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MINI-ENVIRONNEMENTS

Contamination microbienne
et gants pour isolateurs:
quelle gestion de risque ?
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Le contrdle régulier de I'intégrité des gants utilisés

dans les systémes barriéres est une obligation,

or les données scientifiques sur les attributs critiques

de ces accessoires sont rares. Cette étude entend

se rapprocher le plus possible des conditions

de production pharmaceutique afin d'évaluer

le risque microbiologique.

es systémes de barriére

tels que les isolateurs ou

les systémes de barritre

a acces restreint (RABS)

jouent un rile fondamen-
tal dans la protection des per-
sonnes ef des produils tant dans
L production pharmaceutique que
pourla réalisation des Lests analy-
tigues et de stérilité [1]. Les gants
constituent une interface cruciale
entre l'environnement intéricur de
Tiselateur et Popérateur. Lewr inteé-
grité et donc essentiellealin dévi-
ter tout risque de contamination.
Le contrdle régulier de cette inté-
grité est du reste sbligatoire en

vertu de nombreuses réglemen-
tations. La Food and Drug Admi-
nistration américaine |2, par
exemple, stipule « gu'un gan! ou
un manchon défectucux represenie
une voic de conlaminalion el une
briche critique dans Pintégrite de
Pisolatewr =, En outre, les employes
doivent inspecter visuellement les
pants pour vérifier qu'ils ne sont
pas endommagés avant chague
utilisation el des Lests physiques
doivent étre effectuds réguliire-
ment, se traduisant notamment
par une inspection visuelle. Des
exigences similaires sont éta-
blies dans I'annexe 1 des Bonnes

Pratiques de fabrication (BPF) de
FUE[3]. En effet, les technologies
barriéres sont largement recom-
mandées dans cetle nouvelle ver-
sion afin d*éviter toute interac-
tion directe entre les opérateurs
— connus comme la principale
source de contamination poten-
tielle — et les élapes critiques du
processus de fabrication des pro-
duits stériles, Acclleﬁn.'le-"ganlﬁ
doivent ére contralés régulitre-
ment en fonction de lear utili-
sation, o contrile incluant une
inspection visuelle 3 chague uti
sation et apris wute manipulation
susceptible d*affecter Pintégrité
du systéme. Far aillears, les tests
dintégrité et d'étanchéind des sys-
temes deconfinement doivent élre
effectuds 3 des intervalles définis,
L'un des principaus défisest queles
fabricants de produits pharmaceuw-
tiques doivent définie leurs propres
procédures opérationnelles stan-
dard pour le test des gants confor-
miéEment 3 ces directives et metine
en place une procédure appropride
peoowr lewrs installations sur la base
drune analyse des fisques. Les Lests
microbiologiques de surface des
ganis des isolateurs peuvent étre
efectisds en temps réel pendant 1a

Evalualion e la pression du gant
lors de Iintroduction de la main
dania le gant,

production, mais leurs résullals ne
somt connus gqutapriss oelle-ci, Le pro-
cessus de prisede décision en lemps
riel doit done reposer sur des don-
nées scientifiues robustes concer-
nant les attribuls critiques des gants,
A notre connaissance, les données
scientifiques sur cette probléma-
tigpue sent rares. Enelfel, sion ulilise
le site National Library of Medecine
(FubMed) avec comme mots-clés
« gants, trous», seules 83 publications
sont parues depuis 1960, Pour com-
paraison, durant la méme période,

130 232 articles ont é0¢ publics pour
be mot-clé « microbioie =,

Létude de référence est celle de
Gessler et al [1], dans Laguelle 1'éva-
luation des Asques potenticls de
contamination microbienne el de
migration i travers des trous (0,4
i 0,8 mm) sur des gants en polyé-
thyléne chlorosulfoné (CSM) a éué
quantifiée, la souche étudide éant
Brevundimonas diminuta, MiEme si
une charge binlogigque élevée sur la
face interne des pants défectucux
représentait un risque de conta-
mination pour le produit ainst
que pour intérieur de Visolateur
(grade A), les auteurs suggeraicnt
que la charge biologique trouwée
sur ces ganls préseate générale-
ment de faibles concentrations,
inférieures 3 20 UFC/em?, Maier
et al |4] ont discuté de intérét de
Putilisation d'un test de pression
en indiquant que des lests spéci-
fiques et précis devraient ire uti-
lisis pour surveiller Fintégrité des
ganis pendant leur utilisation dans
des applications critigues telles
quela fabrication pharmaceutique,
afin de s"assurer que Fenvironne-
ment reste stérile et exempt de
Loute conlamination.

