a la validation des procédés
5 VALIDATION DU PROCEDE Description des différents types de validation
Contenu de la documentation associée a la validation
6 VERIFICATION DU TRANSPORT | Exigences liées a la validation des conditions de transports
7 VALIDATION DU Exigences liées a la qualification des équipements de
CONDITIONNEMENT conditionnement
Exigences liées a la qualification des utilités utilisées lors de la
8 QUALIFICATION DES UTILITES production de médicaments : air, eau, gaz, vapeur et tous les
éléments en lien avec les HVAC
. Exigences liées a la validation des méthodes d’analyses
9 VA”DAT:;),'A\'I\?:EY':IEETHODES appliquées par les laboratoires de contréle qualité a toutes les
étapes du cycle de vie du médicament.
Exigences liées a la validation des méthodes de nettoyage mise
en place:
10 VALIDATION DU NETTOYAGE i Te,St‘S a effectuer, . .
- Critéres d’acceptation a prendre en considération
- Nombre de tests nécessaires
- Eléments de documentation
11 CONTROLE DES CHANGEMENTS | Gestion des changements
12 GLOSSAIRE Définitions en lien avec la qualification et la validation

Tableau 4 : Présentation des chapitres composant I'Annexe 15 des BPF
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Les normes

Par définition, les normes ont un caractere volontaire. Leur application n’est pas obligatoire.
Elles traduisent 'engagement des entreprises a satisfaire un niveau de qualité et de sécurité
reconnu et approuvé. L’élaboration d’'une norme est faite par des experts techniques afin de
caractériser les regles de l'art. Il existe 3 niveaux de normes associés a un ou plusieurs
organismes de normalisation :

Niveau Organisme de normalisation
National AFNOR
Européen CEN
International ISO

Tableau 5 : Différents niveaux de normes

Dans le cadre des salles propres, la norme de référence la plus utilisée est la norme ISO
14644. Elle est composée de 13 parties que I'on peut diviser en 2 grandes catégories :

2.1. Les normes générales

Elles décrivent les éléments contribuant a la matitrise de la contamination en ZAC

NUMERO TITRE CONTENU
. . Méthodes d’essai relatives au bon fonctionnement d’une
ISO 14644-3 « Méthodes d’essai » e s I
ZAC dans le but de satisfaire a la classification des locaux
S0 146444 « Conception, construction et mise EX|ge'nces pf),ur la conception et la construction des ZAC
en place fonctionnement » (partie publiee en 2001)
o Exigences de base pour |'exploitation des ZAC
ISO 14644-5 « Exploitation » .
P (Publiée en 2004)
Termes et définitions relatives aux salles propres et aux
« Dispositifs séparatifs (postes a air
ISO 14644-7 | propre, boites a gants, isolateurs et | Conception et exigences liées aux technologies barrieres
mini-environnements)
. Lignes directrices concernant le nettoyage et la
« Nettoyage des surfaces afin g . . - yag
d'obtenir des niveaux de bropreté désinfection des locaux et équipement en ZAC
ISO 14644-13 ) _p _p Exigences concernant I’évaluation des méthodes de
par rapport aux classifications . I
articulaire et chimigue » nettoyage afin de respecter la classification de la ZAC
P a (Publiée en 2017)
« Evaluation de I'aptitude a , . , y
\ ‘ . L P Méthodologie permettant d’évaluer la capacité des
'emploi des équipements par |a équipements a étre utilisés en ZAC classé selon la norme
ISO 14644-14 | détermination de la concentration auip

de particules en suspension dans
I'air »

ISO 14644-1
(Publiée en 2016)

Tableau 6 : ISO 14644, les normes générales
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2.2. Les normes spécifiques

Elles sont consacrées a un type de contaminant en ZAC.

NUMERO TITRE CONTENU
Exigences concernant la classification particulaire des
locaux :
- Spécifications liées a la concentration de particules
dans I'air : nombre de particules par volume d’air
S0 14644.1 « Classification de propreté - Method? normalisée pouvant étre appliquée lors
particulaire de Iair » des essais
La nouvelle version de 2015 fournit une approche de
traitement statistique pour la sélection et le nombre de
point de prélevement ainsi que pour |'évaluation des
données recueillies.
« Surveillance du maintien des ) » o . L
performances de la salle propre Exigences liées au maintien de la qualité de I'air dans les
ISO 14644-2 . . . ZAC
pour la propreté particulaire de
I'air »
Procédés d’évaluation permettant de déterminer les
ISO 14644-8 | € C.Ia'ssmcatlo'n 'de la propreté différents niveaux de la propreté chimique de I'air dans les
chimique de I'air » ZAC.
« Evaluation de la propreté des | Cette partie définit un mode opératoire pour évaluer les
ISO 14644-9 | surfaces en fonction de la niveaux de propreté particulaire des surfaces en ZAC.
concentration de particules »
Exigences concernant la classification chimique des
, ) ) surfaces en ZAC :
« Evaluation de la propreté
chimique des surfaces » - Spécifications
ISO 14644-10 - Méthode pouvant étre appliquée lors des essais
des essais
(Mise a jour publiée en 2022)
« Spécification de la propreté de . ) o
I'air en fonction de Ia Survelllanc? dela proprete_partlculalre en terr_nles de
ISO 14644-12 concentration en nanoparticules en ZAC (publiée en 2018).

concentration des
nanoparticules »

Tableau 7 : I1SO 14644, les normes spécifiques
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. CONCEPTION DES ZAC

1. Exigences liées a la conception des ZAC
Les exigences présentes dans les BPF sont disponibles en annexe 3.

1.1. Systéme de traitement de I"air

Les HVAC (Heating, Ventilation, Air-Conditionning) pouvant étre traduit par CVC (Chauffage,
Ventilation, Climatisation) ou CVAC (Chauffage, Ventilation, Air Conditionné) sont des
systemes ayant 3 principaux objectifs :
- Traiter I'air : ’'HVAC permet de remplacer I'air « pollué » d’une salle par un air plus
« propre ». Elles ont donc pour but de renouveler I’air permettant par la méme occasion
de limiter les contaminants présents dans une piece.
- Maintenir le niveau de température et humidité dans des valeurs prédéfinies.
- Assurer aux usagers des conditions de confort, d’hygiéne et de sécurité tout en
respectant la réglementation en vigueur

1.1.1. Composition des HVAC

Les HVAC sont composées d’un réseau de gaines permettant la diffusion de I’air et d’une CTA
(Centrale de traitement de Iair).

Les CTA
Il existe 3 types de configuration des CTA utilisés dans différents domaines d’activité :

- CTA tout air neuf : l'air extérieur pénétre dans la CTA pour étre traité. Il est ensuite
distribué dans les différents locaux. Enfin 'air vicié est rejeté a I'extérieur sans étre
repris.

.I
|
»
JI"'[ I Zone 1 g
L I » 'wacl::é
[ G —— - » | (o m
neuf || [ | 7 | I 1 |
» o | ] -
2 J}+‘ JI"’} Zone 2 -7
12 3 4 . 5
[ [~ ]
»

Figure 13 : CTA tout air neuf 2
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- CTA air recyclé avec un pré-traitement d’air neuf
- CTA avec mélange air neuf / air repris : le traitement de I'air s’effectue sous la forme
d’un cycle :
o Traitement de I'air extérieur par la CTA
o Distribution de I'air traité dans les locaux
e Rejet de I'air vicié dans I'atmosphere
o Réutilisation de I'air vicié selon les étapes ci-dessus
Pour ce genre de CTA, il est important de définir et de respecter un taux de renouvellement
de I'air afin de limiter le risque de contamination.

.‘air vicié

-l | G

= T VRN VRN X T X

| G

Figure 14 : CTA avec mélange air neuf / air repris 4

En plus de ces 3 configurations, nous pouvons distinguer 2 types de CTA :
- CTA Simple flux : ne fait intervenir qu’un seul procédé selon le besoin
e Traitement et soufflage d’air neuf : CTA air neuf
e Traitement et soufflage d’air repris : CTA en recyclage
e Extraction de I'air : CTA d’extraction

Sonde de reprise
E‘ 3 5 Pressostat variation
ressostat
‘Mm_a' i filtres ¥ontilation Automate, régulation

. — Sonde de
Sonde dair neuf Thermdstat antigel

l"] i. T Volet incendie

Caisson de ! —

P mélange 1 : —
|
l | Moteur EC
- |
Volet air neuf }

V3V chaud Pare-gouttgs
|‘_ _____ ! e
) DAD

V3V froid —

ABCCLIM

Figure 15 : CTA simple flux 5%
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- CTA Double flux : combine soufflage (air neuf) et extraction avec selon les cas un
caisson de mélange permettant le recyclage de I'air

r—w§ = P
.
E | G|
! ABCCLIM

Figure 16 : CTA double flux ¥

Les CTA sont des systémes composés de plusieurs caissons contenant les équipements ci-

dessous :

Equipement

Role

Batterie chaude

Chauffer I'air froid

Batterie froide

Refroidir I’air chaud

Ventilateur

Propulser I'air dans le local (soufflage) ou dans les gaines de
reprise (extraction)

Filtre

Retenir les contaminants présents dans 'air

Préfiltre

Filtre a air monté en amont d'un autre filtre afin d’en réduire la
charge

Systeme de récupération de
la chaleur

Retenir la chaleur au travers d’un échangeur de récupération
de la chaleur afin de réchauffer ou refroidir I’air introduit dans
la CTA

Humidificateur

Réguler le taux d’humidité

Déshumidificateur

Condenser la vapeur d’eau

Caisson de mélange

Mélanger I’air neuf et I'air repris (recyclé)

Registre

Réguler la quantité d’air acheminé vers la CTA

Pieéges a son

Compenser le bruit des équipements de la CTA notamment le
bruit des ventilateurs

Capteurs de pression,
température et hygrométrie

Surveiller les variations de pression, température et humidité

Systéme de gestion a distance
ou GTC

Gérer la CTA en transmettant les données dans le logiciel
associé

Tableau 8 : Composants d’une CTA

47

Université d’Aix-Marseille — Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France

Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax :

+33 (0)4 91 80 26 12




' de Pharmacie
/) Aix--Marseille Université

Le réseau de gaines

En plus des éléments cités dans le tableau ci-dessus, les CTA sont associés a un réseau de
gaines pouvant atteindre plusieurs centaines de métres. On y retrouve des gaines de soufflage
et des gaines de reprises.

Les gaines peuvent étre composées de plusieurs trappes de visites utilisées pour leur
entretien : le nettoyage et décontamination initiale et/ou périodique.

1.1.2. Dimensionnement de la CTA

Afin d’atteindre les valeurs cibles nécessaires au bon fonctionnement des locaux de
production, les CTA doivent étre dimensionnées. Ce dimensionnement concerne les

parametres ci-dessous :

Taux de brassage horaire

Le taux de brassage correspond au nombre de fois que le volume d’air total de I’enceinte est
renouvelé en une heure. Il permet de diminuer la concentration d’agents contaminants par
dilution. La formule généralement utilisée est :

Débit d'air soufflé

TRH = Volume de la salle

Ce taux doit étre suffisant pour éliminer la contamination particulaire produite dans le local
(procédé de fabrication, personnes travaillant dans [I’enceinte..). Plus la classe
d’empoussierement de la salle est petite, plus le TRH doit étre important.

Classification de la salle | Taux de brassage (Vol/h)
ISO 8/D 15a20
ISO 7/C 20240
ISO 6/B 402 80
Au repos 80 a 150
ISO5/A — :
En activité 250 a 600

Tableau 9 : TRH recommandés dans la norme ISO 14644-1 selon la classe des salles

Diffusion et reprise de I'air :

Une diffusion maitrisée permet d’assurer une bonne évacuation des agents contaminants.
Les ZAC disposent donc de bouches de soufflage trés souvent installées au plafond et de
bouches de reprise situées en partie basse du local. L’équilibrage de ces bouches en fonction
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de la dimension du local est un parameétre important. Il permet de limiter la présence de zones
mortes et d’éviter le déséquilibre de flux.

Le flux d’air peut étre :
- Turbulent ou non unidirectionnel : régime de distribution ou I'air soufflé dans la zone
propre se mélange a I'air déja présent par impaction

Soufflage

!

RERRET |

Reprises

Figure 17 : Flux d’air turbulant

- Laminaire ou unidirectionnel : flux d’air maitrisé traversant I'ensemble d’un plan de
coupe d’une zone propre possédant une vitesse réguliére et des coupes paralleles

Soufflage

\//

Reprises

Fiqure 18 : Flux d’air laminaire
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Filtration de I’air

Actuellement il existe 3 grandes catégories de filtres :

- Filtres de moyenne efficacité (grossiers) : retiennent les particules de taille supérieure a 1um
telles que le pollen ou les poudres.