Ainsi, il a semblé important de
compléter ces études précédentes,
d'abord en élendant la taille des
trows des gants 3 une gamme sus-
ceptible d'gtre visible et donc
détectée lors d'un contrble visuel
par s opérateurs, et ensuite ense
rapprochant le plus possible des
conditions de la production phar-
maceutique afin d'évaluer le risque
dentrée de micro-organismes sur
la surface interne des ganis.
Vobjectif de cette &tude prélimi-
naire initiée par le groupement
dintérét commun A3F « Techno-
logie barriire = élail de soumelire
des gants en CSM & un aérosol
contenant un micto-organisme,
Geobarillus stearstherrmophilus, alin

@ Mise en place du gant et dispositif utilisé
lexpérimentation

pour
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de vérifier leur élanchéité. Sur la
hase des travaux Evoqués précé
demment [1 ; 4], nous avons émis
I'iypothise gu'en dessous d'une
certaine taille des trous, les gants
pouvaient assurer une élanchéile,
mieme s leur surface Sait altérée
0. stcarothermophilus st une bacté.
rie thermophile a Gram positif et
produisant des spores 5| Ce micro-
organisme a €€ choisi car il a la
capacité de croftre et de se repro-
duire b une température sélective
non propice i la croissance d'un
autre organisme, éliminant ainsi la
possibilité de Faux positifs causés
par la contamination par d'autres
mICrO-GrEanismes,

Matériels et méthodes
Choix des gants et de la taille
des trous

Cuainze gantsen palyéthyline chlo-
rosulfoné (taille ; 8 ; épaisseur ;
& mmjont € bestés, Des trous cali-
bris de différents diamétres (1, 2
et 3 mm) ont é1¢ réalisés i Maide

L]

d'unemporte-pidce, de sorte que les
trous sobent toujours postionnés
an méme endroit, 3 1 om dubout du
doigt. Ces diamétres ont éé choisis
carce sont des tailles qu'un opéra-
tewur peut voir  Posil no

Evaluation de

la pression induite

par l'introduction

de la main dans le gant

Apris avoir placé le gant sur un
bracelet relié & une manchette et
Tavoir nettoyé aver de Falcool iso-
propyligue, la main a été intro-
duite dans le gant et la pression
a été prise en continu au bout du
doigt (majeur) et dans la paume de
la main grice 3 un dispositif Delta
Ohm (figure 1)

Préparation de la suspension
de spores

Une suspension de Geobacillies stea-
rothermophilus ATCC 7953 ajustée
3 environ 107 UFC/ml. a été utili-
st pour lexpérimentation.

Déroulement

des essals

Deux izsolateurs répondant aux
normes de qualification de U'in-
dustrie pharmaceutique relids
par un sas de transfert el préa-
lablement décontaminés par du
peroxyde d'hydrogine (H,0,)
ont éé utilisés. Le gant 3 tes-
ter a été placeé sur un anneau de
poignet au niveau de la porte
pauche du sas de transfert entre
les deux isolatenrs, le trou du gant
étant dirigé vers la paroi arritre
(figure 2). Apris une prédécon-
tamination du gant 3 l'alcool
isopropylique, une décontami-
nation au H,0, vaporisé a éé
réalisée dans les deux isolateurs
durant 15 minutes. Une ventila-
tion a ensuite é0€ appliquée afin
de diminuer la concentration en
H 0,30 ppm.

La nébulisation du G, stearothermo-
philus ATCC 7953 a alors débuié
ot a#té rfalisde dans Nisolateur de
droite. Une [nis cetle nébulisation
effectuée, la pression a éié augmen-
tée 3 500 pascals dans Fisolateur
de droite afin de mimer la surpres-
sion induite par l'introduction de
La main dans le gant.

Tests micrabiologiques

Un prélévement de surface par
boite Count-Tact autour du trou
de I'index du gant testé et des
prélevements de surface sur les
parois de Fisolateur de gauche
ont £ elfectués, Apris deux jours
dincubation & 58 + 2 °C, la pré-
sence ou l'absence de colonies a
£1é évaluie. —

© Taille des trous virifiée a la loupe binoculaire et comptage des UFC

Gant &® 1
Noambee d'UFC a

Taille des trows (men) 0,53

Gant 0™ 2 Gant n® 3
3 3
059 065

Gant n* 4 Gant n® 5
o ar
0,86 1
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=4 Résultats

Trois résultats peavent Etre notés:
= la charge binlogique trouvée
sur Péchantillonnage de surface
sur Pisolateur était proportion-
nelle i la taille du trou (pésultals
non montrés) ;

= la charge biologique retrouvée
sur lextéricur du gant autour
du trou de | mm Etait faible. La
valeur moyenne élail en effet de
11 UFC, la quantité totale ini-
tiale adrosolisée étant de 10
(tableaun A);

«en nous concentrant sur le trou
de | mm de diametre n!apﬁ-s avoir
wirifié leor taille a Iaide d"une
loupe binoculaire, nous avons pu
constaterque bes trous variaient de
0,53 a | mm (tableau A). Jusqua
0.65 mm, la charge microbienne
restait tris faible.

Discussion

La fabrication de médicaments et
de produits thérapeutigues sigriles
nécessite un Lraitement asepique
utilisant une technologie compre-
nant des molateurs ot dessystemes
de barritre a accis restreint (RABS),
comprenant des gants et des man-
chetes, sachant qu'ils sont kes mail-
lons les plus faibles pour le main-
tien de lintégrite de la barnire, En
effet, la nature des gants, du fait
de leur épaisseur et de leur sou-
plesse, induil un risque de déchi-
rure ou de percement. Linspection
visuelle effectuée régulitrement
au cours de la production (cest-a-
dire avant et apriss chague inter-
vention sur les pants) se situe dans
la fourchette de 0.8 mm i 3 mm
pour le aveaw de détection du trow
d'épingle. La méthode d'élirement

« |l existe toujours

une absence de consensus
quant 3 la taille

du trou pouvant induire
une bréche dans I'intégrité
de l'isolateur et le passage
de micro-organismes. »

des ganis compléte les bests d'in-
tégrité physigue ave: un résultat
positif proche de B5 % d'efficacité
de détection. En effet, M'étirement
améliore la détection des trous
d'épingle dans les endroits diffi-
cilessans déchirer le matériau, Fes-
pace comblé ftant presque indétec-
lable. Néanmoins, il existe Woujours
un abwsence deconsensus quant ila
taille du trou pouvant induire une
hrix:hedan:iﬁmégﬁtédul'jsmal:ur
et le passage de micro-organismes.
Lobjet de nobre étude préliminaire
éait d'utiliser des conditions de
i:lﬂl‘gl_'h;lllugililu_’ﬂudk‘l:llh la réae
litg industriclle (worst case) pour
évaluer le transfert de ces micro-
organismes i travers des tailles de
trous visibles par un opérateur.
Dians bes conditions expenmentales
choisies, nos résullats ont moniré
qu'en dessous d'une taille de trou
denviron 0,6 mm, les gants défec-
tueux ont une fible probabilité de
penérer un passage de micro-orga-
nismes ¢l doncde pénérer un risque
microbinlogique en raison du pas-
sape des micro-organismes et donc
de pénérer un risque microbiolo-
g, Au-dela de oetie taille, le phé-
nominede passage et done be risque
de contamination microbienne
semblent aupmenter, Ces résultats
sonl en accord aver ceux de Gessler
ctal |1} Cependant, ils apportent
un point de vue supplémentaire
dans la mesure oi le protocole a
tenté de reproduire les conditions
rielles de Iindusirie. Nfanmoins,
= recherches complémentaines
sont nécesains, incluant non seu-
lement Mévaluation de Nimpact de
ces brisches sur d'autres matériaux
de pants, mais aussi évaluation
drautres souches bactériennes, com-
bindes i une inspection visuelle.
Ainsi nous nous proposons dans un
premier temps de poursuivee coette
clude ptﬂimi:uimnnlnuilhntsmr
deux Lypes de micro-organismes, a

savair Staphyiooocons aureus el Bacil-
les subitills, et quatre types de pososi-
b différentes allant de 33 1L,5mm,
afin de mimer au maximum les
conditions réelles de production
pharmaccutique ct dévaluer le
risque d'entrée de micro-oganismes
au niveau de L surface interne des
gants isolants. 5 aureus, bactéric
résadente de la peau, peut Ere une
cause majeure de contamination
des produits pharmaceutiques en
raison d'une mauvaise manipula-
tion ou de processus et de protocnles
asepligues déficients. Il peut ére
transmis de diflérentes maniéres,
par exemple par des gouttelettes
d'air ow des aérosols et par contact
direct avec des objeis contaminis

Conception de RABS et
Retrofit sur mesure.

(alimenis, caw ). B subiilis est une
source courante de contamina-
fian de Fenvironnement en labo-
ratoire, retrouvée régulitrement
sur les plagues de décantation de
l'environnement et dans le cadre
de la surveillance de Pair.
Lobjectil ultime de ces expérimen-
tations est de donner des arguments
aux fabricants pour qu'ils déve-
loppent leurs propres procédures
opérationnelles standard et leurs
décisions fondées sur les principes
de la pestion du risque qualité. 1l

Solutions de transfert et
de convoyage.
= =
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Cormony

» RABS el Traiterment de Fur pour mibeu ullrapropre
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