- Filtres de haute efficacité (moyens et fins) : permettent I’épuration de I'air et sont souvent
installés dans les CTA en amont des filtres THE.

- Filtres de trés haute efficacité (THE) : installés au plus prés du process. Ces filtres sont classés
en 3 familles ayant chacune plusieurs niveaux d’efficacité.

Valeur globale Valeur locale
Famille Classes | Efficacité d’é ti Efficacité
. icacité d’épuration T icacité T
des filtres (%) Pénétration (%) dépuration (%) Pénétration (%)
E10 85 15 - -
EPA E11 95 5 - -
E12 99,5 0,5 - -
H12 99,95 0,05 99,75 0,25
HEPA
H14 99,995 0,005 99,975 0,025
uil5s 99,9995 0,0005 99,9975 0,0025
ULPA ule 99,99995 0,00005 99,99975 0,00025
ul7z 99,999995 0,000005 99,9999 0,000025

Tableau 10 : Classification des filtres THE selon la norme EN 1822

1.2. Pression

Afin d’éviter I'entrée d’air non filtré et de potentiels contaminants, une cascade de pression
doit étre assurée entre deux salles de différentes classes. Ce différentiel doit étre d’au moins
10 pascals entre salles de niveaux différents (exigence 4.14, annexe 1 des BPF).

Il est a noter que dans le cas de manipulation de produits toxiques et afin de protéger
davantage le personnel, les locaux de production doivent étre maintenus en dépression.

1.3. Les surfaces

De maniere générale les surfaces doivent respecter les critéeres suivants :

- Etrelisses
- Etre imperméables / étanches
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- Etre inertes au développement des microorganismes

- Ne pas générer de particules

- Etre facilement nettoyables et résistantes aux produits d’entretien utilisés

(désinfectants, détergents, sporicides par exemple)

- Etre dépourvues de renfoncements difficiles a nettoyer

Des caractéristiques supplémentaires peuvent étre demandées en fonction du type de

surface. Le tableau ci-dessous récapitule les exigences relatives a certaines surfaces (Annexe

1 des BPF, 2022) :

Surface

Caractéristiques

Sol

Assurer la continuité avec les murs/cloisons
Etre conducteur ou antistatique

Murs/cloisons

Avoir une capacité d’isolation thermique et phonique adaptée

Etre scellé de maniére a empécher la contamination de I'espace situé au-

Plafond
dessus d'eux
Eviter les renfoncements qui ne peuvent pas étre nettoyés. Les portes
Porte coulissantes ne sont pas souhaitables pour cette raison (Exigence 4.6, Annexe

1 des BPF).

Eviers, drains et
siphons de sol

Interdits dans les zones de catégorie A et B

Des Air break devraient étre installés entre la machine ou |'évier et les drains
des salles propres de niveau inférieur doivent étre équipés de siphons ou de
joints d'étanchéité congus pour empécher le reflux et doivent étre
régulierement nettoyés, désinfectés et entretenus

Tableau 11 : Exigences relatives a certaines surfaces (Annexe 1 des BPF, 2022)

1.4. Les matériaux

Les matériaux des ZAC doivent « étre choisis de manieére a minimiser la génération de

particules et a permettre l'application répétée d'agents nettoyants, désinfectants et

sporicides, le cas échéant. » (Exigence 4.7, Annexe 1 des BPF).
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Les matériaux généralement utilisés dans la construction de ZAC sont :

- Aluminium - Inox dépoli
- Tole PET (PolyEréphtalate d’Ethyléne) - Inox 304
- PVC (PolyChlorure de Vinyle) - Joint caoutchouc
- Inox - Acier laqué
- Tole laquée - Aluminium laqué
- Alu anodisé (ALU 1100) - Compact

1.5 Les SAS

Les sas constituent une barriere physique et aéraulique entre deux zones de classe de
propreté différente. Les Sas permettent la mise en place de différents flux de
transfert notamment les flux personnel, matériel, matieres ou déchets.

Types de sas

Les sas peuvent prendre la forme de :

- Vestiaire (sas personnel) : permet I’entrée du personnel dans les zones de production.
Plusieurs configurations sont possibles, cependant le sas personnel est généralement
scindé en 2 parties :

e Une partie « sale » ou « ville » : zone dans laquelle le personnel quitte sa tenue
de «ville » ou d’extérieur ou d’'une zone de propreté moins élevée et se
prépare a enfiler la tenue de production ou la tenue permettant I'intervention
dans une zone de classe supérieure

e Une partie « propre » ou « production » : zone dans laquelle le personnel est
dans une tenue adaptée a la zone de production

En général, les installations de lavage des mains ne devraient étre prévues que dans la

premiére étape du vestiaire et ne pas étre présentes dans les vestiaires donnant directement
acces a la zone de classe B (Exigence 4.12, annexe 1 des BPF).

- Local matiére ou matériel (sas matiére ou matériel) : permettant le transfert de
matériels et/ou de matiéres et/ou d’équipements préalablement approuvés.

- Passe-plat ou passe-chariot : zone destinée au transfert d’éléments préalablement
définis et approuvés. Les passe-plats/passe-chariots s’apparentent a des trappes
permettant la liaison entre deux zones différentes.

Il est a noter que tout transfert d’'une zone de classe inférieure vers une zone de classe
supérieure doit respecter des procédures de nettoyage et désinfection adaptées aux risques
inhérents a la zone.
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Conception des sas

Les sas doivent disposer :
D’un contréle d’acces empéchant toute personne non autorisée a pénétrer dans une
zone définie
D’un systeme d’interlockage des portes afin d’empécher I'ouverture simultanée de
deux portes et de limiter les risques de contamination croisée
D’une séparation physique ou a minima d’une séparation temporelle procédurée
D’une ventilation efficace

D’une signalisation adaptée
De mobilier adapté a I’habillage du personnel, au respect des regles d’hygiene et au
transfert de matériel

2. Classification des ZAC

Il existe 4 classes de ZAC définies selon le niveau de particules, le seuil de contamination

microbiologique et la criticité des activités qui s’y déroulent.

2.1. Classification particulaire des locaux

La classification particulaire des ZAC est disponible dans I'annexe 1 des BPF et dans la norme

ISO 14644-1 .
Classe Au repos En activité
i <
BPF ISO Particules £ 0,5um | Particules < 5um Pagu;:::lnis - Particules < 5um

A 5 3520 3520 20 20

B 5/7 35200 352 000 29 2900

C 7/8 352 000 3520 000 2900 29 000

D 8 3520000 Non défini 29 000 Non défini

Tableau 12 : Taux de particules autorisé en fonction de la classe des locaux
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La classification microbiologique des ZAC est disponible dans I'annexe 1 des BPF :

Niveau microbiologique
Bot Pétri . . .
Classe Echantillon ?Ites de Petri Géloses de contact (diam. : | Empreintes de gant (5
d'air ufc/m3 (B2 2D il 55 mm), ufc/plaque doigts) ufc/gant
ufc/4 heures ! plaq g &
A <1 <1 <1 <1
B 10 10 5 10
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -

Tableau 13 : Taux de microorganismes autorisé en fonction de la classe des locaux

2.3. Classification selon I'activité

La classification des ZAC selon les activités qui s’y déroulent est disponible dans I'lannexe 1 des

BPF :
Classe Activité
Remplissage aseptique des produits qui ne sont pas
stérilisés dans leur récipient final
Manipulation des matiéres premieres et accessoires
A | Réalisation des opérations a haut risque stériles qui ne seront pas soumis ultérieurement a

stérilisation ou a filtration stérilisante
Transfert, avant bouchage, de récipients partiellement
clos, tels que ceux qui sont utilisés pour la lyophilisation

Zone environnante de la classe A pour la

B |préparation et la répartition aseptique hors| Préparation des solutions destinées a étre filtrées
isolateur
Réalisation des étapes les moins critiques de | _ , . . A .
. . - . Préparation des solutions destinées a étre filtrées
la fabrication de produits stériles remplis de . . A L
C N . .| Remplissage des produits destinés a étre stérilisés dans
maniére aseptique ou pour  servir . )
o . leur récipient final
d'environnement aux isolateurs
Préparation de solutions et d'accessoires aux fins de
D |ldemclasse C remplissage

Manipulation d’accessoires apres nettoyage

Tableau 14 : Type d’activité autorisé en fonction d la classe des locaux
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3. Les différents types de ZAC

3.1 Les ZAC conventionnelles

Les zones conventionnelles sont représentées par les locaux au sens propre du terme c’est-a-
dire des pieces qui respectent le seuil de contamination microbiologique et particulaire en
fonction de la classe revendiquée. Ces zones ne sont pas étanches et permettent le contact
entre le personnel impliqué dans la fabrication et le produit. Elles permettent ainsi une grande
liberté de manipulation. Pour la répartition aseptique, les zones conventionnelles sont
représentées par une zone de classe A dans un environnement proche de classe B a minima.

Compte-tenu du risque important de contamination dans ces zones, il est essentiel de
respecter des regles trés stricts d’habillage, de comportement et de nettoyage.

3.2 Les ZAC non conventionnelles

On entend par ZAC non conventionnelle toutes les technologies barriéres assimilées a une
zone propre. Il s’agit en majorité des isolateurs et des RABS.

3.1.1. Lesisolateurs

D’aprés la norme ISO 14644-7, un isolateur est un « Appareil qui emploie des techniques de
barriere étanche pour effectuer la séparation entre une ambiance interne et I'ambiance
externe ou environnante ».

Il s’agit donc d’un équipement étanche, avec un environnement interne de classe A et placé
dans un environnement de classe C minimum pour les isolateurs ouverts et de classe D pour
les isolateurs fermés. |l existe plusieurs modeles d’isolateur en fonction de I'utilisation prévue
et du besoin du site.

Figure 19 : Apercu d’un isolateur modulable de la société BioQuell (47)
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L'isolateur présenté ci-dessus est un appareil modulable fabriqué par la société BioQuell. Il
se compose de différents modules ayant chacune une fonction définie. (48)

- M1 : Module d’entrée des consommables et des articles de conditionnement

- M2 : Module d’ouverture (exemple : retrait du Tyveck des articles de

conditionnement ou des saches)

- M3 : Module de remplissage

- M4 : Module de fermeture

- M5 : Module de sortie

Les isolateurs ont 4 fonctions principales (74) :

Barrieres physiques

Ce sont des séparations matérielles constituant une limite et une protection pour le produit
et le personnel. Les matériaux les plus souvent utilisés pour constituer cette barriere sont
I'inox, les matieres plastiques et le PVC. La composition de I'isolateur est définie en tenant
compte de:

- La nettoyabilité des matériaux

- Larésistance physique

- La compatibilité chimique avec les produits fabriqués et les produits de décontamination

Traitement de l'air et des surfaces

Un isolateur dispose, comme les ZAC conventionnelles, d’un systéeme de traitement d’air
permettant le renouvellement de I'air et la maitrise des parameétres physiques. Ce systéme
contient également des filtres adaptés. Le flux est laminaire et unidirectionnel.

Pour assurer la maitrise de la contamination microbiologique, un systeme de bio-
décontamination est intégré a l'isolateur.

Dans la majorité des cas, I'isolateur est bio-décontaminé par I'intermédiaire d’H,0; (peroxyde
d’hydrogéne) diffusé sous forme de vapeur. Ce procédé doit étre qualifié et validé afin
d’attester de son efficacité.

Manipulation

Afin de permettre la manipulation des produits sans porter atteinte a l'intégrité de
I'appareil, I'isolateur dispose de systemes d’intervention. On distingue ainsi :

- Le couple gant-manchette : moyen le plus utilisé de nos jours. Le personnel manipule
le produit en insérant ses mains dans une paire de gants dont la surface est interne a
Iisolateur.

- L’hémi-scaphandre : permet une amplitude de mouvement plus important que les
gants. Le personnel intervient dans l'isolateur en introduisant son buste dans I’"hémi-
scaphandre.

- Le scaphandre
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Systéme de transfert

Lorsque l'isolateur est utilisé aprés sa bio-décontamination, il est interdit d’ouvrir les portes
afin de ne pas rompre l'intégrité et d’éviter de contaminer le systéme. Le transfert d’éléments
(entrée ou sortie) se fait au moyen de systémes de transfert dont les plus fréquents sont :

- Les portes DPTE : permet le transfert rapide des éléments

- Les mouse-holes : correspondent a des trappes permettant la sortie d’éléments de
I'isolateur vers la zone adjacente. La présence de mouse-hole s’accompagne d’une
surpression empéchant I'entrée de contaminants dans l'isolateur.

- Les isolateurs de transfert: ce sont de petits isolateurs disposant des mémes
caractéristiques que les isolateurs de remplissage (traitement d’air, procédé de
décontamination, barrieres physiques étanches) destinés a transférer des
consommables, du petit matériel et tout autre élément dans 'isolateur de remplissage
en cours de production et de fagon discontinue. Les isolateurs de transfert sont
indépendants et ne sont pas solidaires de l'isolateur de répartition. La connexion
isolateur de transfert — isolateur de remplissage peut se faire au moyen de portes

DPTE.
TRANSFERT
I— Continu L?:'_uwllr'J—l
Sortle Tunne| de Transfert Four Autoclave
dynamigue atérilisation DPTEY Sas ehimigue
f r-__n-_\_
VENTILATION & - [
FILTRATION =
fe—
* Pression positive
* Pression négative -
» h o " ™ -
Flux tur..,.l.lor.. (ETF) 2 _"\T_‘
* Flux unidirectionel (UDF _l\x S __’:I/-'
CONFINEMENT (isolateur)
+ Parois flexibles
+ Parois rigides
w1

Gant / Manchette Demi=scaphandre
St £:|'EI'!U"E'

orTE MANIPULATION

Figure 20 : Les différentes fonction d’un isolateur °°)
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3.1.2. Les RABS : Systeme Barriére d’Acces Restreint - Restricted Access Barrier System

Les RABS sont une technologie barriére qui s’apparente plus aux ZAC conventionnelles
qu’aux isolateurs. (74)

Figure 21 : RABS de TEMA Sinergie 58

Ces systéemes sont :

Non étanches

Composés de systemes de transfert et de systémes permettant la manipulation des
produits (couple gant-manchette, hémi-scaphandres, scaphandres...)

Dépourvus de systeme de décontamination des surfaces

Installés dans des zones de classe B a minima

Les RABS peuvent étre :

Ouverts : I'air vicié est rejeté dans la salle environnante

Fermés : ils sont séparés de la salle environnante par une barriére physique compléete.
Ainsi I'air vicié issu du RABS sera recyclé et non rejeté dans la salle environnante. Ces
systémes sont surtout utilisés pour la manipulation de produits a haut risque tels que les
cytotoxiques.

Passifs : ils utilisent la ventilation de la zone adjacente

Actifs : ils possedent leur propre systéme de ventilation

Dans la production de médicaments stériles, les RABS les plus utilisés sont les RABS dits
«ouverts ».
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“PASSIVE” RABS “ACTIVE” RABS “PASSIVE” CLOSED RABS “ACTIVE” CLOSED RABS

5y
 Air Handling Unit

Figure 22 : Différentes configurations de RABS (*°)
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V. LA QUALIFICATION

La qualification est a distinguer de la validation. La validation permet d’établir par des
évidences objectives et documentées qu’un procédé donne un résultat conforme aux
exigences prédéfinies. Il s’agit d’une opération consistant a confirmer une hypothése, une
attente ou une théorie. La validation est généralement appliquée au procédé tel que le
nettoyage ou I'analyse.

La qualification est une opération destinée a démontrer I'aptitude d’un systéme a satisfaire
aux exigences spécifiées. Elle s'applique généralement aux équipements, utilités et aux locaux.

Dans cette thése nous discuterons uniquement de la qualification.

1. Les étapes de la qualification

1.1 Définition du besoin

La définition du besoin est une étape clé de la qualification. C'est une démarche
pluridisciplinaire faisant intervenir différents services (maintenance, utilisateur, laboratoire de
controle qualité, assurance qualité...). Elle permet d’établir les aspects techniques et
fonctionnels du besoin tout en tenant compte des exigences réglementaires en vigueur.

La définition du besoin aboutit a un document appelé CCU (Cahier des Charges Utilisateur)
précis, clair et concis. Ce document regroupe I'ensemble des critéres nécessaires et suffisants
pour élaborer un systéme répondant aux objectifs établis par 'utilisateur.

1.2 La planification

Il est primordial dans les activités de qualification de planifier les différentes phases. Cette
étape est matérialisée par un Plan de Validation (PDV) ou Validation Master Plan (VMP)
applicable sur le site pharmaceutique. Le PDV est un document organisationnel détaillant :

- La politique générale de qualification et requalification

- Le type de qualification

- Lesroles et responsabilités de chaque intervenant dans le processus

- Les éléments de formalisation documentaire

- Les ressources allouées a la qualification

- Lastratégie de maintien en état qualifié des systemes

- Le récapitulatif des installations, des équipements, des systemes et des procédés
- La maitrise des changements et la gestion des déviations

- Les recommandations pour la détermination des critéres d’acceptation

- Les références aux documents existants
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Afin d’avoir un document clair, précis et complet et compte tenu du nombre de systémes a
qualifier, le PDV peut étre scindé en :

- PDV mére
- PDVfilles correspondant a chaque systéme a qualifier

1.3 Vérification

La vérification correspond a toutes les activités permettant d’établir au moyen de preuves
documentées que le systeme testé répond a toutes les exigences du cahier des charges
préalablement établi, aux exigences réglementaires en vigueur et qu’il est conforme aux
besoins des utilisateurs. Lors de cette phase de vérification, on distingue toutes les étapes
d’exécution de la qualification.

1.3.1. Qualification de conception (QC)

Il s’agit de la « Vérification documentée attestant que la conception proposée pour les
installations, les systemes et les équipements convient pour 'objectif visé ». Lors de cette
étape toutes les solutions proposées sont étudiées en tenant compte des exigences
réglementaires et des spécifications du CCU. Elle aboutit au refus, a I'acception ou a la
modification des éléments du projet et permet ainsi de justifier les critéres de choix.

En terme documentaire, il n’y pas de document précis exigé par la reglementation. Chaque
entreprise est donc libre de formaliser cette étape selon ses criteres.

1.3.2. FAT

Le systeme peut faire I'objet de tests de vérification chez le fournisseur et avant la livraison
au client. Ces tests ne sont pas obligatoires et sont souvent demandés pour les systemes
intégrant une nouvelle technologie ou ayant un process complexe.
Certains tests de FAT peuvent étre capitalisées dans les étapes de Ql et/ou QO a condition de
démontrer que le transport et l'installation n’ont aucun impact sur la fonctionnalité du
systéeme.
Les FAT comprennent a minima :

- Contréle de la conformité a la commande et au dossier technique

- Vérification dimensionnelle

- Vérification fonctionnelle en marche normale et dégradée

- Vérification de la conformité des écrans de supervision

- Vérification du repérage du matériel

- Vérification de la présence et de la conformité de la documentation
A cette étape le systéme est sous la responsabilité du fournisseur.
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1.3.3. SAT

Les tests de FAT peuvent étre complétés par des SAT qui sont des essais de vérification
réalisés sur le site client.
Les SAT comprennent a minima :

- Vérification de I'installation et de la connexion aux utilités

- Vérification du dossier technique

- Vérification fonctionnelle en marche normale et dégradée avec les utilités du client

- Vérification du repérage du matériel

- Séquence de démarrage et d’arrét

Al'issue des SAT et sauf réserve émis par I'utilisateur, le systeme devient la propriété du client
enclenchant ainsi le début de la garantie.

1.3.4. Qualification d’installation (Ql)

Il s’agit de la vérification du systéme sans le mettre en fonctionnement. La Ql a pour but de
s’assurer que le systeme est correctement installé et qu’il est conforme aux spécifications du
CCU. Il doit comprendre a minima :

- Vérification de la bonne installation des composants, de l'instrumentation, des
équipements, de la tuyauterie et des utilités par rapport aux schémas techniques et aux
spécifications

- Vérification de la conformité de I'installation par rapport aux critéeres prédéfinis.

- Vérification de la présence et de la conformité de la documentation fournie avec le
systeme

- Collecte, compilation et vérification des instructions de fonctionnement du fournisseur
et des exigences de maintenance

- Etalonnage des instruments de mesure

- Vérification des matériaux de construction

1.3.5. Qualification opérationnelle (QO)

La QO est déroulée a la suite de la Ql et permet de vérifier le systéeme lorsqu’il est mis en
fonctionnement. Selon les stratégies de qualification mises en place et la complexité des
éléments qualifiés celle-ci peut étre couplée a la Ql ou a la QP.

L’objectif est de vérifier que le systéme fonctionne dans le pire des cas (worst-case). Ainsi la
QO est réalisée dans les conditions les plus défavorables envisageables lors d’une utilisation
de routine. A cette étape, le futur produit n’est pas impliqué. On effectue souvent dans cette
étape des :

- Tests développés a partir de la connaissance des procédés, des systemes et des
équipements pour garantir que le systeme fonctionne comme prévu
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- Tests visant a confirmer les limites supérieures et inférieures de fonctionnement et /
ou les conditions les plus défavorables

1.3.6. Qualification de performance (QP)

L’objectif de la QP est de vérifier le bon fonctionnement du systéme dans les conditions réelles
d’utilisation. L'entreprise doit fournir la preuve documentée que le processus, exploité selon
les parameétres établis, peut  fonctionner efficacement et de maniére reproductible pour
produire un médicament répondant a des spécifications et attributs de qualité
prédéterminés.

Cette démonstration comprend les tests et les conditions nécessaires pour confirmer que le
systéme est robuste, capable et répétable et permet d’autoriser son usage en routine.

La QP est déroulée a la suite de la Ql et de la QO. Elle peut étre couplée a la QO. Elle doit
comprendre a minima :
- Tests utilisant les matériaux de production, des substituts qualifiés ou un produit de

simulation présentant un comportement équivalent dans des conditions de
fonctionnement normales ou en conditions worst-case
- Tests couvrant la plage de fonctionnement du procédé visé, sauf indication contraire

1.3.7. Documents de la phase de vérification

Toutes les vérifications effectuées sur les systémes qualifiés doivent étre tracées. Cette
tracabilité est assurée au travers de divers documents établis en amont, au cours ou en aval
des qualifications.

Analyse de risques

Bien que les analyses de risques puissent intervenir bien en amont de la phase de vérification,
elles sont souvent utilisées pour déterminer les situations les plus a risques permettant ainsi
de définir les configurations « worst-case » a prendre compte lors de la qualification. Il existe
plusieurs méthodes de détermination des risques présentées de fagon succincte ci-dessous :

- AMDEC ou FMECA

Méthode préventive d’évaluation de la défaillance en se basant sur I'expérience et la
connaissance d’un systeme. Cette méthode permet de prendre en considération les
défaillances, leurs causes potentielles et leurs effets. Lors d’'une AMDEC, I'évaluation est
établie au moyen d’une analyse qualitative (observation des relations de cause a effet de la
défaillance d’'un systeme) et quantitative (cotation basée sur la gravité, la fréquence et la
détectabilité).
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- HACCP
Méthode ayant pour objectif de prévenir, réduire ou éliminer a un niveau acceptable les
dangers chimiques, physiques et biologiques. Elle se base sur 7 principes.

I

7. Mise en place
dela 1. Analyse des
documentation dangers
et de la tragabilté

6. Application des
procédures de
vérification et de
validation de Ia
méthode

2. Détermination
des CCP (*)

5. Détermination 3. Mise en place
des mesures des seuils
correctives crititiques

4. Mise en place % P —
TrerS e (*) CCP = Critical Control Point

surveillance Point critique de contréle

Figure 23 : Les 7 principes de la méthode HACCP (22)(22)

Les 7 principes ci-dessus sont établis en 12 étapes présentées dans le schéma suivant :

1. Constituer I'équipe 3.Identidier les limites 9. Définir [e cadre de
HACCP surveillance

10. Mettre en place les

2. Décrire le systeme CAPA

11. Vérifier le
6. Analyser les dangers fonctionnement du
systeme

3. Décrire I'utilisation du
systeme

4. Décrire le processus de 5. Vérifier le diagramme de
fonctionnement du fonctionnement du
systeme systeme

12. Rédiger la
documentation HACCP

Figure 24 : Les 12 étapes de la méthode HACCP (29)

La mise en place de cette méthode peut nécessiter la décomposition du systéme en plusieurs
sous-systémes.
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- HAZOP

Méthode permettant d’identifier, d’évaluer et de contréler les dangers en se basant sur
I'association d’un mot clé a un risque identifié sur un parameétre du systéme. La construction
de ce type d’analyse de risque se fait selon 4 étapes principales :

Sélection des
mots clés

Figure 25 : Les étapes de la méthodes HAZOP (23)

- APR(24)

Méthode qualitative et inductive visant a identifier les dangers d’un systéme et leurs causes
ainsi qu’a évaluer les conséquences de ces derniers. Cette méthode permet également de
définir les moyens permettant d’atténuer ces dangers.

1.4. Diagramme d’Ishikawa (25) (26)

Méthode visuelle permettant d’identifier toutes les causes probables d’une défaillance. Les
causes sont classées en 5 catégories :

e Milieu : conditions physiques des locaux et de I'environnement
e Matériel : équipement, matériel impliqué (qualification, étalonnage, utilisation...)
e Main d’ceuvre : personnel (formation, habilitation...), interventions humaines
(type d’interventions, nombre de personnes impliquées)
e Meéthode : mode opératoire, protocole et procédures appliqués
e Matieres : matieres premieres, composition des éléments utilisés
Dans certaines entreprises, le diagramme d’Ishikawa peut étre adapté et avoir une ou deux
catégories de plus :

e Management : méthode d’encadrement, délégation, organigramme
e Moyens financiers : budget alloué, co(ts
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Matériel Main d’ceuvre Méthode

Management Matieres Milieu

Figure 26 : Exemple d’un Diagramme d’ISHIKAWA a 6 M

Protocole

Les protocoles sont les documents a dérouler lors de I'exécution des qualifications. lls
comprennent a minima :

- Une référence unique

- Le type de qualification effectué : QC, Ql, QO, QP

- Les référentiels a prendre en compte

- Le périmetre de I'exécution

- Les roles et responsabilités de chaque intervenant

- Les conditions d’exécution

- Les méthodes a appliquer pour les tests et les mesures

- Les criteres d’acceptation

- Les fiches de tests adaptés et comprenant une partie pour la personne exécutant les
tests et une partie réservée au vérificateur

- Les modalités de gestion des anomalies

Une fois rédigé, le protocole doit étre vérifié et approuvé dans la plupart des cas par
I’Assurance qualité du site.

Fiches d’anomalies (écarts et déviations)

Au cours de I'exécution des tests, différents évenements sont susceptibles d’apparaitre :

- Résultats non conformes

- Non-respect du protocole

- Erreur dans le protocole

- Données brutes manquantes

Dans ce cas, le personnel ayant détecté I'’évenement doit rédiger une fiche d’anomalie. En
fonction du type d’écart et du systeme documentaire de I'entreprise, il existe différentes
fiches d’anomalies :
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- Fiche d’observation : ces fiches sont établies lorsqu’une erreur est constatée dans le
protocole telle que I'absence d’unités de mesures ou la présence d’une erreur de saisie

- Fiche d’écart ou de non-conformité : mise en place lors de I'obtention de résultats non
conformes

- Fiche de déviation : rédigée dans le cas ou un élément du protocole n’a pas été respecté
comme I'utilisation du mauvais produit, du mauvais matériel ou de la mauvaise méthode

d’analyse.
Rapport

A l'issue de chaque qualification, un rapport doit étre rédigé afin de donner un statut validé
ou non au systéme. Le rapport doit contenir a minima :

- Une référence unique
- Un renvoi au protocole auquel il est associé
- Une synthese des résultats obtenus en tenant compte des anomalies ayant pu survenir
tout au long de la qualification
- Une conclusion avec soit :
e Une autorisation ou non du passage a I'étape suivante telle que le passage de la
QlalaQO ou le passage de laQO ala QP
e Une autorisation ou non de l'utilisation du systeme

Il est a noter que seule 'assurance qualité du site peut donner les autorisations citées ci-
dessus.

Tout comme les protocoles, les rapports font mention de l'identité d’un rédacteur, d’un
vérificateur et d'un approbateur.

1.4 Requalification ou Réévaluation périodique du statut validé

Tout systeme qualifié doit faire I'objet d’une requalification périodique de son statut validé.
Cette fréquence est définie en fonction de la criticité du systéme et en tenant compte des
éléments ci-dessous :

- Analyse des tendances : les tendances permettent de démontrer I’efficacité du systeme
dans son utilisation de routine. Pour les ZAC, les tendances se basent sur les données
obtenues lors des contréles environnementaux effectués périodiquement (particules et
microorganismes) et sur les résultats des CAPA mises en place.

- Revue systématique des changements et des déviations associés au systéeme
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1.5 Decomissionning

Le « decommissioning » correspond au retrait du systeme. Comme toute activité
pharmaceutique, cette étape doit étre tracée conformément au systeme qualité du site et au
PDV. Tout decommissioning doit obligatoirement faire I'objet d’'un change control.

2. Conclusion

La qualification d’un systeme est un cycle continu. C’est une étape primordiale dans la

fabrication de médicaments s(irs et efficaces.

Vérification |
]

L y

Fiqure 27 : Cycle de la vie d’un systéme
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TROISIEME PARTIE :
CAS PRATIQUE DE LA
QUALIFICATION D’UN
/ONE REPARTITION
ASEPTIQUE
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. CONTEXTE

Le laboratoire que nous allons nommer « X» pour des raisons de confidentialité est un
établissement ayant toujours produit des formes séches : gélules, comprimés, capsules. Cependant,
face a I'émergence de la Covid-19, celui-ci décide de mettre en place une zone de remplissage
aseptique dans I'optique de fabriquer des traitements stériles pour la lutte contre la Covid-19. La
fabrication se fait a I'échelle clinique et parmi les traitements envisagés on trouve des vaccins.

1. Présentation de la zone de remplissage aseptique

Dans cette partie nous allons nous concentrer sur la zone de remplissage aseptique. La conception
des locaux a été réalisée a partir d’'une zone de production déja existante mais inutilisée depuis
guelgues temps. Ainsi une qualification de la zone est nécessaire. Les modifications apportées sont
couvertes par un change control.

La zone de remplissage aseptique est composée :
- D’un couloir de classe D
- D’unsas personnel entrée
- D’un sas personnel sortie
Les sas entrée et sortie sont séparés mais sont construits de la méme maniére et possedent
les mémes caractéristiques. lls sont de classe C.
- D’un sas matériel entrée
- D’un sas matériel sortie
Les sas matériels sont également de classe C.
- D’unisolateur de répartition en surpression et de classe A
- De mobilier : armoire de stockage, chariot et bureaux

La zone est alimentée par une CTA double flux utilisant de I’air neuf et de I'air recyclé.
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. Classe A Classe C Classe D

Figure 28 : Zone de répartition aseptique destinée a la production de vaccins anti Cocid-19

2.  Caractéristiques physiques de la zone

Les caractéristiques de la zone a qualifier sont présentées dans le tableau ci-dessous :

4,85 2,50 12,13 20+/-3 30%<HR<60% 45 30
4,95 2,50 12,38 20+/-3 30%<HR<60% 15 30
5,12 2,50 87,50 20+/-3 30%<HR<60% 45 30
5,10 2,50 12,80 20+/-3 30%<HR<60% 15 30
35,00 3,00 15,30 20+/-3 30%<HR<60% 30 30
45,00 2,50 112,5 20+/-3 30%<HR<60% 30 30

Tableau 15 : Récapitulatif des caractéristiques des zones a qualifier
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Il. Ql/QO HVAC/CTA
1. QldelaCTA

1.1 Tests a dérouler

Comme indiqué plus haut, la Ql consiste a vérifier I'installation du systeme. Pour les CTA les
tests a dérouler sont les suivants :
- Vérification des pré-requis :
e Obtention de l'autorisation de passage en Ql a la suite des FAT et/ou des
SAT, le cas échéant a la suite de la QC. Ces étapes doivent étre conformes
ou acceptées en |'état sans la présence d’éléments bloquants.
o D’autres criteres peuvent étre intégrés au pré-requis comme la réalisation
des plans de prévention. Tout dépend de la stratégie mise en place par le
site.

- Vérification documentaire :
On vérifie que toute la documentation liée a la CTA est présente et conforme. Les documents
nécessaires sont :
e Les plans notamment les PID
e Les fiches techniques
e L’analyse fonctionnelle
e Les certificats de conformité notamment ceux des filtres
e Les certificats d’étalonnage (exemple : certificat d’étalonnage des sondes
de température, pression et hygrométrie, des appareils de mesures)
e Les schémas électriques
e Le manuel d’utilisation contenant toutes les précautions d’emploi et des
recommandations d’entretien

- Vérification de la présence et des caractéristiques des composants: quantité,
matériaux utilisés, emplacement, dimensions

1.2 Vérification du PID

Le PID est un schéma représentatif du systeme de traitement d’air. Il doit comprendre :
- Lesdifférents équipements comme les ventilateurs, les batteries, les registres, les filtres
mais aussi les vannes et les capteurs,
- Leur identification,
- Leur emplacement tel que mise en place sur le site.

On doit également retrouver du point de vue bonnes pratiques documentaires :
- Leslégendes,
- Lacartouche contenant : la référence du document, I’historique des versions, I'identité

du rédacteur, du vérificateur et de I'approbateur
- Le schéma avec les composants (vannes, registres, batterie, déshumidificateurs...), les
connexions entre chaque élément et les identifications associées.
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Figure 29 : Exemple de PID représentant un systeme HVAC
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1.3 Résultats

Lors de la vérification des différentes versions du PID, plusieurs non-conformités ont été
identifiées et traitées selon la stratégie du site :

Non-conformité Criticité CAPA
Erreur d’identification des filtres Mineur
Type de vanne non conforme : la Correction dans la
vanne installée ne correspond pas Mineur nouvelle version du PID
au schéma

Absence d’identification physique
sur le systeme de traitement
d’air : capteur de pression,
batterie chaude et ventilateur

Mise en place d’'un TAG
Mineur d’identification des
éléments citées

Erreur de versioning et format de . Correction dans la
Mineur .
date non conforme nouvelle version du PID

Tableau 16 : Exemple de non-conformités relevées lors de la vérification du PID

2. QOdelaCTA

2 .1 Tests a dérouler

Les tests de QO a réaliser sont :

- Vérification des prérequis : obtention de 'autorisation de passage en QO a la suite d’'une
Ql conforme et sans incidents bloquants

- Vérification des registres de soufflage et de reprise

- Mesure des pressions différentielles, de la température et de I'humidité relative des
salles

- Mesure des vitesses d’air de soufflage et de reprise

- Calcul du taux de renouvellement horaire (TRH)

- Mesure des débits d’extraction

- Tests d’intégrité des filtres par test Emery

- Schémas aérauliques ou tests de fumée des salles

2.2 Test d’intégrité des filtres

Ce test permet de vérifier :

- La bonne installation des filtres

- L'absence de fuite sur tous les composants des filtres (cadres, joints, systémes de
support...)

Il existe 2 méthodes de test présentées dans la norme 14644-3 :
- Méthode photométrique
- Méthode réalisée a I'aide d’'un compteur discret de particules
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Dans le cas présenté, la méthode photométrique est utilisée. Ce test consiste a réaliser une
mesure comparative entre la concentration d’un aérosol calibré polydispersé (Emery 3004) en
amont du filtre et celle mesurée en aval au moyen d’une sonde photométrique. L'aérosol est
diffusé de maniere continue et la mesure est faite par balayage pour les filtres terminaux et
par mesure globale pour les filtres de la CTA.

La concentration en aérosol est comprise entre 10 et 100 mg/m3.

Pour que le test soit conforme, le taux de pénétration doit étre inférieur ou égal a 0,01%.

2.3 Résultats

Sur I'ensemble des filtres testés, 3 filtres se sont révélés étre non conformes. Afin de
déterminer les actions a mettre en place en cas de non-conformité, un logigramme a été édité.
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Figure 30 : Logigramme décisionnel pour le Test d’intégrité des filtre
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Les résultats de ces 3 filtres sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Filtre Pou’r ct’entag.e de Non-conformité CAPA
pénétration
Résultats aprés exécution du test
F1 0,0400 Filtre endommagé Changement de filtre
F2 0,0200 Montage défectueux Réinstallation du filtre
du filtre
F3 0,0450 Filtre endommagé Changement de filtre
Résultats aprés mise en place des CAPA
F1 0,0002 Test conforme CAPA efficace
F2 0,0002 Test conforme CAPA efficace
F3 0,0002 Test conforme CAPA efficace

Tableau 17 : Récapitulatif des non-conformités du Test Emery

M. QP
1. Pré-requis

Les éléments ci-dessous doivent étre mis en place avant I'exécution des essais :

- Obtention de l'autorisation de passage en QP a la suite d’'une QO conforme et sans
incidents bloquants

- Procédures et modes opératoires en place : habillage, nettoyage, flux, méthodes et
procédés de fabrication

- Intervenants formés et habilités : producteurs, préleveurs, agents de nettoyage,
personnel de maintenance...

- Mise a blanc et désinfection des locaux préalablement réalisées et conformes.

2. Configuration de la salle lors des QP

La QP est réalisée dans les conditions réelles de fabrication et selon les 2 configurations de la
salle :

- Au repos

« Etat dans lequel tous les systémes de traitement de l'air et les installations sont en
fonctionnement, mais sans personnel et avec des équipements non utilisés. Les limites
particulaires pour I'état au repos doivent étre atteintes apres un bref temps d’épuration
d'environ 15 a 20 minutes aprés la fin des opérations. » (Annexe 1, BPF, 2022). La QP au repos

est déroulée sur 1 run. La QP au repos est conforme lorsque le run est conforme.

- En activité
« Etat dans lequel tous les équipements et installations fonctionnent et le personnel
travaille conformément au procédé de fabrication. » (Annexe 1, BPF, 2022).
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La QP en activité se déroule en 3 runs. La qualification est considérée conforme lorsqu’on
obtient 3 runs consécutifs et conformes.
La QP peut étre réalisée lors de la fabrication des lots tests (water run ou lot technique). Le

cas échéant une simulation des activités peut étre mise en place a condition d’étre

représentative des conditions de fabrication de routine.

3. Qualification particulaire

3.1 Méthodologie de réalisation

3.1.1. Matériel

La qualification particulaire est réalisée a I'aide d’'un compteur de particules étalonné et
permettant le dénombrement des particules présentes dans I’air de la salle. Plusieurs tailles

de particules peuvent étre mesurées. Dans le cas des ZAC pharmaceutiques, on considére les
particules de taille supérieure ou égale a 0,5um et a celles dont la taille est supérieure ou égale

aSum.
Sonde isocinétique
[ ree—
| 8
Ecran de ‘w
command \‘

Imprimante tickets

Figure 31 : Exemple de compteur particulaire de la marque TSI °°)

Les compteurs particulaires géneérent les résultats obtenus sous formes de tickets qui seront
collés sur les fiches de tests correspondantes, photocopiés et joints dans le protocole en tant

gue données brutes.
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3.1.2. Volume a prélever

Le volume a prélever est déterminé au moyen de la formule présentée dans la norme 1SO
14644-1 :

Vs = (20 + Cu,m) x 1000

Avec :
- 20: nombre de particules qui seraient comptées si la concentration en

particules atteignait la limite de la classe visée
- Vs :volume minimal d’échantillonnage (exprimé en L)
- Cum:nombre maximum de particules autorisé dans la classe particulaire visée
pour la taille de particule la plus élevée (exprimé en particules/m3)
Il est a noter que le volume minimum acceptable est de 2L pour chaque point. La mesure se
fait sur une durée de 1 minute.

Par exemple pour déterminer le volume a prélever dans le cas d’une salle de classe C et pour
des particules de 5um nous avons :

Critéres d’acceptation :

a Particules de 5um Vs (L)

t.ass;e. (part/m?)

particulaire ., Au repos En activité
Aurepos | En activité : :
Calcul Résultat Calcul Résultat
C 3520 000 29 000 —20 1000 0,006 —20 1000 0,690
X ’ X ’
3520000 3520000

Tableau 18 : Détermination du volume a prélever pour les particules de 5um

La capacité du compteur utilisé étant de 28,3L/min, le volume prélevé est équivalent a 28,3L
pendant 1 minute.
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3.1.3. Détermination du nombre de points de prélévement particulaire

En fonction de la surface de la salle a qualifier, il existe un nombre de points de prélevements
minimum a respecter (N.). Ce nombre garantit qu’au moins 90 % de la surface de la salle ne
dépassent pas les limites de classe, avec un indice de confiance d’au moins 95%. La norme
14644-1 donne le tableau d’aide ci-dessous :

Surface de la salle propre (m2) infé- | Nombre minimal de points de préle-
rieure ou égale a vement (Np)
2 1
4 2
6 3
8 4
10 5
24 6
28 7
32 8
36 9
52 10
56 11
64 12
68 13
72 14
76 15
104 16
108 17
116 18
148 19
156 20
192 21
232 22
276 23
352 24
436 25
636 26
1000 27
=1000 Voir la Formule (A.1)
NOTE 1 a l'article: Si la surface de la zone considérée tombe entre deux valeurs dans le
tableau, il convient de retenir la plus grande.
NOTE 2 a l'article: Dans le cas d'un flux unidirectionnel, la surface i prendre en compte peut
étre considérée comme étantle plan de coupe perpendiculaire an sens d’écoulement de l'air.
Dans tous les autres cas, la surface considérée serale plan horizontal de la salle propre ou de
la zone propre.

Tableau 19 : Points de prélévement particulaire en fonction de la surface de la salle propre (20

Le nombre de points a prélever peut étre augmenté en fonction de la criticité de la salle. Cette

augmentation doit étre préalablement justifiée.
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3.1.4. Détermination de I'’emplacement des points de prélevement particulaire

La disposition des points de contréle est déterminée selon les étapes suivantes :
- Découpage préalable la salle en plusieurs parties égales selon le nombre de

points de préléevement minimum.

- Mise en place du point de prélevement au niveau de I'emplacement le plus
critique de la zone.

Une argumentation a été établie pour justifier 'emplacement des controles particulaires.
Cette justification est déterminée a l'aide d’une analyse de criticité tenant compte :
- Du flux d’air
- Des résultats des schémas aérauliques réalisés lors des phases de QO : les zones
mortes étant critiques, un point de contréle est placé a leur niveau.
- Dutype d’activité réalisé dans le local
- Du contact produit : il existe 3 types de contact
e Direct : situation dans laquelle un élément donné (équipement, matériel,
articles de conditionnement, local...) est directement liée au produit
e Indirect: situation dans laquelle un élément donné (équipement,
matériel, articles de conditionnement, local...) est lié a un autre élément
critique qui lui est en contact direct avec le produit
e Sans contact : situation dans laquelle un élément donné (équipement,
matériel, articles de conditionnement, local...) n’a aucun lien avec le
produit
- Et des différents flux : personnel, matériel et matiere

Les positions des points de prélevement restent inchangées entre le run au repos et les runs
en activité.

Le schéma ci-dessous présente le découpage réalisé pour la salle de répartition aseptique et
les emplacements des points de prélevement définis :

I+ [ BUREAUX ] <¢’L
¥ +H Tt

ISOLATEUR DE REPARTITION

+ + +
+

E.RM OIRE

CHARIOT

+ Point de préléevement particulaire
l Bouche de reprise

Figure 32 : Découpage et emplacement des points de préléevement particulaire de la salle de
répartition
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Le tableau ci-dessous présente les différents emplacements sélectionnés et leur justification :

Nombre e
Surface Référence e i
Salle 5 de . Emplacement Justification
(m?) . du point
points
Contact avec une zone de classe inférieure
SPEO1 Au centre, en face de la porte d’entrée Flux personnel impliquant des mouvements
Sas personnel 485 3 de portes et I'habillage du personnel
entrée ' SPE02 Au plus prés de la bouche de reprise Trajet du flux d’air
SPEO3 Au centre Flux personnel
Contact avec une zone de classe inférieure,
SPS01 Au centre, en face de la porte d’entrée flux personnel impliquant des mouvements
Sas personnel 4ot 5 de portes et déshabillage du personnel
sortie ’ SPS02 Au plus prés de la bouche de reprise Trajet du flux d’air
Flux matériel
SPS03 Au centre
Flux personnel
Contact avec une zone de classe inférieure
S, Flux matériel impliquant des opérations de
SPMO1 A proximité de la porte , L Pla , P
décontamination et d’ouverture de saches
pouvant générer des particules
Sas matériel
. 5,12 4* Flux matériel
entree SPMO02 | Au centre
Flux personnel
SPMO03 Au plus prés de la bouche de reprise Trajet du flux d’air
Flux matériel
SPMO04 Au centre

Flux personnel
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Flux matériel
Flux personnel

SPMO1 Au centre

Flux matériel

SPMO02 A proximité de la porte
Flux personnel

Sas matériel

. 5,10 4** : ; - -
sortie SPMO03 Au plus prés de la bouche de reprise Trajet du flux d’air
Contact avec une zone de classe inférieure
SPMO04 | A proximité de la porte Flux matériel
Flux personnel
Flux personnel
SRA01 Au centre Flux matériel
Flux matiere
SRAO02 Au plus prés de la bouche de reprise Trajet du flux d’air
. Flux personnel
Au centre, entre le bureau 1 et lI'entrée de P , .
SRAO3 ). , e Flux matériel
I'isolateur de répartition N
Flux matiere
- . Flux personnel
’Salle-d.e Au centre, entre le bureau 3 et le milieu I'isolateur P -
répartition 35,00 9 SRAO4 I Flux matériel
. de répartition .
aseptique Flux matiere

Flux personnel
SRAOQ5 Au centre Flux matériel
Flux matiere

SRAO06 Au plus prés de la bouche de reprise Trajet du flux d’air

Flux personnel

SRAQ7 Au centre L. .
Flux matériel, Flux matiére
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Nombre CEx
Surface Référence o
Salle 5 de . Emplacement Justification
(m?) . du point
points
Flux personnel
SRAO8 Au centre Flux matériel
SCS Flux matiere
répartition 35,00 9
aseptique Au centre, entre le chariot et lisolateur de Flux personnel
b SRA09 , L Flux matériel
repartition .y
Flux matiere
Cbco1 Au plus prés de la bouche de reprise Trajet du flux d’air
CDC02 Flux personnel
Au centre -
Flux matériel
CDcCo3 Flux personnel
Au centre , .
Flux matériel
Couloir d CDC04 AU centre Flux personnel
ci::ufaI:io(:l 45,12 10 Flux matériel
CDCO05 Au centre Flux personnel, Flux matériel
CDCO06 Au centre Flux personnel, Flux matériel
Ccbco7 Au centre Flux personnel, Flux matériel
CDC08 Au centre Flux personnel
CDCO09 A proximité du chariot Risque de présence d’une zone morte
CDC10 Au plus prés de la bouche de reprise Circuit du flux d’air

* Le sas matériel entrée permet l'introduction de matériel entrant dans l'isolateur de répartition. Ce matériel pouvant étre placé dans les zones critiques de
I'isolateur, le nombre de points prélévement est augmenté a ce niveau.
**Le nombre de points de prélevement dans le sas matériel sortie est augmenté afin de tenir compte de la similitude qu’il a avec le sas matériel entrée.

Tableau 20 : Argumentaire des emplacements définis pour la qualification particulaire
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3.1.5. Mode opératoire

Le mode opératoire de la QP particulaire est le suivant :
- Vérifier le comptage a 0 du compteur particulaire
- Vérifier I’état d’occupation de la salle :
e Aurepos : absence de personnel, équipements en place et en mode hors production,
positionnement conforme du mobilier et selon les plans
e En activité : présence du nombre de personne autorisé, équipements en mode
production, mobilier en place, réalisation ou simulation des activités de routine
- Placer la sonde de prélévement face a I'écoulement d’air
- Prélever le volume d’air préalablement défini
- Vérifier I'atteinte des criteres d’acceptation :
o Siles criteres d’acceptation son atteints : le test est conforme
e Siun résultat non conforme est di a un incident anormal identifié, alors la valeur du
point de prélevement concernée peut étre éliminé et noté comme telle sur le rapport
d’essai et un nouveau prélévement peut étre réalisé
¢ Siun résultat non conforme est dii a une défaillance technique de la ZAC, il faut alors
réaliser une investigation afin d’en identifier la ou les cause(s) et mettre en place des
CAPA. Il faut également réaliser de nouveaux prélévements au niveau du point de
prélévement non conforme, des points adjacents et de tout autre point impacté.
(Norme ISO 14644).
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3.2 Résultats

Le tableau ci-dessous présente la synthése des résultats obtenus :

Tableau 21 : Récapitulatif des résultats obtenus pour la classification particulaire

Tous les essais étant conformes, les salles respectent les classes préalablement revendiquées.
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4. Qualification microbiologique

4.1 Méthodes appliquées

Aérobio-contamination active

Ce contréle permet de déterminer le niveau de contamination de I'air en circulation au moyen
d’un collecteur d’air et d’'une boite de gélose TSA de 90 mm de diameétre. Il existe différents
types de collecteurs. Dans notre cas, le collecteur utilisé est a impaction. Le volume prélevé
est de 1m3.

Figure 33 : Exemple de bio-collecteur 3

Aérobio-contamination passive

Cette méthode permet de mesurer le taux de contamination de I'air par sédimentation. Une
boite de gélose de 90mm de diametre est déposée au point de prélevement pendant
maximum 4 heures. Au-dela de 4 heures, la gélose est changée.

Figure 34 : Gélose TSA 90mm de Thermo Fisher (61
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Biocontamination des surfaces

Cette méthode permet de mesurer le taux de contamination des surfaces de la salle. Elle est
réalisée avec:

- Une gélose de contact accompagnée d’un dispositif temporisé permettant de
garantir la reproductibilité du préléevement. Ce matériel est applicable
uniquement sur les surfaces planes et lisses. Le diameétre de cette gélose est de
55mm.

Figure 35 : Gélose TSA 90mm de chez Merck Millipore (59

- Un écouvillon de type B. Ce matériel est utilisé pour le prélevement des
surfaces non accessibles par gélose de contact. Le contenu de I’écouvillon est
ensuite transféré sur une boite de gélose de 90mm de diametre. Le transfert
écouvillon — gélose se fait selon une méthode bien définie.

7

»

Figure 36 : Ecouvillon de type B (9

4.1.1. Détermination de I'’emplacement des points de préléevement microbiologique

Tout comme la qualification particulaire, les points de prélevement microbiologique doivent
étre placés selon une justification documentée. Elle est réalisée sous forme d’argumentaire.
Comme pour la qualification particulaire, la justification est établie a partir d’une analyse de
criticité tenant compte des mémes parametres cités précédemment. Le critere « efficacité du
nettoyage-désinfection » est également pris en compte dans I'analyse de criticité. Les points
de prélévements au repos et en activité sont identiques.
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Le schéma ci-dessous reprend le découpage réalisé pour la qualification particulaire et
présente 'emplacement des points de prélévements microbiologique la salle de répartition
aseptique

05 oo
, X | X X
| ISOLA'IJ'_EUR DE REPA}RTITION

- ——d = e -

ARMOIRE

X

CHAI%

@ suface ’ Aéro-biocontamination Passive 4. Aéro-biocontamination Active

. Bouche de reprise

Figure 37 : Découpage et emplacement des points de prélévement microbiologique, exemple

de salle de répartition
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Le tableau ci-dessous présente les points de prélevement, le type de prélevement et la justification associée pour la salle de répartition aseptique.

Type de

Référence

Au centre

Salle s . Emplacement Justification
préléevement du point
Flux personnel
Au plus prés de I'entrée de l'isolateur de L.
ABA-SRAO1 | P1US P Flux matériel
répartition N
Flux matiere
. Flux personnel
ABA-SRA02 | Devant I'armoire de stockage P L.
Flux matériel
Flux personnel
Entre le bureau 1 et I'entrée de l'isolateur de L.
ABA-SRAQ3 | 1t € bureau ! ! Flux matériel
repartition .
Flux matiere
Flux personnel
Entre le bureau 2 et le milieu de l'isolateur L.
ABA-SRA04 de répartition Flux matériel
Salle de Aéro- P Flux matiere
répartition biocontamination Flux personnel
aseptique active . . . Flux matiere
Au plus pres de la sortie de l'isolateur de . . . .
ABA-SRAO5 | | P e P Partie de [lisolateur permettant la répartition
répartition . , . oy
aseptique. C’'est donc la partie la plus critique de
I'isolateur.
Flux personnel
ABA-SRAO6 | Al'angle de la salle P L.
Flux matériel
.. . . Flux personnel
ABA-SRAO7 | Entre les 2 sas matériel (entrée et sortie) P L.
Flux matériel
ABA-SRAO8 | Entre le chariot et I'isolateur de répartition | Flux personnel, Flux matériel
ABA-SRAO09 Flux personnel

Flux matériel
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Type de Référence o
Salle . Yp . Emplacement Justification
préléevement du point
A I'angle, entre | rsonnel (entré Fl rsonnel
ABP-SRAOL a_ gle, ? tre _es sas personnel (entrée et | Flux pe 59. e
sortie) et I'armoire de stockage Flux matériel
. Flux personnel
ABP-SRAO2 ﬁ‘ul;:;ﬁltla, entre la bouche de reprise et le Elux i]atériel
Trajet du flux d’air
Flux personnel
A l'extrémité de I'entrée de l'isolateur de -
Aéro- ABP-SRAO03 , o Flux matériel
. . repartition .
biocontamination Flux matiere
passive Flux personnel, Flux matériel
ABP-SRA04 | Sur le bureau 2 Activité de bureautique pouvant générer des
contaminants
Salle de ABP-SRAQ5 | A I'extrémité de la sortie de I'isolateur Flux personnel, Flux matériel
répartition . . Flux personnel, Flux matériel
P . ABP-SRA06 | A l'angle au niveau de la bouche de reprise . P ,
aseptique Trajet du flux d’air
ABP-SRAQO7 | Sur le chariot Flux personnel, Flux matériel
Flux personnel
Sur la porte du Sas personnel entrée — Coté | _. . R
CDS-SRA01 P , . P Risque de propagation de la contamination
salle de répartition e - .
Vérification du nettoyage-désinfection
Sur la porte du Sas personnel sortie — Coté | Fl ersonnel
CDS-SRAQ2 | OHr '@ Porte au sasp ' L pers L
Surface salle de répartition Vérification du nettoyage-désinfection
. Flux personnel, Flux matériel
CDS-SRAO03 | Sur I'armoire de stockage .. p . .. .
Vérification du nettoyage-désinfection
Flux personnel et matériel
CDS-SRA04 | Sur le bureau 2 Vérification de I'impact des activités de bureautique

Vérification du nettoyage-désinfection
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de répartition

Salle "I'Ype CE Referer\ ce Emplacement Justification
préléevement du point
Flux personnel, Flux matériel, Flux matiére
CDS-SRAOS Sur la vitre externe du centre de l'isolateur | Zone la plus critique de l'isolateur, réalisation de
de répartition I’étape de répartition aseptique
Vérification du nettoyage-désinfection
CDS-SRA06 | Au sol du centre de la salle FI%”? |.oersfonnel, Flux matenell ) )
Vérification du nettoyage-désinfection
Flux personnel, Flux matériel
CDS-SRA07 | Au sol du centre de la salle Risque de propagation de la contamination
Vérification du nettoyage-désinfection
CDS-SRA08 | Sur le mur, a I'angle de la salle Flux personnel, Vérification du nettoyage-désinfection
Salle de CDS-SRAO9 Sur la porte du Sas matériel entrée — Coté | Flux matériel, Risque de propagation de Ila
répartition Surface salle de répartition contamination, Vérification du nettoyage-désinfection
aseptique CDS-SRAL0 Sur la porte du Sas matériel sortie — Coté | Flux matériel — Risque de propagation de la
salle de répartition contamination, Vérification du nettoyage-désinfection
CDS-SRA11 | Sur le chariot FIEJ)f Pers'onnel, Flux matériell ' .
Vérification du nettoyage-désinfection
Sur la vitre externe de la sortie de I'isolateur | Flux personnel, Flux matériel
CDS-SRA12 , o AP L .
de répartition Vérification du nettoyage-désinfection
Flux matériel
CDS-SRA13 | Au sol, au centre de la salle Risque de propagation de la contamination
Vérification du nettoyage-désinfection
CDS-SRA13 Sur la vitre externe de I'entrée de I'isolateur | Flux personnel, Flux matériel, Flux matiere

Vérification du nettoyage-désinfection

ABA : Aérobio-contamination Active - ABP : Aérobio-contamination Passive - CDS : surface

Tableau 22 : Argumentaire des emplacements définies pour la qualification microbiologique de la salle de répartition aseptique
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4.1.2. Incubation

A la fin des prélevements, les géloses sont incubées a 20-25°C pendant 7 jours afin de
permettre la croissance des bactéries. Elles sont ensuite incubées a 30-35°C pendant les 7
jours suivants afin de vérifier I'absence de levures et de moisissures. Une lecture intermédiaire
est réalisée a Iissue des 7 premiers jours. La lecture finale se fait au 14°™¢ jour. Les lectures
correspondent a des dénombrements des germes potentiellement présents sur le milieu de
culture.

4.1.3. Stratégie d’identification des germes

Afin de faciliter I'identification des germes, une limite d’alerte est établie. Elle correspond a la
moitié des critéres d’acception présentés dans le chapitre 2.2 « Classification selon le niveau
de contamination microbiologique ».

Normes Limite Normes Limite Normes Limite
GMP d’alerte GMP d’alerte GMP d’alerte
C <100 >50 <50 >25 <25 >13
D <200 > 100 <100 >50 <50 >25

Tableau 23 : Limites d’alerte appliquées lors de la QP microbiologique

L'identification des germes est réalisée :
- Au genre lorsque la limite d’alerte n’est pas atteinte
- Alespece lorsque la limite d’alerte est atteinte
Les résultats obtenus permettront d’avoir des données sur la flore bactérienne de la salle.
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4.2 Résultats

Le tableau ci-dessous présente le récapitulatif des résultats obtenus pour la salle de
répartition :

salle Référence du Au repos En activité
point Run1 Run 2 Run1 Run 2 Run 3
ABA-SRAO01
ABA-SRA02
ABA-SRAO03
ABA-SRA04
ABA-SRAQ5 CF CF CF CF CF
ABA-SRA06
ABA-SRAQ7
ABA-SRAO08
ABA-SRAQ09
ABA-SRA10
ABP-SRAO01
ABP-SRA02
ABP-SRA03
ABP-SRAOA CF CF CF CF CF
'Salle.d.e ABP-SRAQ5
repart.ltlon ABP-SRAOG
aseptique
ABP-SRAQ7
CDS-SRAO01 INV
CDS-SRA02 INV
CDS-SRAO03 INV
CDS-SRA04 INV
CDS-SRAO5 INV
CDS-SRA06 INV
CDS-SRAQ7 INV CF CF CF CF
CDS-SRA08 INV
CDS-SRA09 INV
CDS-SRA10 INV
CDS-SRA11 INV
CDS-SRA12 INV
CDS-SRA13 INV

Tableau 24 : Récapitulatif des résultats obtenus lors de la QP microbiologique de la salle de

répartition aseptique

Comme indiqué ci-dessus, le 1° run de qualification microbiologique au repos a été invalidé
pour les prélevements de surfaces. L'investigation menée a conduit a I'indentification d’une
cause : défaut de fermeture de 3 boites de gélose ayant entrainé leur ouverture lors de leur
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acheminement au laboratoire de contréle qualité. Une sensibilisation des équipes a été faite
avant de réaliser un autre run qui s’est avéré conforme.

Iv. CONCLUSION

Les résultats obtenus ont permis de qualifier la zone et de poursuivre les étapes de mise en
place de la zone de production telle que la réalisation de lots techniques GMP et des APS aussi
appelé MFT. Les données de qualification particulaire et microbiologique seront utilisées pour

établir le plan de préléevement du monitoring de routine.
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CONCLUSION

Malgré le bouleversement social et économique qu’elle a provoqué dans le monde entier, la
Covid-19 a permis de faire accélérer la recherche et le développement en matiere de vaccins.
Elle a ainsi permis I'’émergence et la mise sur le marché de nouvelles technologies
vaccinales telles que les vaccins a ARNm jusqu’ici en phase de recherche.

Cette épidémie a également permis pour beaucoup de laboratoires pharmaceutiques d’élargir
leur domaine de compétence par l'installation de zones de production aseptique avec
I'application de toutes les exigences que cela implique. La plupart, ont pris conscience de la
difficulté de mener a bien ce type de projet en un laps de temps tres court tout en garantissant
la qualité, la sécurité et I'efficacité des traitements fabriqués.

La mise a en place d’une zone de production aseptique est complexe d’ou I'importance d’avoir
des locaux adaptés et trés bien congus. La conception et la qualification des ZAC est donc
primordiale dans ce processus. La réussite de ce genre projet réside donc dans :

- La bonne définition des besoins

- Le choix des bons équipements et des bons parameétres

- La vérification minutieuse de la conformité aux exigences

- Laréactivité et la capacité a mettre en place des actions efficaces pour résoudre

les différents probleéemes rencontrés.

A I'heure actuelle, la phase de pandémie est terminée, néanmoins l'incidence de la Covid-19
augmente sur certaines périodes et de nouveaux variants apparaissent continuellement. Il est
donc important de poursuivre les efforts fournis depuis I'apparition de la Covid-19. Ainsi de
nouvelles solutions sont en cours de développement :

- Amélioration des vaccins sur le marché afin de couvrir le plus de variants

possibles et ainsi en augmenter I'efficacité
- Lafabrication d’antiviral oral
- Le développement d’anticorps monoclonaux et d’'un immunosuppresseur

Certaines de ces solutions ont eu un avis positif de 'EMA. C'est le cas notamment de
I'immunosuppresseur Kineret de Swedish Orphan.
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ANNEXES

. ANNEXE 1 : MODE DE FONCTIONNEMENT DES VACCINS A ARNm ET A VECTEUR
VIRAL

COMMENT FONCTIONNENT LES VACCINS A ARN MESSAGER

<, ARNMESSAGER VECTEUR VIRAL
L ‘."1.  L'Acide RiboNucléique messager _(Allum] \. ; Un vecteur viral est un virus rendu
censt™ pstune molécule porteuse d'un géne inoffensif pour THomme
d'une protéine

FABRICATION EN LABORATOIRE

1 FABRICATION EN LABORATOIRE
Enlatorataire, le géne comportant

=== I'ARNM qui contient le géne de

\\—l

Ia prot&ine spike est synthétisé en les instructions pour la synthése
laboratove puss encapsulé dans des de L proténe spie et ajoute
lipices pour lut permettre d'entrer AUADN du vecteur viral®.

dars la cellule sans #tre dégradé

' TAQMUIANE el ’
Lyl e
S .
. @
ADMINISTRATION DU VACCIN
£ Levaccin péngtre dans les =00 o5 localisées au niveau du point

dinjection, L'ADN du vecteur viral entre snsuite dans le noyau
de la cellute, coptrairement  I'ARNM oui reste dans le cytoplasme.

&

LE VACCIN DANS L'ORGANISME

Le géne ajouté & 'ARNm est traduit dans le cytoplasme pour produire
des protéines splke inoffensives et spécifiques du SARS-Cov-2, Le géne
ajouté A 1'ADN du vecteus viral est d'aboed transcrit dans le noyau
en ARN puls traduit dans le citoplasme pour produlre des protélnes
spike. Ni PARNm ni *ADN du vectsur viral ne modifient le génome
de la cellule.

4 ACTIVATION DU SYSTEME
=~ IMMUNITAIRE
La protiine spile est présentée REACTION EN CAS DE NOUVELLE
au systéme Immunitaire qui EXPOSITION AU VIRUS

Fenregistre ets'active, ’ * x =i systéme immunitaire “reconnait”
La protaine spike et produtt les globutes
blancs et anticorps spécifiguement

programmés pour combattre
efficacement le coronavirus SARS-Cov-2
* 8 oo te e lypes de wod bty vison Couoque peonsend e ripbapaes dens fins coliubes o Coue gl ne b ponert o, G leurs ghees cis de sfpliction el (408 sgpnimibs
Cas priodhor du wectedt wd slphicats’ - le vectour viedl v, on p s o 13 producton e b protdine S produre des copres oe b mBme, gu pourent cosate aler dans dadtics
b, potrntian it une produton phas snoodafe de proténe S
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1. ANNEXE 2 : SCHEMA VACCINAL ANTI COVID-19

G/accin La vaccination
e QUEL VACCIN SELON MA SITUATION ?

Mon age Ma situation Pfizer-BioNTech Moderna Janssen Novavax
-
0a
4 ans Mon enfant ne peut pas se faire vacciner
INCLUS
Sa Quelle que soit
Thang ot
INCLUS ot it mdet
1 2 a Quelie que ot X
1 7 ans 1a sitvation de
INCLUS
- >
18a29
ans
INCLUS Jal une contre-
indication
aux waccins 3
ARNmM
ma sitwation i
ans
INCLUS Jal une contre-
indication S
aux vaccing b r
ARNm
Quelle que soit
ma sitvation
55 ans
ET PLUS
sl une contre-
indication ?
sux vaccins b
ARNm
e grove e AV

N.B.:

- La il I est p ible en de vaccination et auprés de nombreux professionnels de santé ;: pharmaciens, médecing
(g i ou spéciali ins du travail, infirmiers, sages-femmes, chirurgiens-dentistes. Elle est également possible en
laboratoire de biologi édi ad icile ou peut étre organisée sur le liev de soin des personnes.

« Les personnes ayant déja ew le Covid-19 ne recoivent quune seuvie injection dans le cadre de leur de pri o #on, sur
ia base d'un justificatif (test PCR ov antigénique positif de plus de 2 mois) ou a Ia suite d'un test rapide d'ori » iags g
(TROD) positf,

« La vaccination des f e est ndée dés le p tr X

* Les & { ifig le recours & un vaccin & ARNm (Pfizer-BioNTech ou Moderna) en priorité lorsque cest
possible.

Pour connaitre la liste des situations particulidres et les lités de inati d sur:

www.solidarites-sante.gouv.frfvaccin-covid-19
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ANNEXE 3 : EXIGENCES RELATIVES AUX LOCAUX DANS L’ANNEXE 1 DES BPF,
2022

ITEM

EXIGENCES (ANGLAIS)

4.1

The manufacture of sterile products should be carried out in appropriate cleanrooms, entry to which
should be through change rooms that act as airlocks for personnel and airlocks for equipment and
materials. Cleanrooms and change rooms should be maintained to an appropriate cleanliness
standard and supplied with air which has passed through filters of an appropriate efficiency. Controls
and monitoring should be scientifically justified and should effectively evaluate the state of
environmental conditions of cleanrooms, airlocks and pass-through hatches.

4.2

The various operations of component preparation, product preparation and filling should be carried
out with appropriate technical and operational separation measures within the cleanroom or facility
to prevent mix up and contamination.

4.3

Restricted Access Barrier Systems (RABS) or isolators are beneficial in assuring required conditions
and minimizing microbial contamination associated with direct human interventions in the critical
zone. Their use should be considered in the CCS. Any alternative approaches to the use of RABS or
isolators should be justified.

4.4

For the manufacture of sterile products there are four grades of cleanroom.

Grade A: The critical zone for high risk operations (e.g. aseptic processing line, filling zone, stopper
bowl, open primary packaging or for making aseptic connections under the protection of first air).
Normally, such conditions are provided by a localised airflow protection, such as unidirectional
airflow work stations within RABS or isolators. The maintenance of unidirectional airflow should be
demonstrated and qualified across the whole of the grade A area. Direct intervention (e.g. without
the protection of barrier and glove port technology) into the grade A area by operators should be
minimized by premises, equipment, process and procedural design.

Grade B: For aseptic preparation and filling, this is the background cleanroom for the grade A (where
it is not an isolator). Air pressure differences should be continuously monitored. Cleanrooms of
lower grade than grade B can be considered where isolator technology is used (see) paragraph 4.20).

Grade C and D: These are cleanrooms used for carrying out less critical stages in the manufacture of
aseptically filled sterile products or a background for isolators. They can also be used for the
preparation /filling of terminally sterilized. (See section 8 for the specific details on terminal
sterilisation activities).

4.5

In cleanrooms and critical zones, all exposed surfaces should be smooth, impervious and unbroken in
order to minimize the shedding or accumulation of particles or micro-organisms.

4.6

To reduce accumulation of dust and to facilitate cleaning there should be no recesses that are
difficult to clean effectively therefore projecting ledges, shelves, cupboards and equipment should
be kept to a minimum. Doors should be designed to avoid recesses that cannot be cleaned (Sliding
doors may be undesirable for this reason).

4.7

Materials used in cleanrooms, (both in the construction of the room and for items used within the
room), should be selected to minimize generation of particles and to permit the repeated application
of cleaning, disinfectant and sporicidal agents where used.

4.8

Ceilings should be designed and sealed to prevent contamination from the space above them.

4.9

Sinks and drains should be prohibited in the grade A and grade B areas. In other cleanrooms, air
breaks should be fitted between the machine or sink and the drains. Floor drains in lower grade
cleanrooms should be fitted with traps or water seals designed to prevent back flow and should be
regularly cleaned, disinfected and maintained.

4.10

The transfer of equipment and materials into and out of the cleanrooms and critical zones is one of
the greatest potential sources of contamination. Any activities with the potential to compromise the
cleanliness of cleanrooms or the critical zone should be assessed and if they cannot be eliminated,
appropriate controls should be implemented.
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4.11

The transfer of materials, equipment, and components into the grade A or B areas should be carried
out via a unidirectional process. Where possible, items should be sterilised and passed into these
areas through double-ended sterilisers (e.g. through a double-door autoclave or depyrogenation
oven/tunnel) sealed into the wall. Where sterilisation upon transfer of the items is not possible, a
procedure which achieves the same objective of not introducing contamination should be validated
and implemented, (e.g. using an effective transfer disinfection process, rapid transfer systems for
isolators or, for gaseous or liquid materials, a bacteria-retentive filter). The removal of items from
the grade A and B areas (e.g. materials, waste, environmental samples...) should be carried out via a
separate unidirectional process. If this is not possible, time-based separation of movement
incoming/exiting material) by procedure should be considered and controls applied to avoid
potential contamination of incoming items.

4.12

Airlocks should be designed and used to provide physical separation and to minimize microbial and
particle contamination of the different areas, and should be present for material and personnel
moving between different grades. Wherever possible, airlocks used for personnel movement should
be separated from those used for material movement. Where this is not practical, time-based
separation of movement (personnel /material) by procedure should be considered. Airlocks should
be flushed effectively with filtered air to ensure that the grade of the cleanroom is maintained. The
final stage of the airlock should, in the “at rest” state, be of the same cleanliness grade (viable and
total particle) as the cleanroom into which it leads. The use of separate change rooms for entering
and leaving the grade B area is desirable. Where this is not practical, time-based separation of
activities (ingress/egress) by procedure should be considered. Where the CCS indicates that the risk
of contamination is high, separate change rooms for entering and leaving production areas should be
considered. Airlocks should be designed as follows:

i. Personnel airlocks: Areas of increasing cleanliness used for entry of personnel (e.g. from the grade
D area to the grade C area to the grade B area). In general hand washing facilities should be provided
only in the first stage of the changing room and not be present in changing rooms directly accessing
the grade B area.

ii. Material airlocks: used for materials and equipment transfer.

¢ Only materials and equipment that have been included on an approved list and

assessed during validation of the transfer process, should be transferred into the grade A or grade B
areas via an airlock or pass-through hatches. Equipment and materials (intended for use in the grade
A area) should be protected when transiting through the grade B area. Any unapproved items that
require transfer should be pre-approved as an exception. Appropriate risk assessment and mitigation
measures should be applied and recorded as per the manufacturer's CCS and should include a
specific disinfection and monitoring programme approved by quality assurance.

¢ Pass-through hatch should be designed to protect the higher grade environment, for example by
effective flushing with an active filtered air supply.

* The movement of material or equipment from lower grade or unclassified area to higher grade
clean areas should be subject to cleaning and disinfection commensurate with the risk and in line
with the CCS.
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4.13

For pass-through hatches and airlocks (for material and personnel) the entry and exit doors should
not be opened simultaneously. For airlocks leading to the grade A and grade B areas, an interlocking
system should be used. For airlocks leading to grade C and D areas, a visual and/or audible warning
system should be operated as a minimum. Where required to maintain area segregation, a time
delay between the closing and opening of interlocked doors should be established.

4.14

Cleanrooms should be supplied with a filtered air supply that maintains a positive pressure and/or an
airflow relative to the background environment of a lower grade under all operational conditions
and should flush the area effectively. Adjacent rooms of different grades should have air pressure
difference of a minimum of 10 Pascals (guidance value). Particular attention should be paid to the
protection of the critical zone. The recommendations regarding air supplies and pressures may need
to be modified where it is necessary to contain certain materials (e.g. pathogenic, highly toxic or
radioactive products or live viral or bacterial materials). The modification may include positively or
negatively pressurized airlocks that prevent the hazardous material from contaminating surrounding
areas. Decontamination of facilities (e.g. the cleanrooms and the heating, ventilation, and air
conditioning (HVAC) systems) and the treatment of air leaving a clean area, may be necessary for
some operations. Where containment requires air to flow into a critical zone, the source of the air
should be from an area of the same or higher grade.

4.15

Airflow patterns within cleanrooms and zones should be visualised to demonstrate that there is no
ingress from lower grade to higher grade areas and that air does not travel from less clean areas
(such as the floor) or over operators or equipment that may transfer contamination to the higher
grade areas. Where unidirectional airflow is required, visualisation studies should be performed to
determine compliance, (see paragraphs 4.4 & 4.19). When filled, closed products are transferred to
an adjacent cleanroom of a lower grade via small egress point, airflow visualization studies should
demonstrate that air does not ingress from the lower grade cleanrooms to the grade B. Where air
movement is shown to be a contamination risk to the clean area or critical zone, corrective actions,
such as design improvement, should be implemented. Airflow pattern studies should be performed
both at rest and in operation (e.g. simulating operator interventions). Video recordings of the airflow
patterns should be retained. The outcome of the air visualisation studies should be documented and
considered when establishing the facility's environmental monitoring programme.

4.16

Indicators of air pressure differences should be fitted between cleanrooms and/or between isolators
and their background. Set-points and the criticality of air pressure differences should be considered
within the CCS. Air pressure differences identified as critical should be continuously monitored and
recorded. A warning system should be in place to instantly indicate and warn operators of any failure
in the air supply or reduction of air pressure differences (below set limits for those identified as
critical). The warning signal should not be overridden without assessment and a procedure should be
available to outline the steps to be taken when a warning signal is given. Where alarm delays are set,
these should be assessed and justified within the CCS. Other air pressure differences should be
monitored and recorded at regular intervals.
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4.17

Facilities should be designed to permit observation of production activities from outside the grade A
and B areas (e.g. through the provision of windows or remote cameras with a full view of the area
and processes to allow observation and supervision without entry). This requirement should be
considered when designing new facilities or during refurbishment of existing facilities.

4.18

Isolators or RABS, which are different technologies, and the associated processes, should be
designed to provide protection through separation of the grade A environment from the
environment of the surrounding room. The hazards introduced from entry or removal of items
during processing should be minimized and supported by high capability transfer technologies or
validated systems that robustly prevent contamination and are appropriate for the respective
technology.

4.19

The design of the technology and processes used should ensure appropriate conditions are
maintained in the critical zone to protect the exposed product during operations.

I Isolators:

a. The design of open isolators should ensure grade A conditions with first air protection in the
critical zone and unidirectional airflow that sweeps over and away from exposed products during
processing.

b. The design of closed isolators should ensure grade A conditions with adequate protection for
exposed products during processing. Airflow may not be fully unidirectional in closed isolators where
simple operations are conducted however turbulent airflow should be minimized and not increase
risk of contamination of the exposed product. Where processing lines are included in closed
isolators, grade A conditions should be ensured with first air protection in the critical zone and
unidirectional airflow that sweeps over and away from exposed products during processing

c. Negative pressure isolators should only be used when containment of the product is considered
essential and risk control measures are applied to ensure the critical zone is not compromised.

ii RABS:

The design of RABS should ensure grade A conditions with unidirectional airflow and first air
protection in the critical zone. A positive airflow from the critical zones to the supporting background
environment should be maintained.

4.20

The background environment for isolators or RABS should ensure the risk of transfer of
contamination is minimized.

i. Isolators:

a. The background environment for open isolators should generally correspond to a minimum of
grade C. The background for closed isolators should correspond to a minimum of grade D. The
decision on the background classification should be based on risk assessment and justified in the
CCs.

b. Key considerations when performing the risk assessment for the CCS of an isolator should include
(but are not limited to); the bio-decontamination programme, the extent of automation, the impact
of glove manipulations that may potentially compromise ‘first air’ protection of critical process
points, the impact of potential loss of barrier/glove integrity, transfer mechanisms used and
activities such as set-up or maintenance that may require the doors to be opened prior to the final
bio-decontamination of the isolator. Where additional process risks are identified, a higher grade of
background should be considered unless appropriately justified in the CCS.

c. Airflow pattern studies should be performed at the interfaces of open isolators to demonstrate the
absence of air ingress.

ii. RABS:

The background environment for RABS used for aseptic processing, should correspond to a minimum
of grade B and airflow pattern studies should be performed to demonstrate the absence of air
ingress during interventions, including door openings if applicable.
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4.21

The materials used for glove systems (for both isolators and RABS), should be demonstrated to have
good mechanical and chemical resistance. The frequency of glove replacement should be defined
within the CCS.

i. Isolators:

a. For isolators, leak testing of the glove system should be performed using a methodology
demonstrated to be suitable for the task and criticality. The testing should be performed at defined
intervals. Generally glove integrity testing should be performed at a minimum at the beginning and
end of each batch or campaign. Additional glove integrity testing may be necessary depending on the
validated campaign length.

Glove integrity monitoring should include a visual inspection associated with each use and following
any manipulation that may affect the integrity of the system.

For manual aseptic processing activities where single unit or small batch sizes are produced, the
frequency of integrity verification may be based on other criteria, such as the beginning and end of
each manufacturing session.

b. Integrity / leak testing of isolator systems should be performed at defined intervals.

ii. RABS:

For RABS, gloves used in the grade A area should be sterilised before installation and sterilised or
effectively bio-decontaminated by a validated method prior to each manufacturing campaign. If
exposed to the background environment during operation, disinfection using an approved
methodology following each exposure should be completed. Gloves should be visually examined
with each use, and integrity testing should be performed at periodic intervals.

4.22

Decontamination methods (cleaning and bio-decontamination, and where applicable inactivation for
biological materials) should be appropriately defined and controlled. The cleaning process prior to
the bio-decontamination step is essential; any residues that remain may inhibit the effectiveness of
the decontamination process. Evidence should also be available to demonstrate that the cleaning
and bio- decontamination agents used do not have adverse impact on the product produced within
the RABS or isolator.

i. For isolators

The bio-decontamination process of the interior should be automated, validated and controlled
within defined cycle parameters and should include a sporicidal agent in a suitable form (e.g.
gaseous or vaporized form). Gloves should be appropriately extended with fingers separated to
ensure contact with the agent. Methods used (cleaning and sporicidal bio-decontamination) should
render the interior surfaces and critical zone of the isolator free from viable microorganisms.

ii. For RABS

The sporicidal disinfection should include the routine application of a sporicidal agent using a
method that has been validated and demonstrated to robustly include all areas of the interior
surfaces and ensure a suitable environment for aseptic processing.

4.23

Cleanrooms and clean air equipment such as unidirectional airflow units (UDAFs), RABS and
isolators, used for the manufacture of sterile products, should be qualified according to the required
characteristics of the environment. Each manufacturing operation requires an appropriate
environmental cleanliness level in the operational state in order to minimize the risk of the product
or materials being handled. Appropriate cleanliness levels in the “at rest” and “operational” states
should be maintained.

4.24

Cleanrooms and clean air equipment should be qualified using methodology in accordance with the
requirements of Annex 15. Cleanroom qualification (including classification) should be clearly
differentiated from operational environmental monitoring.
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4.25

Cleanroom and clean air equipment qualification is the overall process of assessing the level of
compliance of a classified cleanroom or clean air equipment with its intended use. As part of the
qualification requirements of Annex 15, the qualification of cleanrooms and clean air equipment
should include (where relevant to the design/operation of the installation):

i. Installed filter system leakage and integrity testing.

ii. Airflow tests - Volume and velocity.

iii. Air pressure difference test.

iv. Airflow direction test and visualisation.

v. Microbial airborne and surface contamination.

vi. Temperature measurement test.

vii. Relative humidity test.

viii. Recovery test.

ix. Containment leak test.

Reference for the qualification of the cleanrooms and clean air equipment can be found in the ISO
14644 series of standards.

4.26

Cleanroom classification is part of the cleanroom qualification and is a method of assessing the level
of air cleanliness against a specification for a cleanroom or clean air equipment by measuring the
total particle concentration. Classification activities should be scheduled and performed in order to
avoid any impact on process or product quality. For example, initial classification should be
performed during simulated operations and reclassification performed during simulated operations
or during aseptic process simulation (APS).

4.27

For cleanroom classification, the total of particles equal to or greater than 0.5 and 5 um should be
measured. This measurement should be performed both at rest and in simulated operation. The
maximum permitted total particle concentration for each grade is given in Table 1.

(a) Classification including 5um particles may be considered where indicated by the CCS or historical
trends.

(b) For grade D, in operation limits are not predetermined. The company should establish in
operation limits based on a risk assessment and routine data where applicable.

4.28

For classification of the cleanroom, the minimum number of sampling locations and their positioning
can be found in ISO 14644 Part 1. For the aseptic processing area and the background environment
(the grade A and grade B areas, respectively), additional sample locations should be considered and
all critical processing areas such as the point of fill and container closure feeder bowls should be
evaluated. Critical processing locations should be determined by documented risk assessment and
knowledge of the process and operations to be performed in the area.

4.29

Cleanroom classification should be carried out in the “at rest” and “in operation” states.

i. The definition of “at rest” state is the condition whereby the installation of all the utilities is
complete including any functioning HVAC, with the main manufacturing equipment installed as
specified but not operating and without personnel present in the room.

ii. The definition of “in operation” state is the condition where the installation of the cleanroom is
complete, the HVAC system fully operational, equipment installed and functioning in the
manufacturer’s defined operating mode with the maximum number of personnel present
performing or simulating routine operational work.

iii. The total particle limits given in Table 1 above for the “at rest” state should be achieved after a
“clean up” period on completion of operations and line clearance/cleaning activities. The "clean up"
period (guidance value of less than 20 minutes) should be determined during the qualification of the
rooms, documented and adhered to in procedures to reinstate a qualified state of cleanliness if
disrupted during operation.

4.30

The speed of air supplied by unidirectional airflow systems should be clearly justified in the
qualification protocol including the location for air speed measurement. Air speed should be
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designed, measured and maintained to ensure that appropriate unidirectional air movement
provides protection of the product and open components at the working position (e.g. where high
risk operations occur and where product and/or components are exposed). Unidirectional airflow
systems should provide a homogeneous air speed in a range of 0.36 — 0.54 m/s (guidance value) at
the working position, unless otherwise scientifically justified in the CCS. Airflow visualization studies
should correlate with the air speed measurement.

4.31

The microbial concentration of the cleanrooms should be determined as part of the cleanroom
qualification. The number of sampling locations should be based on a documented risk assessment
and the results obtained from room classification, air visualization studies and knowledge of the
process and operations to be performed in the area. The maximum limits for microbial
contamination during qualification for each grade are given in Table 2. Qualification should include
both at rest and in operation states.

Table 2: Limits for microbial contamination during qualification

(a) Settle plates should be exposed for the duration of operations and changed as required after a
maximum of 4 hours. Exposure time should be based on recovery studies and should not allow
desiccation of the media used.

Note 1: All methods indicated for a specific grade in the table should be used for qualifying the area
of that specific grade. If one of the methods tabulated is not used, or alternative methods are used,
the approach taken should be appropriately justified.

Note 2: Limits are applied using Cfu throughout the document. If different or new technologies are
used that present results in a manner different from Cfu, the manufacturer should scientifically
justify the limits applied and where possible correlate them to Cfu.

Note 3: For qualification of personnel gowning, the limits given for contact plates and glove prints in
Table 7 should apply.

Note 4: Sampling methods should not pose a risk of contamination to the manufacturing operations.

4.32

The requalification of cleanrooms and clean air equipment should be carried out periodically
following defined procedures. The requirement for requalification of cleanroom areas is as follows:
Table 3: Minimum test requirements for the requalification of cleanrooms

* performed according to a risk assessment documented as part of the CCS. However, required for
filling zones supplied with unidirectional airflow (e.g. when filling terminally sterilised products or
background to grade A and RABS). For grades with non-unidirectional airflow, a measurement of
recovery testing should replace velocity testing.

For grade A & B areas, the maximum time interval for requalification is 6 months.

For grade C & D areas, the maximum time interval for requalification is 12 months.

Appropriate requalification consisting of at least the above tests should also be carried out following
completion of remedial action implemented to rectify an out-of-compliance equipment or facility
condition or after changes to equipment, facility or processes as appropriate. The significance of a
change should be determined through the change management process. Examples of changes to be
considered include but are not limited to the following:

i Interruption of air movement which affects the operation of the installation.

ii Change in the design of the cleanroom or of the operational setting parameters of the HVAC
system.

iii Special maintenance which affects the operation of the installation (e.g. change of final filters). .

113

Université d’Aix-Marseille — Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France

Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12




[F \ dertamie
SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des Maitres de la Faculté, des
Conseillers de I’Ordre des Pharmaciens et de mes Condisciples.
D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art
et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur
enseignement.

D’exercer, dans l'intérét 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, de respecter le secret
professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et
mon état pour corrompre les moeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses. Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes
confreres si j'y manque.
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